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RESUMEN

El suero de leche, subproducto de la fabricacién de queso, es un residuo altamente
contaminante. Este subproducto, rico en nutrientes, no siempre se aprovecha en la
industria quesera. Se han propuesto estrategias para utilizar sus componentes
transformandolos en productos de valor agregado. El ultrasonido de alta intensidad
puede mejorar la eficiencia de las reacciones y la inmovilizacion facilita la
purificacién de los productos. Por lo tanto, el presente estudio evalué el efecto del
ultrasonido en el pretratamiento de células de Lactiplantibacillus plantarum para la
fermentacién de suero lacteo y permeado de suero lacteo, el efecto del ultrasonido
durante la fermentacién y la inmovilizacion de células de L. plantarum. El estudio
utilizé un disefio factorial con 2 factores (tiempo de tratamiento y amplitud) y 2
niveles para la produccién de células en un medio de induccién sintético. Los
resultados mostraron que el ultrasonido aplicado a las 12 horas de crecimiento
puede modificar la viabilidad, de 8.82 log UFC/mL en el control a 8.97 log UFC/mL
en el tratamiento de 20% y 5 minutos. Asimismo, la presencia de tampones como
buffer de fosfatos (PBS) permiti6 un aumento notable en la producciéon de acido
lactico de 25 — 26 g/L en ausencia de PBS a 39 — 41 g/L en presencia de PBS,
evidenciando el papel crucial de la capacidad amortiguadora del medio. Aunque la
formacion directa de tagatosa fue limitada, se observaron patrones de consumo de
carbohidratos y actividad metabdlica que confirman el potencial de L. plantarum
para procesos de bioconversion. La inmovilizacion celular facilité la manipulacién y
separacion de la biomasa, ofreciendo ventajas operativas frente al uso de células
libres. En conjunto, el estudio demuestra la viabilidad del uso del permeado suero
lacteo como sustrato economico, asi como el potencial del ultrasonido y la
inmovilizacién celular como herramientas para mejorar procesos fermentativos.

Palabras clave: ultrasonido, suero lacteo, L. plantarum, galactosa



ABSTRACT

Whey, a by-product of cheese production, is a highly polluting residue. This nutrient-
rich by-product is not always utilized in the cheese industry. Strategies have been
proposed to use its components by transforming them into value-added products.
High-intensity ultrasound can enhance reaction efficiency, and immobilization
facilitates product purification. Therefore, the present study evaluated the effect of
ultrasound on the pretreatment of Lactiplantibacillus plantarum cells for the
fermentation of whey and whey permeate, as well as the effect of ultrasound during
fermentation and the immobilization of L. plantarum cells. The study used a factorial
design with two factors (treatment time and amplitude) and two levels for cell
production in a synthetic induction medium. The results showed that ultrasound
applied at 12 hours of growth can modify viability, from 8.82 log CFU/mL in the
control to 8.97 log CFU/mL in the treatment at 20% amplitude for 5 minutes.
Likewise, the presence of buffers such as phosphate-buffered saline (PBS) led to a
notable increase in lactic acid production from 25-26 g/L in the absence of PBS to
39-41 g/L in its presence highlighting the crucial role of the medium’s buffering
capacity. Although direct tagatose formation was limited, patterns of carbohydrate
consumption and metabolic activity confirmed the potential of L. plantarum for
bioconversion processes. Cell immobilization facilitated biomass handling and
separation, offering operational advantages compared to the use of free cells.
Overall, the study demonstrates the feasibility of using whey permeate as an
economical substrate, as well as the potential of ultrasound and cell immobilization
as tools to improve fermentative processes.

Key words: ultrasound, whey, L. plantarum, galactose
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. INTRODUCCION

El suero de leche es un subproducto de la industria lactea que se produce en
grandes volumenes, generando alrededor de 95 millones de toneladas anuales. A
pesar de su alto valor nutricional, gran parte del suero se desecha, contribuyendo a
la contaminacion ambiental debido a su alta carga organica (Panghal et al., 2018;
Tsermoula et al., 2021).

En linea con el desarrollo sostenible y la economia circular, ha habido un creciente
interés en revalorizar los recursos obtenidos en diversos procesos alimentarios. Se
han utilizado diversas tecnologias para convertir este subproducto en una fuente de
componentes valiosos como lactosa, galactosa, lactulosa, entre otros (Buchanan et
al., 2023; Soumati et al., 2023; Andi¢ & Oguz, 2022).

La inmovilizacidon de células es una técnica que consiste en fijar células en una
matriz polimérica que impide su liberacién, pero que es lo suficientemente
permeable para permitir la difusion de sustratos y productos. Esta técnica ofrece
varias ventajas clave. Permite la reutilizacion de bacterias, lo que puede reducir
costos y aumentar la eficiencia del proceso. Ademas, facilita la purificacion del
producto, ya que las células inmovilizadas pueden separarse facilmente del medio
de reaccién. Esto puede simplificar el proceso de purificacidén y reducir su costo.
Finalmente, la inmovilizacion puede aumentar la resistencia de las células a
cambios en el pH, la temperatura y la presencia de solventes en el medio, lo que
puede permitir su uso en condiciones mas desafiantes. Estas ventajas hacen de la
inmovilizacidn una herramienta valiosa en muchos procesos biotecnoldgicos
(Lapponi et al., 2022; Venugopal et al., 2022).

Por su parte el ultrasonido, que se refiere a las ondas sonoras con una frecuencia
superior al limite de audicion humana (mas de 20 kHz), es una tecnologia
emergente con un gran potencial para transformar la industria alimentaria. Esta
tecnologia puede generar cavitaciéon, un fenbmeno fisico que produce efectos
notables en el medio de reaccion y en las enzimas, lo que resulta en un aumento de

la transferencia de masa del exterior al interior de la célula (Zhou et al., 2021).



Sin embargo, la implementacién de la fermentacién asistida por ultrasonido
presenta desafios tecnoldgicos. Es esencial la optimizacién de los parametros del
ultrasonido, como la frecuencia, la potencia y el tiempo de tratamiento, para
maximizar los beneficios sin causar dafo a las células microbianas. Ademas, la
produccion a escala industrial requiere de equipos especializados y de
consideraciones de seguridad para garantizar la consistencia y la calidad del
producto.

A pesar de estos desafios, estudios recientes han documentado el considerable
potencial de esta tecnologia para transformar la industria alimentaria (Umego et al.,
2021; Pawar & Rathod, 2020). Por lo tanto, el ultrasonido representa una
oportunidad para mejorar la eficiencia y la sostenibilidad de los procesos de
fermentacién en la industria alimentaria.

Este proyecto busco aprovechar el suero de leche, un sustrato barato y abundante,
para la produccion de tagatosa, mejorando las reacciones de isomerizaciéon con

herramientas como el ultrasonido y la inmovilizacién de células.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Industria lactea: queso

En el periodo comprendido entre 2013 y 2022, la industria lactea a nivel mundial
experimenté un aumento del 1.3 %, alcanzando una produccion total mundial de
950 millones de toneladas de leche. En México, la produccion reportada en 2024 es
de 13.60 millones de toneladas (en la Figura 1 se muestra la produccion nacional
de leche del periodo 2013 — 2023). El consumo per capita de leche y productos
lacteos es de 118 L a nivel mundial y de 110 L en México (FAO, 2023; SIAP, 2024).

La leche y los productos lacteos para los humanos aportan nutrientes vitales para
su desarrollo; entre ellos contribuye a satisfacer necesidades de Calcio, Magnesio,
Selenio, vitamina B12y Bs (Bylund, 1995). Dentro de los productos lacteos en México
el yogurt posee el primer lugar con una produccion de 1.2 millones de toneladas en
2019, el segundo lugar de derivados lacteos lo tiene el queso con una produccion
de 477 mil toneladas en 2019. Las tres principales variedades de quesos son el
fresco con 89 mil toneladas, el doble crema con 72 mil toneladas y el amarillo con
52 mil toneladas. En la Figura 2 se detallan los porcentajes de produccion de las

principales variedades de queso (SIAP, 2020).

El queso de acuerdo con la NOM-243-SSA1-2010 es un producto elaborado a partir
de cuajada estandarizada y pasteurizada de leche de vaca u de otras especies
animales, obtenida por la coagulacion de la caseina con cuajo, bacterias lacticas,
enzimas adecuadas, acidos organicos comestibles y con o sin tratamiento adicional
mediante calentamiento, secado, prensado, con o sin adicion de -cultivos
maduradores, mohos especiales, sales fundantes entre otros aditivos opcionales
para producir diferentes tipos de queso que pueden ser: frescos, curados o
procesados (Secretaria de Salud, 2010).
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Figura 1. Volumen de la produccion nacional de leche 2013 — 2022 (En millones de
litros). Elaboracion propia con datos del SIAP (2023).

La leche contiene en su mayoria agua (87 % en promedio), se conoce que del 100
% de leche que se procesa, solo un 10 — 15 % se convierte en queso. El resto, es
decir, un 85 — 90 % se convierte en suero lacteo.

Lo que significa una produccién anual de aproximadamente 2.5 millones de
toneladas de suero lacteo producido en 2019 sélo en México, mientras que en el
mundo en 2019 se produjeron aproximadamente 23 millones de toneladas de
queso, lo que significa una produccion mundial de aproximadamente 93 millones de
toneladas de suero lacteo. Esto no incluye el suero proveniente de la produccion de
mantequilla y yogurt griego, del total de suero producido menos de un 50 % es
utilizado o procesado (Tsermoula et al., 2021; OECD, 2019; Panghal et al., 2018).
Sin embargo, los datos sobre el paradero del suero producido en México y en el
mundo son demasiado ambiguos, es por esta razén que en materia de legislacion y
reglamentos actuales y futuros relacionados al procesamiento de suero se centran
en la valorizacion y en ultima instancia su eliminaciéon adecuada (Buchanan et al.,
2023).
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Figura 2. Participacion en la produccion de queso por tipo enero-diciembre 2019.
Tomada de SIAP (2020).

2.2 Prebiéticos

El concepto “prebidtico” fue introducido en el afio 1995, la definicidon dada en ese
momento fue: “un ingrediente alimenticio no digerible que afecta beneficiosamente
al consumidor, debido a que estimula el crecimiento selectivo y/o la actividad de
determinadas bacterias del colon, mejorando la salud del consumidor” (como
ejemplo la inulina, oligosacaridos como los galactooligosacaridos, disacaridos como
la lactulosa y monosacaridos como la tagatosa) (Gibson & Roberfroid, 1995; Erkmen
& Bozoglu, 2016).

La ISAPP (Asociacion Cientifica Internacional para probioticos y prebidticos por sus
siglas en inglés), ha propuesto una definicion consenso de prebiético debido a la
critica de algunas definiciones propuestas desde el nacimiento del concepto. La
definicion que propone la ISAPP de un prebidtico es: “un sustrato que es utilizado
selectivamente por microorganismos del huésped y que confiere un beneficio para
la salud”. Esta nueva definicién no limita los prebidticos a carbohidratos y tampoco

se limita al tracto gastrointestinal (Gibson et al., 2017).



De acuerdo con Erkmen y Bozoglu (2016) las caracteristicas de los prebidticos son:
hidrdlisis y absorcion limitada en el tracto gastrointestinal; estimulacion selectiva del
crecimiento de bacterias benéficas en el tracto intestinal; disminucion del pH;
potencial para inhibir patogenos y limitar sus caracteristicas de virulencia; estimular
la inmunidad de las mucosas; reducir el riesgo de cancer de colon y reducir los
triglicéridos en sangre, asi como mejorar la absorcion de minerales (Calcio,
Magnesio, Hierro y Zinc).

Por otra parte, Roy y Dhaneshwar (2023) describen los multiples mecanismos de
accion de los prebidticos en la enfermedad intestinal inflamatoria. Los mecanismos
descritos son: proliferacion selectiva de bacterias nativas de la microbiota intestinal
e inhibicién del crecimiento de patégenos y aumento de la produccion de acidos
grasos de cadena corta (AGCC) como el acetato, butirato y propionato, los AGCC
aceleran el proceso de regeneracion y cicatrizacion de las células epiteliales
intestinales, estimulan la produccion de mucosa, regulan el pH intestinal, mejoran el
metabolismo, modulan el sistema inmunolégico y promueven acciones
antiinflamatorias. Sin embargo, estos beneficios no son un resultado directo del
consumo de la ingesta de prebidticos, sino de la estimulacion del crecimiento de los

microorganismos probioticos.

2.3 Suero lacteo como sustrato para aditivos de valor agregado

El suero lacteo es un liquido obtenido de la coagulacion de la caseina de la leche,
por la adicion de enzimas coagulantes de origen animal, vegetal o microbiano, o
mediante la adicion de acidos de grado alimenticio, o mediante la coagulacién por
punto isoeléctrico de la caseina; es un desecho derivado de la transformacién de la
leche en queso (Secretaria de Salud, 2010).

La composicién del suero lacteo es 95 % agua, 3.5 % de lactosa, 1 % de minerales
y 0.5 % de proteina, ademas esté presenta una DBO 40 - 60 g/L, esto lo convierte
en uno de los desechos mas contaminantes de la industria lactea si no es tratado o
aprovechado (Rocha & Guerra, 2020; Zandona et al., 2021).
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Existen dos tipos principales de suero de acuerdo con el método utilizado para el
proceso de coagulacion de la leche, estos son: el suero dulce y el suero acido. El
primero es el mas comun y es producido al coagular la leche con renina y sin adicion
de algun agente acidificante. Este suero presenta un pH mayor a 5.6, contiene 46 —
52 g/L de lactosa, 6 — 10 g/L de proteinay 2.5 — 4.7 g/L de cenizas. Por otra parte,
el suero acido es el resultado de la produccion de quesos con cultivos lacticos
acidificantes o aquellos quesos con coagulacion inducida por acidos. Presenta un
pH menor a 5.6, contiene 44 — 46 g/L de lactosa, 6 — 8 g/L de proteinay 4.3 — 7.2
g/L de cenizas (Soumati et al., 2023; Buchanan et al., 2023).

La historia del uso del suero lacteo se remonta al siglo VIl a.C., para la produccion
de quesos de suero como el ricota, mientras que en el siglo V a.C., el médico griego
HipoOcrates recetaba suero lacteo para los trastornos digestivos y mejorar el sistema
inmunoldgico. Es asi como por miles de afos el suero se consideraba
principalmente un desecho de la industria lactea que se vertia en rios y mares; parte
se utilizaba solo como alimento para animales o fertilizante. Solo una pequefa
porcidon se convertia en quesos de suero o se utilizaba en la medicina y cosmética,
pues en la década de 1970 se utilizaba en bafios por sus beneficios antiinflamatorios
y nutritivos a la piel (Bintsis & Papademas, 2023; Panghal et al., 2018).

La eutrofizacién de los cuerpos de agua, asi como la erosion del suelo son los
problemas medioambientales que desencadena la incorporacion del suero lacteo
en efluentes de agua y su uso como fertilizante, respectivamente. Adicionalmente
se ha registrado un aumento en la produccién de suero lacteo; es por esto que el
interés por reutilizar (revalorizar) y tratar este desecho ha aumentado (Buchanan et
al., 2023; Zandona et al., 2021).

Hoy en dia, el suero se considera como un subproducto con diversas aplicaciones
potenciales, Tsermoula et al. (2021) hace una recopilacion de algunos procesos que
pueden realizarse al suero lacteo para convertirlo en productos con mayor valor
agregado. Estos procesos incluyen: la concentracién, para la obtencion de suero en
polvo; la cristalizacién, para obtencion de suero reducido en lactosa; la

desmineralizacion, para la obtencion de suero desmineralizado; y la ultrafiltracion,
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para la obtencion de lactosa y proteina en el permeado y el concentrado,
respectivamente. Asimismo, se hace mencion del rapido crecimiento, en los ultimos
70 afnos, de las tecnologias de aprovechamiento del suero lacteo y, por lo tanto,
también el crecimiento del mercado de los productos de valor agregado obtenidos
de estas tecnologias, llegando a tener en 2019 un valor de mercado de 53, 800

millones de dolares.

2.4.1 Lactosa

La lactosa es el principal carbohidrato de la leche por esto es la principal fuente de
energia 4 kcal/g. En la naturaleza solo se puede encontrar en la leche y su contenido
es inversamente proporcional a la proteina y grasa y varia dependiendo de la
especie de mamifero. Es un disacarido conformado de glucosa y galactosa unidos
por un enlace glicosidico B (1->4), es un azucar reductor y al ser hidrolizado por
efecto de la B -Galactosidasa (lactasa) produce los monémeros de D-glucosa y D-
galactosa (Figura 3) (Dominici et al., 2022; Andi¢ & Oguz, 2022).

CH, OH CH,OH CH,OH CH,OH
OH 0O O OH OH OH
B-Galactosidasa oqH ©
OH 0— OH ~ (oH 4 OH
OH OH OH OH " on
Lactosa D-Galactosa D-Glucosa

Figura 3. Hidrdlisis de la lactosa mediada por la B-Galactosidasa. Elaboracién
propia con informacién tomada de Guerrero y lllanes (2016).

Durante la produccion de queso el 90 % del contenido de lactosa de la leche se va
al suero (Figura 4). Es por esto que se ha utilizado para producir compuestos de

valor agregado como: galactooligosacaridos, lactulosa, lactosacarosa, acido
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polilactico y acido lactico, epilactosa, acido lactobidnico y lactitol, asi como para
producir bioetanol, aprovechando este compuesto que se encuentra en gran
proporcion en este subproducto agroindustrial (Andi¢ & Oguz, 2022; Misselwitz
et al., 2019; Xiao et al., 2019).

Algunos de los compuestos obtenidos a partir de la lactosa se ha reportado su efecto
prebidtico como en el caso de los galactooligosacaridos, lactulosa, lactosacarosa,
lactitol, acido lactobidnico, epilactosa y tagatosa (Guerrero & lllanes, 2016; Zhang
et al., 2020).

Lactosa
74%
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93,5% ’
Grasa
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Figura 4. Representacion grafica de la composicion quimica del suero lacteo.
Traducida de Tsermoula et al. (2021).

2.4.2 Galactosa

La galactosa es un azucar reductor, especificamente una aldohexosa
(monosacarido de seis carbonos con un grupo aldehido), que se encuentra
frecuentemente asociada con la glucosa en el disacarido de lactosa que se
encuentra en la leche, pero no es su unica fuente en la naturaleza, pues esta se
puede encontrar en gran cantidad en macroalgas y plantas (Santos et al., 2012)

Este carbohidrato es un importante metabolito celular y es uno de los mas
abundantes en la dieta de los humanos, puede encontrarse en la dieta diaria
principalmente en la leche en forma de lactosa y en menores cantidades en
cereales, frutas, vegetales y miel. La galactosa es un carbohidrato interesante para
aplicaciones biotecnoldgicas y farmacéuticas, debido a su estructura y solubilidad,

entre otras cualidades (Conte et al., 2021).
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De acuerdo con Chen et al. (2021) en el area biotecnoldgica la galactosa es util
como materia prima para producir biocombustibles o edulcorantes bajos en calorias
como el galactitol y la tagatosa. Nguyen et al. (2016) evaluaron levaduras adaptadas
a la galactosa para la produccién de bioetanol a partir de biomasa de algas, la
maxima concentracion de etanol que obtuvieron fue de 15.8 g/L utilizando
Saccharomyces cerevisiae.

Jagtap et al. (2019) exploraron la produccion de galactitol a partir de galactosa con
la levadura Rhodosporidium tuloroides, obteniendo una concentracion maxima de
8.410.8 g/L partiendo de 40 g/L de galactosa. Patel et al. (2016) investigaron la
produccion de tagatosa a partir de galactosa usando fosfoglucosa isomerasa de
Pseudomonas aeruginosa, obtuvieron las condiciones éptimas de temperatura (60
°C)y pH 7 para la maxima actividad de isomerizacion de esta enzima y una maxima
produccion de 567.57 uM de tagatosa partiendo de 1000 mM de galactosa despueés
de 180 min.

2.4.3 Tagatosa

La D-Tagatosa es una cetohexosa natural, “clasificada como azucar raro” debido a
que se encuentra en pocas proporciones en la naturaleza. Es un isémero de la D-
galactosa y se encuentra naturalmente en algunos alimentos, como: leche en polvo,
chocolates con leche, algunos quesos y yogures entre otros. Dentro de sus
caracteristicas fisicoquimicas (en el Cuadro 1 se detallan las propiedades de la
tagatosa) destaca que es un azucar reductor y por lo tanto puede propiciar la
reaccion de Maillard, su temperatura de fusion es de 134 °C, es estable en pH 2 —
7'y su solubilidad es 58 % (p/p) (Oh, 2007).

Este “azucar raro” ha tenido diferentes aplicaciones a nivel farmacéutico y
alimentario. Especificamente en el area de los alimentos se considera un azucar

funcional debido a sus propiedades similares a la sacarosa (azucar de mesa), como

14



la textura, dulzor relativo (92 %), perfil de dulzor, pardeamiento por reaccion de
Maillard, su valor caldrico (1.5 kcal/g). Presenta la particularidad de que su
metabolismo no es completo pues se absorbe aproximadamente sélo 20 - 25 % y el
porcentaje restante se fermenta en el colon (Levin, 2002). Ademas, la FDA lo ha
categorizado en la lista de sustancias generalmente reconocidas como seguras
(GRAS por sus siglas en inglés) y su uso en productos alimenticios es aceptado en
varios paises, incluyendo la Union Europea, Australia, Nueva Zelanda, Sudafrica y
Corea del Sur (Roy et al., 2018). Sin embargo, en México debido al desconocimiento
de este novedoso azucar funcional las regulaciones son nulas, pues no Figura en
ninguna Norma Oficial Mexicana. Su uso en productos va desde: galletas, pasteles,
cereales, bebidas dietéticas o sin azucar, helados, dulces, chicles sin azucar,

chocolates y otros productos (Oh, 2007).

De acuerdo con Miao et al. (2023) se han evaluado algunos beneficios de la
tagatosa como lo son: pérdida de peso en personas con diabetes tipo 2, control
glicémico, factor de regulacién sanguinea, anti-caries, anti-envejecimiento y
propiedades prebidticas. Por ejemplo, Son et al. (2019) evaluaron el efecto
prebidtico de la tagatosa en conjunto con el probiodtico Lactobacillus rhamnosus GG
(LGG), en un modelo murino de colitis inducida con sulfato de sodio dextrano (DSS).
A los ratones se les dieron dosis de tagatosa (25 mg) en conjunto con el probiotico
LGG (10° UFC/mL) cada dos dias por 3 semanas y observaron una recuperacion en
la microbiota intestinal, pues se aumentaron los niveles de bacterias benéficas como
Bacteroides y Lactobacilli. Por otra parte, observaron la disminucion de expresion
de citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-10 y TNF-a, lo que sugiere una
disminucién de la respuesta de inflamacion.

La tagatosa es un edulcorante emergente bajo en calorias con potencial para
sustituir a la sacarosa, pues proporciona propiedades tecnolégicas y funcionales a
los productos que la contienen, no afecta su sabor, textura, disminuye las calorias.
En pocas palabras puede beneficiar a la salud sin cambiar el sabor del producto.

Sin embargo, debido a la baja presencia de este azucar raro en la naturaleza su
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extraccion directa a gran escala es practicamente imposible, por lo cual los métodos
para su produccion incluyen métodos quimicos y biolégicos, siendo los métodos
quimicos poco viables debido a su bajo rendimiento y/o impactos al medio ambiente.
Los métodos bioldgicos son mas utilizados debido a su bajo impacto al medio
ambiente, genera pocos subproductos y su purificacién es facil. Para el caso del
método quimico se parte de D-galactosa como sustrato, mientras que para los
meétodos biolégicos se puede partir de D-fructosa o D-galactosa dependiendo de la

o las enzimas que se utilicen para la conversion (Miao et al., 2023).

OH OH OH  OH

D-Galactosa D-Tagatosa

Figura 5. Isomerizacion de D-Galactosa en D-Tagatosa mediada por la enzima L-

arabinosa isomerasa. Elaboracion propia con informacién de Miao et al. (2023).

Dentro de la produccién a partir de galactosa destaca la produccion con la enzima
L-arabinosa isomerasa (Figura 5) la cual es especifica para L-arabinosa, sin
embargo, presenta actividad también por la D-galactosa debido a la similitud entre
estas, ya que solo difieren en la falta de un carbono en la cadena, como se muestra
en la Figura 6. Las desventajas de este método de produccion son una baja
especificidad hacia la galactosa y requerimiento de iones (manganeso y calcio), sin
embargo, las ventajas son que se pueden utilizar fuentes de sustrato econdémicas

como el suero lacteo rico en lactosa y algunas algas, esto le convierte en una buena
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opcion de investigacion y desarrollo para la produccion de tagatosa a bajos costos
(Salonen et al., 2012).

OH OH

H OH

O

OH OH
D-Galactosa L-Arabinosa

Figura 6. Comparacion de la D-Galactosa con la L-Arabinosa. Elaboracion propia
con informacién de Miao et al. (2023).

Se han reportado varios microorganismos con la capacidad de producir L-arabinosa
isomerasa, no obstante, las bacterias acido lacticas (BAL) se han reconocido como
una fuente de la L-arabinosa isomerasa segura debido a su reputacibn como
microorganismos GRAS. Algunas bacterias de este grupo capaces de producir la L-
arabinosa isomerasa son: L. gayonii, L. plantarum, L. fermentum, L. bifermentans,
L. reuteri, L sakeiy aunque no es BAL el Bifidobacterium longum (Patra et al., 2009;
Guerrero & lllanes, 2016).

Cuadro 1. Propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de la tagatosa. Elaborada
con informacion de Levin (2002) y Roy et al. (2018).

Propiedad Valor / Comentario
Nombre comun D-Tagatosa, Tagatosa
Sinénimos 1, D-tagatopiranosa, D-Lio-hexulosa, D-tagatopirandsido
Foérmula molecular CsH120s
Familia quimica Carbohidrato; monosacarido, cetohexosa
Categoria Azulcar raro
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Peso molecular

Forma fisica
Temperatura de
fusién
Solubilidad en agua

Rango de
estabilidad de pH

Dulzor relativo
Perfil de dulzor
Efecto refrescante
Valor caldrico

Cariogenicidad

Potenciador del
sabor
Beneficios a la
salud

Metabolismo

Reacciones de
Maillard

Estado regulatorio

180.16
Salido cristalino anhidro blanco
134 °C
160g/100mL a 20 °C
2-7

92 %

Emula la sacarosa, pero con un inicio mas rapido como la
fructosa

Ninguno
1.5 kcallg
Ninguno

Sinergia con edulcorantes de alta intensidad

Bajo en calorias, prebidtico, bajo indice glucémico, apto
para diabéticos.

Absorcidon ~25 % efecto laxante en altas dosis
Marrén como la sacarosa

Generalmente reconocido como seguro (GRAS)

2.5 Lactiplantibacillus plantarum

L. plantarum es una bacteria Gram-positiva, perteneciente al grupo de las bacterias
acido lacticas (en el Cuadro 2 se detalla su clasificacion taxondmica). Esta bacteria
tiene forma de bastén, sus dimensiones aproximadas son 0.9 - 1.2 ym de longitud,
se agrupa en cadenas cortas. Debido a su metabolismo se clasifica como
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heterofermentativa y anaerobia facultativa, pues metaboliza las hexosas en acido
lactico y las pentosas en acido lactico y acido acético (heterofermentacion).

Se le considera ubicua, pues se ha encontrado en plantas, insectos, carne, vino,
tracto gastrointestinal y fluidos animales incluyendo a los humanos, ademas de ser
a menudo la especie dominante en chucrut, encurtidos, masa madre, las aceitunas
y el kimchi. (Liu et al., 2018; Todorov & De Melo Franco, 2010).

Dentro de los lactobacilos esta bacteria es una de las especies mas estudiada y
utilizada en la industria de alimentos como probidtico o como iniciador. La FDA
incluye a esta bacteria en la lista de microorganismos GRAS y la EFSA (European
Food Safety Authority) la considera con estado de presuncion de seguridad (QPS).
La mayoria de los estudios respaldan la inocuidad de L. plantarum. Exiten pequefas
excepciones como Cannon et al. (2005) que reportan infecciones en humanos en
las que se implica L. plantarum y otras especies de lactobacilos, sin embargo, esto
debe ser acatado a pacientes inmunocomprometidos pues son susceptibles a

infecciones oportunistas (Seddik et al., 2017).

Cuadro 2. Clasificacion taxonémica de L. plantarum, elaborada con informacion de
Qiao et al. (2022).

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Lactobacillales
Familia Lactobacillaceae
Género Lactiplantibacillus
Especie L. plantarum

Se ha secuenciado el genoma de varias cepas como L. plantarum WCFS1, L.
plantarum ST-Ill, L. plantarum P-8, L. plantarum JDM1, ATCC 14917 entre otras.
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Los datos de secuenciacion han revelado que esta bacteria es auxétrofa para varios
aminoacidos y vitaminas. Ademas, se conoce que en promedio el tamafno del
genoma de esta especie es de 3.2 millones de bases, y puede no tener plasmidos
0 hasta un maximo de 3 plasmidos como es el caso de la cepa WCFS1. Ademas,
se ha reportado que esta bacteria presenta casetes relacionados al metabolismo de
carbohidratos y éstos pueden ser modificados de acuerdo con las necesidades de
la produccion, esto hace que se considere a L. plantarum como buen candidato para

ingenieria metabdlica (Siezen & Van Hylckama Vlieg, 2011; Behera et al., 2018).

2.5.1 L. plantarum en la produccion de tagatosa

Se ha reportado la produccién de acido lactico a partir de L-arabinosa en algunas
cepas de L. plantarum, para esta metabolizacidn se requiere de la ruta de las
pentosas fosfato, ya que produce D-Ribulosa-5P a partir de la L-arabinosa (Todorov
& De Melo Franco, 2010). Gracias a esta informacion se puede prever que L.
plantarum presente el operon ara (L-arabinosa) y dentro de este operon se
encuentra el gen araA responsable de la expresion de la L-arabinosa isomerasa
(NCBI, 2023).

Jayamuthunagai et al. (2017) reportaron la produccion de D-tagatosa utilizando
permeado de suero con células de L. plantarum permeabilizadas e inmovilizadas,
obtuvieron un porcentaje de isomerizacion maxima de 33 % y 38 % con células no
tratadas y con células permeabilizadas respectivamente. Las condiciones de la
fermentacion fueron 37 °C con pH 7 y una concentracion inicial de Mn*2 de 5 mM
(cofactor de L-isomerasa) incubado por 48 horas y se sugiere el uso de borato para
cambiar el equilibrio de reaccion y asi poder obtener rendimientos mas altos;
considerando que la comercializacion de D-tagatosa exige altos rendimientos para
reducir sus costos y poder dar abasto a la demanda.

Por otra parte, Sun et al. (2020) optimizaron las condiciones de fermentacion para
la produccion de L-arabinosa isomerasa de L. plantarum WU14, reportaron que la

mejor relacion de volumen células, D-galactosa y borato fue 5:1:2 respectivamente,
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ademas reportaron una concentracion final maxima de 58 g/L de tagatosa con las

relaciones anteriormente mencionadas, tras 24 horas a 37 ° Cy pH 6.5.

2.6 Inmovilizacion de células

La inmovilizacion de microorganismos ha sido usada desde los finales de los afos
60, y esta consiste en fijar células en una matriz polimérica que no permite su
liberacio, pero es suficientemente permeable por lo que permite la difusion de
sustratos y productos. Ademas, esta técnica permite la reutilizacion de bacterias, el
aumento de resistencia a cambios de pH, temperatura y/o solventes en el medio y
una facil recuperacion de las células para disminuir tiempos y costos de la
purificacion de productos. Estas ventajas han propiciado su uso en procesos
biotecnoldgicos de distintas areas como la industria alimentaria, la farmacéutica,
biorremediacion, biosensores y sintesis de productos de valor agregado (Lapponi
et al., 2022; Venugopal et al., 2022).

Las matrices mas utilizadas para la inmovilizacion en la industria de alimentos son
el quitosano, acido hialurénico, quitina, celulosa, agarosa y alginato. La seleccién
de la matriz a utilizar en la inmovilizacion es de gran importancia para que la técnica
de inmovilizacidon sea efectiva. Sin embargo, el alginato es definitivamente el
polimero mas utilizado en dicha técnica debido a sus costo, biocompatibilidad,
biodegradabilidad y facilidad de manipulacion (Sanchez et al., 2013).

Una desventaja de esta matriz es su baja resistencia mecanica debido su alta
capacidad de unién al agua, para reducir dicho problema se ha mejorado la matriz
al combinar el alginato con alcohol polivinilico el cual disminuye la capacidad de
union al agua del alginato (Radosavljevic et al. (2019).

Algunos factores importantes para lograr maximos beneficios son el tamano de las
esferas, el tamano de poro de estas, la capacidad retencion de las células, entre
otros. Lee etal. (2020) analizaron el efecto del tamano de las esferas en la

inmovilizacién de Chlorella vulgaris y Chamydomonas reinhardtii para el tratamiento
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de aguas residuales, obtuvieron que el mejor diametro de perlas para la reduccion

de materia organica fue de 3.5 mm para ambas especies.

2.7 Ultrasonido

El concepto de “ultrasonido” se refiere a las ondas sonoras cuya frecuencia supera
el limite de audiciéon humana, es decir, mas de 20 kHz. Estas ondas, al propagarse
a través de un medio, generan compresiones y descompresiones en las particulas
del medio, lo que resulta en una gran cantidad de energia debido a la turbulencia y
al incremento en la transferencia de masa. En la industria alimentaria, el ultrasonido
se clasifica en dos categorias segun su intensidad y frecuencia: ultrasonido de baja
y alta intensidad (Zhou et al., 2021).

Las ondas ultrasonicas de baja intensidad y alta frecuencia son las que tienen una
frecuencia superior a 100 kHz y una intensidad inferior a 1 W/cm2. Se utilizan
principalmente para el analisis no destructivo y el control de calidad de los alimentos
durante su procesamiento y almacenamiento, asi como para regular la calidad de
las frutas y verduras en las operaciones antes y después de la cosecha.

Por otro lado, las ondas ultrasénicas de alta intensidad y baja frecuencia tienen
efectos significativos sobre las propiedades fisicas, bioquimicas y mecanicas de los
alimentos. Estas ondas tienen una frecuencia entre 20 y 100 kHz y una intensidad
en el rango de 10 a 1000 W/cm?. Se utilizan para emulsionar, desespumar, regular
microestructuras y modificar la textura de productos grasos, la cristalizacion y las
propiedades funcionales de las proteinas. Ademas, se aplican en diversas
operaciones unitarias como la congelacion, el secado, el ablandamiento y la
concentracion.

La cavitacion acustica es un efecto caracteristico del ultrasonido de alta intensidad,
se produce por la formacion, crecimiento y colapso de grandes burbujas que liberan
una gran cantidad de energia (Zhang et al., 2023; Bhargava et al., 2021).
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2.7.1 Fermentaciones asistidas con ultrasonido

Las fermentaciones son procesos biolégicos utilizados para la produccién de
moléculas y alimentos con caracteristicas y sabores especificos, mediante el uso
de bacterias, hongos o levaduras. Sin embargo, el crecimiento de estos organismos,
que es fundamental para las fermentaciones, esta limitado por las tasas de
transferencia de masa. Se han explorado diversas estrategias para aumentar estas
tasas, como el uso de microorganismos genéticamente modificados (OGM) vy la
implementacion de procesos de fermentacion en lote continuo o alimentado.
Recientemente, la aplicacion de ultrasonido de baja frecuencia ha surgido como una
alternativa prometedora para acelerar el crecimiento de los microorganismos, ya
que puede aumentar la tasa de transferencia de masay la permeabilidad de la pared
celular. Este fendbmeno puede atribuirse a varios factores, como la cavitacion
acustica, la formacién de radicales libres, las intensas microturbulencias que
homogenizan el medio y la formacion de poros en la membrana.

No obstante, la implementacion de la fermentacion asistida por ultrasonido presenta
desafios tecnoldgicos. La optimizacion de los parametros del ultrasonido, como la
frecuencia, la potencia y el tiempo de tratamiento, es esencial para maximizar los
beneficios sin causar dafo a las células microbianas. Ademas, la produccion a
escala industrial requiere de equipos especializados y de consideraciones de
seguridad para garantizar la consistencia y la calidad del producto. A pesar de estos
desafios, el potencial de esta tecnologia para transformar la industria alimentaria es
considerable, como se ha documentado en algunos estudios (Umego et al., 2021;
Pawar & Rathod, 2020).

Shokri et al. (2021) utilizaron ultrasonido para asistir la fermentacion de L. brevis 'y
estudiar los cambios en el metabolismo, asi como la actividad probiética del mismo,
las condiciones del tratamiento ultrasénico fueron 23 kHz, 10 ym de amplitud por 3
y 5 min. Observaron un aumento de 1 log UFC/mL en los recuentos de células
viables de L. brevis, aumento de 58 — 82 % en la tasa de crecimiento especifico y

16 — 36 % de aumento en la permeabilidad de la membrana celular. Ademas de un

23



pH 0.5 mas bajo, aumento de 36 % en la hidrdlisis de proteinas y un aumento de 31
% en el rendimiento de la produccién de acido y-aminobutirico (GABA). Por otra
parte, una mayor amplitud de 15 um resulté en una mayor letalidad para L. brevis
puesto que se observo indirectamente una menor actividad metabdlica, al reducirse
el rendimiento de la produccion de GABA en 30 — 36 %.

Behzadnia et al. (2020) estudiaron el uso de un tratamiento ultrasénico tipo bafio en
la produccién de biosurfactantes por L. plantarum ATCC 8014, la frecuencia fue de
25 kHz y una potencia de 7.4 W durante 30 min en diferentes etapas del proceso de
fermentacién. Comprobaron que el mejor tratamiento fue una sola sonicacién a las
12 horas de fermentacion, pues las sonicaciones multiples no tuvieron mejora ni una
diferencia significativa y ademas al ser mayor numero de aplicaciones no resulta
econdmicamente viable. Observaron un aumento de 30 % en la produccion de
biomasa y de biosurfactante, lo cual se podria explicar debido al aumento de la
permeabilidad de la membrana confirmada por microscopia electronica de
transmision (TEM).

Gholamhosseinpour y Hashemi (2018) utilizaron ultrasonido con una frecuencia de
30 kHz, potencia de 100 W y amplitud de 25 % por 5, 10 y 15 min en la fermentacion
de leche con L. plantarum AF1, observaron un aumento de 88 — 94 % en la
permeabilidad de la membrana celular con el tratamiento ultrasénico, un aumento
del 26 % en el conteo de células viables a las 16 h, un aumento en el consumo de
lactosa de 62 %, e incremento de 146 % y 137 % en la concentracion de glucosa 'y
galactosa. Por lo cual se puede deducir un aumento en la actividad metabdlica

resultado del aumento de la permeabilidad de la membrana celular.
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JUSTIFICACION

Cada afio se generan mas de 950 millones de toneladas de leche a nivel global, de
las cuales una gran proporcion se destina a la fabricacion de queso. Sélo entre el
10y el 15 % de esa leche se convierte en el producto final, mientras que el resto se
transforma en suero. Este subproducto, que se genera en grandes cantidades, se
desecha en su mayoria y es considerado un contaminante debido a su alto
contenido de materia organica; lo que resulta en una alta demanda de oxigeno tanto
biolégica como quimica. Se estima que la produccion anual de suero en todo el
mundo es de 93 millones de toneladas, que contienen alrededor de 1.5 y 8.6
millones de toneladas de proteinas y lactosa, respectivamente. A pesar del
crecimiento anual en la produccion de suero, menos de la mitad se reutiliza, lo que
indica que una gran cantidad de nutrientes lacteos no se aprovecha de manera
eficiente, lo que puede tener implicaciones serias para la sostenibilidad. Por lo tanto,
es esencial encontrar métodos rentables y sostenibles para utilizar el suero y
promover el desarrollo sostenible. Se requiere considerar la valorizacién del suero
a través de diversas tecnologias y productos para aprovechar eficientemente los
nutrientes valiosos que contiene y minimizar su impacto ambiental.

Es importante destacar que el suero de leche es una fuente rica en nutrientes,
incluyendo lactosa, proteinas, vitaminas y minerales. La lactosa, siendo el
componente de mayor concentracion, ha llevado al desarrollo de tecnologias para
su aprovechamiento, generando productos como lactulosa, lactitol,
galactooligosacaridos, lactosacarosa, acido lactobidnico, epilactosa y tagatosa,
entre otros.

Desafortunadamente, las reacciones quimicas para la obtencion de tagatosa tienen
un alto impacto medioambiental. Por ello, se han explorado métodos biolégicos para
la produccion de tagatosa, los cuales son mas respetuosos con el medio ambiente
y las condiciones de reaccidn son menos extremas. Aunque estos meétodos
presentan un menor rendimiento, se estan realizando esfuerzos para mejorarlo

mediante el uso de organismos genéticamente modificados, aporte de iones, uso
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de borato como secuestrador del producto, e inmovilizacion y permeabilizacion de
la membrana celular con detergentes.

Por otra parte, se ha reportado el uso de ultrasonido de alta intensidad en
fermentaciones para aumentar la produccion de biomasa y de metabolitos de
interés. Se ha demostrado que el tratamiento ultrasénico mejora la transferencia de
masa al homogeneizar el medio y aumentar la permeabilidad de la membrana

celular.
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IV. OBJETIVOS

4.1 General:

Evaluar el efecto del ultrasonido en la fermentacion de suero lacteo y permeado

de suero con L. plantarum inmovilizado y libre.

4.2 Especificos:

e Evaluar la fermentacion de células de L. plantarum libres e inmovilizadas en
medio sintético

e Evaluar un pretratamiento de ultrasonido de alta intensidad en la produccién de
células de L. plantarum en medio sintético.

e Evaluar el rendimiento de acido lactico usando ultrasonido de alta intensidad
en la fermentacion con células de L. plantarum libres e inmovilizadas a partir

de suero lacteo y permeado de suero lacteo.

27



V.

MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales
Se utilizé una cepa de L. plantarum aislada de un suplemento alimenticio, el suero

lacteo se obtuvo de la produccién de queso panela realizado en la planta piloto de
lacteos de la Universidad Autonoma de Querétaro utilizando leche entera de la
marca Alpura. Se utilizé 3-galactosidasa de Kluyveromyces lactis (Lactozyme 2600L
de Sigma Aldrich), estandares de lactosa, glucosa, galactosa, tagatosa (Sigma

Aldrich), acido clorhidrico y acido sulfurico (J.T. Baker).

5.2 Métodos

5.21 Efecto de la composicién del medio de induccion

Para la seleccion de la composicion del medio de induccidén se siguio el disefio
experimental descrito en el Cuadro 3, en el cual se utilizaron 4 concentraciones de
glucosa y 2 concentraciones de arabinosa. Se inocularon los medios con L.
plantarum y se incubaron a una temperatura de 37° C por 24 h. Para las siguientes

etapas se utiliz6 el tratamiento 8.

Cuadro 3. Diseno experimental de los medios de induccién evaluados.

Factores
Glucosa Arabinosa
0.2% 0.25%
_ 0.5% 0.5%
Concentraciones
1%
2%
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5.2.2 Efecto de la composicion del medio sintético en el perfil de
fermentacion de L. plantarum

Para la seleccion de la composicion del medio sintético se siguid el disefio
experimental descrito en el Cuadro 3, en el cual se variaron 3 factores en 2 niveles,
los factores fueron concentracion de manganeso, acido boérico y buffer de fosfatos.
Se inocularon los medios con L. plantarum y se incubaron a una temperatura de 37°
C por 24 h. Para las siguientes tapas se utilizo el tratamiento 7.

Cuadro 4. Disefio experimental de la composicion de los medios sintéticos
evaluados.

Tratamientos
Factores 1 2 3 4 5 6 7 8
Mn (%) 0.005 | 0.15 | 0.005 | 0.15 | 0.005 | 0.15 | 0.005 | 0.15
H3sBOs (%) 0 0 |0.027 | 0.027 0 0 0.027 | 0.027
PBS (mM) 0 0 0 0 200 | 200 200 200
5.2.3 Produccion de las células cataliticas de L. plantarum utilizando
ultrasonido

La cepa de L. plantarum se activé en 5 mL de medio MRS y se incubd a 37 °C para
su desarrollo, se realizaron al menos dos subcultivos y posteriormente se inocularon
en caldo MRS suplementado con L- arabinosa 0.25 %, pH 6.5, 250 mL y se
incubaron a una temperatura de 37° C por 24 h. A las 12 horas de fermentacion,
seaplicaron los tratamientos de ultrasonido con un sonicador de sonda (Cole
Parmer, Instruments Company, EUA) con una potencia de 500 W, una frecuencia
de 20 kHz y una sonda de titanio con diametro de 13 mm. Se incluyd un control que
consistié en la suspension de células sin aplicacién de tratamiento ultrasénico. Se

aplico un disefio factorial completo con los factores presentados en Cuadro 5.
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Cuadro 5. Factores y niveles del disefio experimental de la produccién de células
de L. plantarum.

Factores

Niveles Tiempo de Ultrasonido
tratamiento (min) (% amplitud)

-1 5 20
1 15 40
524 Evaluacion de la viabilidad celular de L. plantarum

Se concentraron 25 mL de las células tratadas con los diferentes tratamientos de
ultrasonido por 10 minutos a 4000 g, se retir6 el sobrenadante y se resuspendio en
2 mL de NaCl al 0.85%. Para el caso del tratamiento de ultrasonido control se colocd
1 mL de la suspension anterior en 20 mL de NaCl al 0.85% y 1 mL en 20 mL de
alcohol isopropilico al 70% (control positivo y control negativo respectivamente).
Para los tratamientos de ultrasonido se siguié solo el procedimiento de control

positivo.

Se incubaron todas las muestras a temperatura ambiente por 1h mezclando cada
15 minutos y se centrifugaron por 10 minutos a 4000 g, posteriormente se
resuspendieron los pellets en 20 mL de NaCl al 0.85% y se centrifugé nuevamente
por 10 minutos a 4000 g, para resuspender finalmente en 10 mL de NaCl 0.85%, se

determiné la ODsoo en cubeta de cuarzo de 1 cm.

Se tifid 1 mL de suspensién bacteriana con 3 pyL de la mezcla de colorantes (1:1)

del kit de Invitrogen™ LIVE/DEAD™ BacLight™, se homogeneizd e incubd a
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temperatura ambiente y en oscuridad por 15 minutos, se tomaron 5 uL de la
suspension bacteriana tefiida y se coloco en portaobjetos y se cubrié para observar

en el microscopio confocal.

Para las siguientes etapas se utilizé el tratamiento de ultrasonido de 20% de

amplitud y 15 minutos.

5.25 Fermentacién del medio definido por L. plantarum

Se inoculé una concentracion final de 3 % v/v de células al medio de fermentacion
definido con: lactosa 1%, glucosa 2 %, galactosa 2 %, extracto de levadura 0.5 %,
peptona de soya 1 %, peptona de carne 1 %, acetato de sodio anhidro 0.5 %, MgSOa4
0.02 %, MnSO4 0.005%, K2HPO4 0.2 % y pH 6.5, se incubd a 37 °C por 24h. Se
tomaron muestras a las 0, 12, 24 y 48 horas de fermentacion para cuantificar la
cantidad de cetosas por UV-Vis y la identificacion y cuantificacion de carbohidratos
con HPLC.

5.2.6 Cuantificacion de carbohidratos con HPLC

Los productos resultantes de la fermentacién con células producidas, se determiné
mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC). Las muestras
recolectadas se diluyeron en agua grado HPLC hasta alcanzar una concentracion
de 0.5 g/L, se filtraron con un filtro de 0.45 um de poro y se analizaron en un sistema
de Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluciéon (HPLC) conectado a un detector
de indice de refraccion con una columna Hi-Plex Ca (Duo) y agua grado HPLC
previamente desgasificada y filtrada como fase mavil. Las condiciones de analisis
fueron: temperatura de columna = 80 °C, flujo = 0.2 mL/min, volumen de inyeccion
=10 uL y tiempo de corrida = 40 min. Los datos obtenidos se procesaron utilizando

el software HP ChemsStation. Se utilizaron curvas de -calibracion utilizando
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estandares (lactosa, glucosa, galactosa, tagatosa y acido lactico) en cinco
concentraciones (0.125, 0.25, 0.50, 0.75y 1 g/L).

5.2.7 Obtencion del suero lacteo

Se produjo queso panela en la planta piloto de lacteos de la Facultad de Quimica.
Se partié de leche pasteurizada comercial (Alpura), inicialmente se elevo la
temperatura de la leche pasteurizada a 37 °C. Luego, se anadié cuajo microbiano y
cloruro de calcio (CaClz) de grado alimenticio en una proporcion de 1 mLy 2 g
respectivamente por cada 10 L de leche. Esta mezcla se dejoé en reposo durante 45
min. Una vez transcurrido el tiempo de reposo, se cortd la cuajada en cubos de
aproximadamente 1 cm desuerando durante 5 min. Posteriormente, para facilitar el
desuerado, se incrementé gradualmente la temperatura durante 30 min hasta
alcanzar los 40 °C, manteniendo una agitacion constante. Al final de este proceso,

se extrajo el suero dulce con un filtro de tela.

5.2.8 Ultrafiltracion

El suero se sometio a ultrafiltracion utilizando una unidad de ultrafiltracion tangencial
por membranas en placa marca (Sterlitech) equipada con una membrana (PES -
polietersulfona, con un tamafio de poro de 10 kDa) y operando a una presion inferior
a 2 bar. La corriente del concentrado se recirculé al depdsito de alimentacion,

mientras que la corriente del permeado se recogid en un recipiente separado.

5.2.9 Hidrolisis de la lactosa

El sueroy el permeado de suero se incubd a 30 °C, pH 7.3 por 2 horas en presencia
de una B-galactosidasa de K. lactis (Lactozyme, Sigma Aldrich) para llevar a cabo

la hidrodlisis de la lactosa.
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5.2.10 Inmovilizacién de las células

Las células de L. plantarum se les aplicé el tratamiento de ultrasonido seleccionado
en la etapa anterior (5.2.3) y se sometieron a inmovilizacion. Para ello, se mezclaron
las células (4 % p/v) con una solucién de alginato de sodio al 2 % y se dejo caer
(desde una altura de 20 cm) sobre una solucion de cloruro de calcio 0.2 M helado
con agitacion continua. Finalmente, formadas se dejaron reposar sobre el cloruro
de calcio durante al menos 3 horas a 25 °C. Finalmente las perlas se lavaron con
agua destilada y solucion amortiguadora de fosfato 50 mM y se almacenaron en

suspension en solucién amortiguadora de fosfato a 4° C.

5.2.11 Fermentacién del suero y permeado de suero hidrolizado con L.

plantarum inmovilizado y libre.

Se inocul6 suero y permeado en una concentracion final de 3 % de células
inmovilizadas y libres, se ajusté pH a 6.5, y se incubo por 48 h. Se tomaron muestras
alas 0, 12, 24 y 48 horas de fermentacion para cuantificar los carbohidratos por

HPLC de acuerdo con la seccion 5.2.6.
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VL.

RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Efecto de la concentracion de glucosa y arabinosa en el medio de
induccion en la fermentacién de medio sintético utilizando L.
plantarum

Se presenta en la Figura 7, la concentracién de los compuestos evaluados en el
medio sintético a lo largo de las 24 horas de fermentacion de L. plantarum en medio
de composicion definida, evaluando ocho tratamientos del medio de induccion que
variaron la concentracién de glucosa (0.2, 0.5, 1y 2 %) y arabinosa (0.25y 0.5 %)
mostrados en el Cuadro 3. En general, los perfiles resultaron muy similares entre
tratamientos y el efecto mas marcado se observd en funcion del tiempo de
fermentacion.

Como puede observarse la concentracion inicial de lactosa fue de 10.53 + 0.005
g/L, glucosa 16.44 + 0.02 g/L, galactosa 22.15 + 0.073 g/L, y el acido lactico no
estaba presente en medio. A las 12 horas de fermentacion no se encuentran
diferencias significativas en la concentracion de compuestos analizados mostrando
una marcada reduccidn en la concentracion de glucosa encontrando
concentraciones alrededor de los 3.5 g/L y también una ligera reducciéon de
galactosa alcanzando valores de 18.56 g/L en la fermentacién que se realiz6
utilizando el tratamiento 7 como medio de induccion. Asi mismo se muestra la
marcada producciéon de acido lactico alcanzando concentraciones de 12.80 g/L.
Después de 24 horas de fermentacion, la concentracion de lactosa no muestra
cambios con respecto a la inicial, y la concentracion de glucosa y galactosa no
muestran diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05); sin embargo
continua una marcada reduccion en la concentracion de glucosa hasta consumirla
totalmente. La concentracion de acido lactico muestra diferentes respuestas con
respecto a los tratamientos de medio de induccion alcanzando las concentraciones

mas altas de 15.95 + 0.68 g/L con la inducciéon del T7 (Glucosa 2% y Arabinosa
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0.25%) y las menores concentraciones con el T1 (Glucosa 0.2% y Arabinosa
0.25%).

Considerando estos patrones de consumo y produccidn, es posible identificar
tendencias generales en el comportamiento fermentativo de la bacteria. A partir de
estas observaciones, se puede interpretar con mayor claridad la dinamica

metabdlica observada durante el proceso.

Acido lactico Galactosa
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Figura 7. Cuantificacién de compuestos presentes en medio sintético fermentado
durante 24 horas por L. plantarum libre. Los puntos representan la media + DE.

Independientemente de la composicion del medio de induccion, el comportamiento
fermentativo fue muy similar entre los tratamientos. La desaparicién temprana de la
glucosa confirma que este azucar fue el principal sustrato utilizado por la bacteria,
lo cual es consistente con lo descrito para fermentaciones de L. plantarum, que
dispone de multiples sistemas para la captacion eficiente de carbohidratos simples,
incluyendo transportadores PTS y fosfohidrolasas asociadas al metabolismo de
hexosas (Cui et al., 2021; Plaza-Vinuesa et al., 2023). La disminucion de glucosa
coincidié con un incremento sostenido de acido lactico, acorde con la fisiologia
habitual de las bacterias lacticas, cuya fermentacion homolactica constituye una via

eficiente para la obtencion de energia a partir de hexosas.
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El patron de produccién de acido lactico, con un aumento pronunciado durante las
primeras 12 horas y una estabilizacion posterior, es coherente con la transicion
desde una fase exponencial hacia una fase de mantenimiento celular. Tendencias
similares se reportan en procesos fermentativos donde la disponibilidad de azucares

simples determina la intensidad metabdlica (Kacaribu & Darwin, 2024).

En relacidn con la galactosa, el consumo parcial observado respalda su uso como
sustrato secundario. Este comportamiento es congruente con la represion
catabdlica regulada por glucosa, ampliamente descrita en bacterias lacticas
(Thompson, 1987; Wang et al., 2021), donde la presencia de un monosacarido
preferido inhibe la expresién o actividad de las rutas para otros carbohidratos. La
baja variacion de lactosa sugiere limites en su hidrélisis o transporte, lo cual coincide
con la variabilidad documentada en L. plantarum respecto a su capacidad para

metabolizar este disacarido (Zhang et al., 2020; Plaza-Vinuesa et al., 2023).

Por otro lado, aunque la arabinosa no fue medida en el medio sintético, es relevante
mencionar que su uso en el medio de induccion puede modular rutas convergentes
del metabolismo de cetosas, considerando que enzimas como la L-arabinosa
isomerasa de L. plantarum poseen actividad sobre galactosa y participan en la
formacion de D-tagatosa (Zhang et al.,, 2006; Zhang et al., 2021). Esto podria
explicar ligeras variaciones entre tratamientos, aunque sin impacto significativo en

la cinética global.

6.2 Efecto de la composicion de Manganeso, acido bérico y PBS del
medio sintético en la fermentacién utilizando L. plantarum

6.2.1 Fermentacion con células libres

En la Figura 8 se muestran los resultados de la cuantificacién de azucares y acido

lactico en medio sintético durante 48 horas de fermentacion por L. plantarum. Se
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puede observar que la glucosa (inicial: 16.47 + 0.06 g/L) se reduce por completo
durante las primeras 12 horas y el tratamiento con altos niveles de Manganeso,
acido borico y PBS mostro el consumo mas acelerado, con diferencias significativas
con respecto a los demas tratamientos. Un comportamiento similar se presenté con
la galactosa, que inici6 la fermentacion con una concentracion de 22.13 + 0.06 g/L,
mostrando una marcada disminucién a las 12 horas con una concentracion final

entre 12y 18 g/L a las 48 horas de fermentacion, dependiendo del tratamiento.

La lactosa cuantificada muestra un comportamiento erratico debido a que la
cuantificacion de la concentracion inicial fue de 10.53 £ 0.005 g/L, sin embargo, en
los tiempos 12 y 48 horas muestra un aumento en la concentracion detectada, lo
cual es algo no posible, debido a que las bacterias acido lacticas no pueden
sintetizar lactosa durante la fermentacion. Una posible explicacion es que la
actividad de la b-galactosidasa expresada por la cepa de L. plantarum haya
realizado la actividad de transferencia a la par de la hidrdlisis y sintetizado
compuestos diméricos de glucosa y galactosa isdmeros de la lactosa, estos
compuestos denominados oligosacaridos pueden presentarse de manera natural en

Suero.

La concentracion de acido lactico incrementd de manera sostenida hasta las 24
horas, principalmente en los tratamientos 5-8 (presencia de PBS) en donde se
alcanzaron concentraciones de 39 — 41 g/L,mientras que los tratamiento 1-4 (Sin
PBS), mostraron una produccion menor alcanzando concentraciones de 25 — 26
g/L.
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Figura 8. Cuantificacién de compuestos durante la fermentacion de L. plantarum
libre y 8 tratamientos distintos de la composicidn del medio. Los puntos
representan la media £ DE.

Los resultados obtenidos muestran que la presencia de PBS es el factor con mayor
influencia sobre la cinética fermentativa, ya que los tratamientos con PBS (+)
exhibieron un consumo acelerado de glucosa y galactosa, asi como una produccion
significativamente superior de acido lactico en comparacion con los tratamientos sin
PBS. A las 24 h, los sistemas con PBS (+) alcanzaron concentraciones cercanas a
39—-41 g/L de acido lactico, mientras que los tratamientos sin PBS permanecieron
alrededor de 25-26 g/L; esta diferencia se mantuvo incluso a las 48 h, lo que
evidencia una fermentacion mas intensa y sostenida cuando el medio es
tamponado. Este comportamiento coincide con hallazgos recientes que demuestran
que la capacidad de amortiguamiento del medio desempefia un papel determinante
en la dinamica de acidificacion, ya que regula la caida del pH y retrasa la inhibicién
metabdlica por acumulacion de acido. En un estudio donde se desarrollé un medio
sintético precisamente para analizar el efecto de la capacidad tampdn sobre la
fermentacién de jugo de pepino, Anthony et al. (2025) demostraron que una mayor

capacidad de amortiguamiento permite mantener un ambiente mas estable para la
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actividad de las bacterias acido lacticas, promoviendo asi un metabolismo mas
eficiente. De forma complementaria, Breidt y Skinner (2022) mostraron que los
modelos de capacidad tampdn explican adecuadamente los cambios de pH y de
acidos organicos durante fermentaciones lacticas. Esto indica que un medio mas
amortiguado reduce la inhibicion por acidificacion y facilita una mayor conversion de
azucares hacia productos fermentativos. En este sentido, el comportamiento
observado en los tratamientos con PBS (+), caracterizado por el agotamiento rapido
de glucosa a las 12 horas y un consumo mas profundo de galactosa; es congruente
con lo reportado en la literatura, ya que la capacidad tampdén actua como un

modulador directo del ritmo metabdlico y de la acumulacion de acidos.

Asimismo, estudios realizados en otros sistemas fermentativos confirman que la
capacidad de tamponamiento influye fuertemente en la acidificacion generada por
bacterias lacticas. Por ejemplo, Peyer et al. (2017) demostraron que una mayor
capacidad de amortiguamiento en fermentado por bacterias lacticas permite
alcanzar tasas de acidificacion mas elevadas y sostenidas, precisamente porque el
pH desciende mas lentamente y las células no enfrentan un ambiente acido
inhibitorio de forma temprana. Este principio coincide con los resultados del
presente trabajo: en ausencia de PBS, el pH probablemente disminuyé mas
rapidamente, limitando el metabolismo bacteriano y reduciendo la velocidad de
consumo de carbohidratos; mientras que en presencia de PBS, la amortiguacién
permiti6 mantener condiciones mas favorables para la actividad de las bacterias
acido-lacticas, extendiendo su fase metabdlicamente activa y favoreciendo una

mayor sintesis de acido lactico.

Finalmente, el papel del manganeso y del acido borico se observa como secundario,
ya que dentro de cada nivel de PBS las diferencias entre Mn(+)/Mn(-) y acido
bdrico(+)/(-) fueron minimas en las concentraciones de los productos determinados.
Esto resulta coherente con lo sefalado en los estudios previos, donde la capacidad
tampon del medio tiene un efecto global sobre la fisiologia bacteriana, mientras que

los cofactores metalicos u otros aditivos suelen modular aspectos especificos del
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metabolismo. En conjunto, los resultados confirman que el PBS modula de manera
determinante la cinética fermentativa al proporcionar un entorno quimicamente
estable, condicion ampliamente respaldada por la literatura que documenta el rol
central de la capacidad de amortiguamiento en fermentaciones realizadas por

bacterias acido lacticas.

6.2.2 Fermentacion con células inmovilizadas

En la Figura 9, se presenta la cuantificacion de compuestos presentes en la
fermentaciéon. Puede observarse una disminucion de la concentracion de lactosa y
galactosa con respecto a sus concentraciones iniciales de 10.53 + 0.005 g/L y 22.13
+ 0.06 g/L, respectivamente. Sin embargo, esta concentracion es sustancialmente
mayor a la encontrada en la fermentacion utilizando células libres. Por otro lado, la
concentracion de acido lactico muestra una tendencia marcada de aumento
principalmente en los tratamientos 5-8, alcanzando concentraciones de 38.03 £ 7.58
g/L. La lactosa inicial al parecer no fue metabolizada debido a que mantiene su
concentracion inicial de 10.53 + 0.005 g/L. La glucosa, por otra parte, mostré una
disminucion moderada a lo largo del proceso fermentativo. A partir de su
concentracion inicial de 16.47 + 0.06 g/L, se redujo a 14.31 g/L a las 24 horas y
posteriormente a 13.45 g/L a las 48 h, evidenciando un consumo parcial pero

consistente durante la fermentacion.
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Figura 9. Cuantificacién de compuestos durante la fermentacion de L. plantarum
inmovilizado y 8 tratamientos distintos de la composicidn del medio sintético. Los
puntos representan la media + DE.

Por otro lado, el acido bérico ha sido identificado como un modulador del
metabolismo microbiano al participar en interacciones con polisacaridos de la pared
celular y en el transporte de azucares, lo que podria explicar el aumento observado

en combinacion con Mn y PBS (Sun et al., 2020).

El efecto mas marcado se observd con la inclusién de PBS (200 mM), lo cual
probablemente esté relacionado con el mantenimiento de un pH estable durante el
proceso fermentativo. Se ha demostrado que la estabilidad del pH favorece el
rendimiento metabdlico de L. plantarum y reduce el estrés acido, mejorando la

conversion de azucares en metabolitos de interés (Peyer et al., 2017).

Finalmente, el hecho de que las células inmovilizadas presentaran un rendimiento
mayor en comparacion con las células libres puede atribuirse a la proteccion fisica
y a la mayor densidad celular, lo que se traduce en una mayor estabilidad
metabdlica. Esto concuerda con investigaciones recientes que destacan la
inmovilizacidn como estrategia para aumentar la productividad de metabolitos
microbianos al mejorar la tolerancia a condiciones de estrés y aumentar la eficiencia

del bioproceso (Karwowski et al., 2024).
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6.3 Efecto del ultrasonido de alta intensidad en el recuento de células
libres

En la Figura 10 se presenta el efecto de los distintos tratamientos de ultrasonido
sobre la viabilidad de L. plantarum libre, expresada como log UFC/mL. El control,
sin aplicacién de tratamiento de ultrasonido, mostré el valor mas bajo, con una

media cercana a 8.82 log UFC/mL y baja dispersion.

Los tratamientos a 20 % de amplitud evidenciaron un incremento significativo en el
recuento celular respecto al control. A 5 min, el valor alcanz6 aproximadamente 8.97
log UFC/mL (p < 0.05), constituyendo el tratamiento con mayor efecto positivo. A 15
min, aunque el valor se mantuvo superior al control (8.94 log UFC/mL), se observo

una ligera disminucion en comparacion con el tiempo de 5 min.

En el caso de la amplitud del 40 %, el tratamiento a 5 min también mostré un
aumento significativo frente al control (8.93 log UFC/mL, p < 0.05), aunque de menor
magnitud que el observado con 20 % durante el mismo tiempo. Por otro lado, la
aplicacion de 40 % durante 15 min resulté en un valor cercano a 8.85 log UFC/mL,

estadisticamente similar al control y con mayor dispersion de los datos.

En conjunto, los resultados indican que el ultrasonido puede inducir un incremento
en la viabilidad celular de L. plantarum bajo condiciones especificas de amplitud y
tiempo, siendo mas evidente con intensidades moderadas y tiempos cortos de

exposicion.

El efecto observado concuerda con lo reportado en la literatura, donde la aplicacion
de ultrasonido de baja a moderada intensidad ha mostrado un impacto positivo
sobre la viabilidad y la actividad metabdlica de bacterias acido lacticas. Dicho efecto
se atribuye a la generacion de cavitacion estable, que promueve una mayor
permeabilidad de la membrana celular y facilita el intercambio de nutrientes y

metabolitos, sin inducir dafios letales en la estructura celular (Speranza et al., 2021)
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Particularmente, el incremento significativo registrado a 20% de amplitud por 5 min
sugiere que el estimulo fisico favorecio la estabilidad fisiolégica de L. plantarum.
Estudios previos han demostrado que exposiciones cortas a ultrasonido en este
rango promueven el crecimiento y la actividad fermentativa de lactobacilos sin

comprometer su viabilidad (Racioppo et al., 2023).
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Figura 10. Recuento de células viables de la cepa 2 con los 4 distintos tratamientos
y el control.

En el caso de la amplitud del 40 %, la respuesta depende del tiempo. A 5 min, el
efecto positivo fue similar al obtenido con 20 % de amplitud, mientras que a 15 min
los recuentos se redujeron hasta valores comparables con el control. Este
comportamiento coincide con lo descrito por investigaciones recientes, donde
intensidades mas altas combinadas con tiempos prolongados generan cavitacion
transitoria y efectos mecanicos destructivos, ocasionando dafio en la membrana,
pérdida de integridad celular y disminucién de la viabilidad (Hashemi &

Gholamhosseinpour, 2020).

6.4 Efecto del ultrasonido de alta intensidad en la viabilidad celular de
L. plantarum mediante microscopia confocal
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En la Figura 11 se presentan los resultados de la viabilidad de L. plantarum tras los
tratamientos de ultrasonido, tefidas con el kit de Invitrogen™ LIVE/DEAD™
BacLight™ y evaluadas con microscopia confocal. En el control positivo se observa
una alta proporcién de células viables, representadas en color verde, con muy pocas
células no viables. En el tratamiento al 20 % durante 5 minutos contindan
predominando de células viables, aunque ya se evidencian algunas células no
viables (color rojo) dispersas. Al incrementar el tiempo a 15 minutos con la misma

amplitud (20 %), la proporcién de células no viables aumenta de manera notable.

20 %, 5 min 20% 15 min

Control positivo

§ Células
viables

§ Células

no viables 40%, 5 min 40%, 15 min Gontrol negativo

Figura 11. Micrografias confocales de L. plantarum expuesto a ultrasonido con 20
y 40% de amplitud por 5 y 15 minutos y posteriormente tefiidas con el kit de
Invitrogen™ LIVE/DEAD™ BacLight™.

Por otro lado, en los tratamientos con 40 % de amplitud se observa un efecto mas
marcado. A los 5 minutos, la viabilidad celular se ve comprometida con una
presencia considerable de células no viables, mientras que al extender el tiempo a
15 minutos, la mayoria de las células aparecen tenidas de rojo, indicando pérdida
significativa de viabilidad. Finalmente, en el control negativo predominan
completamente las células no viables, lo cual confirma la efectividad de la tincion y

el contraste con el control positivo.
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Estos resultados concuerdan con lo observado en varios estudios en los cuales el
uso de amplitudes moderadas con tiempos cortos mejoré o modifico la viabilidad
celular sin causar dafo irreversible, y por el contrario amplitudes altas y tiempos
prolongados, la viabilidad celular disminuyo. Bolivar-Jacobo etal. (2023)
encontraron que tratamientos de 20 y 30 % de amplitud por 3 minutos muestran
buena viabilidad en Lactobacillus acidophilus y Lactobacillis helveticus, pero al 40
% de amplitud por 3 minutos el numero de células muertas ya es considerable.
Asimismo, Wang et al. (2021) mostraron que al aplicar el ultrasonido en etapas
especificas del crecimiento microbiano puede favorecer la produccion de
metabolitos sin comprometer la viabilidad celular. Sin embargo, intensidades
elevadas o tiempos prolongados generan un efecto adverso, como dafio a la

membrana y acumulacidn de especies reactivas de oxigeno.

Por otro lado, Gholamhosseinpour et al. (2025) demuestran que la aplicacion de
ultrasonido puede aumentar la viabilidad microbiana y mejorar funciones como
acidificacién y produccion de antioxidantes, cuando el tratamiento incluye tanto el
medio como las células, puesto que la utilizacion del ultrasonido solo en el medio, o
solo en las células resultaron en mejoras menores, asi como en el conjunto o
inoculacion, por lo que la mejor condicidn fue el uso de ultrasonido por separado en

células y medio.

6.5 Efecto del ultrasonido durante la induccion en la fermentacion

Se presentan en la Figura 12 los metabolitos evaluados de la fermentacién de L.
plantarum libre en medio sintético con pretratamiento de ultrasonido durante la
induccion a lo largo de 24 horas, se evaluaron 4 tratamientos de ultrasonido y su
respectivo control. Los perfiles fueron muy similares entre tratamientos y el mayor

efecto se observo en funcion del tiempo de fermentacion.
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Como puede observarse, todos los tratamientos iniciaron sin concentracion de acido
lactico detectable a las 0 horas. Para las 12 horas, los valores obtenidos fueron muy
similares entre tratamientos, registrandose concentraciones de 35.20 g/L para 20%
de amplitud por 15 minutos, 35.13 g/L para 20% de amplitud por 5 minutos, 34.90
g/L para 40% de amplitud por 15 minutos y 35.33 g/L para 40% de amplitud por 5
minutos, mientras que el control presentd 35.20 g/L. A las 24 horas se mantuvieron
en concentraciones similares. En general, la concentracion de acido lactico mostro
valores cercanos entre todos los tratamientos y el control en ambos tiempos
evaluados. Respecto a la galactosa, todos los tratamientos iniciaron con la misma
concentracion inicial de 22.13 g/L. A las 12 horas, las concentraciones disminuyeron
en todos los casos, registrandose 15.47 g/L para 20% de amplitud por 15 minutos,
15.30 g/L para 20% de amplitud por 5 minutos, 15.57 g/L para 40% de amplitud por
15 minutos, 15.77 g/L para 40% de amplitud por 5 minutos y 15.70 g/L en el control.
Para las 24 horas, se observé una reducciéon continua, con valores de 13.43 g/L
para 20% de amplitud por 15 minutos, 14.43 g/L para 20% de amplitud por 5
minutos, 13.43 g/L para 40% de amplitud por 15 minutos, 13.60 g/L para 40% de
amplitud por 5 minutos y 13.67 g/L en el control. EI consumo de galactosa fue

semejante entre tratamientos, sin diferencias notables en la tendencia general.

Para la glucosa, todos los tratamientos presentaron una concentracién inicial de
16.47 g/L. A las 12 horas se observé un agotamiento total del compuesto en todos
los grupos, incluidos los tratamientos sometidos a ultrasonido y el control. Esta
misma condicién se mantuvo a las 24 horas, sin deteccién de glucosa residual en
ninguno de los tratamientos evaluados. En cuanto a la lactosa, los valores iniciales
fueron equivalentes para todos los tratamientos, con 10.50 g/L. A las 12 horas, se
registré una disminucién moderada en todos los casos, alcanzando 8.63 g/L para
20% de amplitud por 15 minutos, 8.67 g/L para 20% de amplitud por 5 minutos, 8.73
g/L para 40% de amplitud por 15 minutos, 8.67 g/L para 40% de amplitud por 5
minutos y 8.77 g/L en el control. Para las 24 horas, la concentracién continu6
descendiendo, registrandose valores de 7.47 g/L para 20% de amplitud por 15
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minutos, 8.10 g/L para 20% de amplitud por 5 minutos, 7.47 g/L para 40% de
amplitud por 15 minutos, 7.40 g/L para 40% de amplitud por 5 minutos y 7.47 g/L en
el control. Los valores obtenidos indican que la lactosa presenté un comportamiento

descendente similar en todos los tratamientos evaluados.

Los resultados muestran que la aplicacion de ultrasonido durante la induccion, en
intensidades del 20% y 40% y tiempos de 5 0 15 minutos, no produjo un incremento
significativo en la produccidn de acido lactico en cultivos libres de L. plantarum. A
las 12 h, todos los tratamientos alcanzaron concentraciones muy similares,
alrededor de 35 g/L, incluyendo el control. A las 24 horas esta tendencia se
mantuvo, con variaciones minimas entre tratamientos y sin evidencia de que el
ultrasonido mejorara la actividad fermentativa. Incluso el tratamiento con la mayor
concentracion registrada (20% amplitud por 5 minutos), no mostré una diferencia lo
suficientemente marcada para atribuirle un efecto estimulante. Esto indica que, bajo
las condiciones empleadas, el ultrasonido no modific6 de manera apreciable el
rendimiento metabdlico, ni la velocidad de produccion de lactato en cultivos libres.
La cinética de consumo de carbohidratos refuerza esta observacion. La glucosa fue
consumida por completo a las 12 horas en todos los grupos por igual, mientras que
la galactosa y la lactosa mostraron perfiles de disminucion practicamente paralelos
entre los tratamientos con ultrasonido y el control. Esto sugiere que la sonicacion no
alteré la actividad de los sistemas de transporte de azucares ni las rutas centrales
del metabolismo. Este comportamiento coincide con estudios que indican que
exposiciones cortas y de baja a moderada intensidad no generan modificaciones
relevantes en la permeabilidad de membrana ni en la actividad de lactato
deshidrogenasa en bacterias lacticas (Khokhlova et al., 2023). Asimismo, se ha
reportado que L. plantarum presenta una elevada tolerancia fisiolégica a
perturbaciones fisicas moderadas, lo que puede explicar la ausencia de respuestas
metabdlicas diferenciadas ante sonicacién de baja intensidad. En otras especies,
los efectos beneficiosos del ultrasonido aparecen cuando la intensidad supera un

umbral capaz de inducir cambios en permeabilidad o en el flujo metabdlico, pero sin
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llegar a niveles que provocan dafio celular (Mufioz et al., 2021). En este estudio, los
valores practicamente idénticos entre tratamientos sugieren que el ultrasonido
aplicado se encuentra por debajo de ese umbral de bioestimulacién para L.
plantarum libre. De igual forma, intensidades altas o tiempos excesivos pueden
generar cavitacion intensa y estrés oxidativo, con reduccién de la actividad
fermentativa, pero este fendmeno tampoco se evidencié en los datos obtenidos
(Yildiz et al., 2019; Zhang et al., 2023). En conjunto, los resultados indican que ni la
intensidad ni el tiempo de ultrasonido evaluados fueron suficientes para modificar el
comportamiento fermentativo de L. plantarum en estado libre. Tanto la produccién
de acido lactico como la utilizacion de glucosa, galactosa y lactosa se mantuvieron
practicamente idénticas al control, lo que sugiere que, bajo las condiciones
estudiadas, la aplicacion de ultrasonido durante la induccidn no constituye una

estrategia efectiva para mejorar la actividad fermentativa en cultivos libres de L.

plantarum.
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Figura 12. Cuantificacién de compuestos producidos por L. plantarum libre en
medio simple con 4 pretratamientos de ultrasonido durante la induccion de las
células. Los puntos representan la media + DE.

Se presenta en la Figura 13 los metabolitos evaluados de la fermentacion de L.

plantarum inmovilizado en medio sintético definido con pretratamiento de
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ultrasonido durante la induccion a lo largo de 24 horas, se evaluaron 4 tratamientos
de ultrasonido con su respectivo control. Los perfiles fueron muy similares entre
tratamientos y el mayor efecto se observo en funcion del tiempo de fermentacion.
La concentracion de acido lactico fue nula en todos los tratamientos a las 0 h. A las
12 h, los valores aumentaron de forma similar entre tratamientos, registrandose 35.7
g/L para 20% de amplitud por 15 min, 39.03 g/L para 20% de amplitud por 5 min,
34.40 g/L para 40% amplitud por 15 min y 35.90 g/L para 40% de amplitud por 5
min, mientras que el control presentd 35.5 g/L. A las 24 horas las concentraciones
se mantuvieron muy similares.

En cuanto a la galactosa, todos los tratamientos iniciaron con 22.13 g/Lalas 0 h. A
las 12 h, los valores disminuyeron a un rango entre 16.9 y 18.17 g/L, con 17.87 g/L
para 20% de amplitud por 15 min, 18.07 g/L para 20% de amplitud por 5 min, 18.17
g/L para 40% de amplitud por 15 min, 18.13 g/L para 40% de amplitud por 5 min y
16.90 g/L en el control. A las 24 h, las concentraciones variaron entre 16.30 y 18.47
g/L, manteniendo valores proximos entre tratamientos.

La glucosa inicié con 16.47 g/L en todos los tratamientos. A las 12 horas se redujo
a 11.6 g/L en 20% de amplitud por 15 min, 10.33 g/L en 20% de amplitud por 5 min,
12.23 g/L en 40% de amplitud por 15 min, 12.10 g/L en 40% amplitud por 5 min y
6.6 g/L en el control. A las 24 h, las concentraciones fueron de 11 g/L para 20% de
amplitud por 15 min, 6.17 g/L para 20% de amplitud por 5 min, 11.35 g/L para 40%
de amplitud por 15 min, 7.6 g/L para 40% de amplitud por 5 miny 5.1 g/L en el
control.

Respecto a la lactosa, todos los tratamientos comenzaron con 10.5 g/L. A las 12 h,
los valores oscilaron entre 9.07 y 9.33 g/L, mientras que el control mostré 9.07 g/L.
A las 24 h, las concentraciones variaron entre 8.8 y 9.37 g/L, siendo 9.2 g/L el valor
registrado para el control.

Los resultados obtenidos en cultivos inmovilizados muestran que la aplicacion de
ultrasonido, tanto en intensidades del 20 % como del 40 % y con tiempos de
exposicion de 5y 15 minutos, no generd un incremento significativo en la produccién

de acido lactico. A las 12 h, las concentraciones alcanzadas se mantuvieron dentro
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del mismo rango que el control, y a las 24 horas las diferencias entre tratamientos
fueron minimas. Esto indica que el ultrasonido aplicado durante la induccién no
aumentd la actividad fermentativa de L. plantarum inmovilizado. Este
comportamiento también se reflejo en la cinética de consumo de galactosa y lactosa,
cuyos descensos fueron paralelos entre tratamientos, y en la glucosa, cuyo
agotamiento fue similar salvo ligeras variaciones atribuibles a la variabilidad
experimental. Resultados de este tipo coinciden con estudios donde la exposicion
al ultrasonido no necesariamente promueve cambios fermentativos cuando la
intensidad empleada se encuentra por debajo del umbral de bioestimulacion
(Dahroud et al., 2016).
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Figura 13. Cuantificacién de cetosas producidas por L. plantarum inmovilizado en
medio simple con 4 pretratamientos de ultrasonido durante la induccion de las
células. Los puntos representan la media + DE.

Al comparar estos hallazgos con los cultivos libres, se observa un patrén similar: el
ultrasonido tampoco provocé incrementos detectables en la produccion de acido
lactico, y la cinética de consumo de glucosa, galactosa y lactosa permanecio
practicamente idéntica al control. La coincidencia entre ambos sistemas (libres e
inmovilizados) sugiere que L. plantarum no respondid metabdlicamente a las

condiciones ultrasénicas aplicadas, lo cual concuerda con investigaciones donde
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intensidades moderadas no modifican de forma apreciable el perfil fermentativo de
bacterias lacticas (Abesinghe et al., 2022).

Las diferencias entre los sistemas se presentaron principalmente en la dinamica del
consumo de glucosa. En cultivos libres, la glucosa se agoté completamente a las 12
h, mientras que en los cultivos inmovilizados permanecié una fraccién residual. No
obstante, esta diferencia no se reflejé en la produccién final de acido lactico, lo que
sugiere que la inmovilizacion confiri6 una mayor estabilidad metabdlica y permitié
lograr una conversion comparable aun con menor agotamiento del sustrato. Este
tipo de estabilidad ha sido descrita en sistemas donde la matriz de inmovilizacion
atenua fluctuaciones ambientales y protege parcialmente la actividad de las células
frente a perturbaciones fisicas, incluido el ultrasonido (Tseng & Yang, 2022).

La ausencia de un efecto estimulante del ultrasonido también coincide con reportes
que indican que, dependiendo de la intensidad, el ultrasonido puede no generar
cambios positivos en la permeabilidad de membrana ni en la velocidad de
conversion fermentativa, e incluso puede inducir leves respuestas de estrés sin
afectar la fermentacién de manera visible (Radziejewska-Kubzdela et al., 2024).
Ademas, se ha documentado que ciertos estimulos fisicos, incluido el ultrasonido,
pueden provocar modificaciones estructurales sutiles, alteraciones en la actividad
enzimatica o ajustes en el metabolismo energético, los cuales no siempre se
traducen en una mejora fermentativa (Bolivar-Jacobo et al., 2023). Esto puede
explicar por qué, a pesar de pequefias variaciones en la cinética de glucosa, la
produccion de acido lactico se mantuvo estable y sin incrementos atribuibles al
tratamiento.

En conjunto, los resultados permiten concluir que, aunque la inmovilizacion
proporciona una mayor estabilidad metabdlica frente a variaciones en el consumo
de azucares, no modifica la ausencia de respuesta al ultrasonido, ya que la falta de
bioestimulacién fue consistente tanto en células libres como inmovilizadas. Por lo
tanto, bajo las condiciones evaluadas, el ultrasonido aplicado durante la induccion

no representa una estrategia eficaz para mejorar la fermentacion por L. plantarum.
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6.6 Efecto del ultrasonido en la fermentacion en suero lacteo y
permeado utilizando L. plantarum libre

La Figura 14 muestra la cuantificacion de metabolitos en suero lacteo fermentado
por L. plantarum libre sometido a tratamiento ultrasénico y sin tratamiento
ultrasonico previo a la inoculacién. Puede observarse que la lactosa no estuvo
presente en el suero debido al pretratamiento con enzima beta-galactosidasa y que
por tanto los azucares predominantes fueron glucosa y galactosa a concentraciones
de 25 + 0.005 g/L y 25 £ 0.06 g/L, respectivamente. A las 24 y 48 horas de
fermentacion, se detectd la presencia de compuestos que coincidieron en tiempos
de retencion cromatografica equivalentes a los de la lactosa, cuantificados
aproximadamente en 3 g/L. Aunque analiticamente fueron registrados como lactosa
debido a la similitud en su comportamiento cromatografico, es improbable que dicho
carbohidrato esté realmente presente en estas etapas del proceso fermentativo.
Esto se debe a que L. plantarum no posee la capacidad metabdlica para sintetizar
lactosa de novo, por lo que la deteccidn de este no puede atribuirse a la sintesis del

disacarido.

Una explicacion es la formacion de disacaridos u oligosacaridos derivados de las
reacciones de transgalactosilacion, catalizadas por -galactosidasas producidas por
L. plantarum durante la fermentacion. Estas enzimas, ademas de hidrolizar la
lactosa en glucosa y galactosa para su aprovechamiento metabdlico, pueden
transferir unidades de galactosa a otros aceptores de carbohidratos presentes en el
medio, generando galactooligosacaridos (GOS) con pesos moleculares y tiempos
de retencidon similares al de la lactosa. Como consecuencia, los métodos de
cuantificacion convencionales basados en HPLC con deteccién por indice de
refraccion pueden integrar estos compuestos dentro del pico correspondiente a
lactosa, generando un aparente incremento o persistencia del disacarido sin que
realmente se encuentre presente. Este comportamiento sugiere que, L. plantarum
desarrolla una actividad B-galactosidasa. Puede observarse que el perfil de

consumo de la galactosa a las 24 y 48 horas, presenta un perfil muy similar no
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mostrando diferencias por la aplicacion de ultrasonidos. Sin embargo, el consumo
de lactosa muestra una tendencia de consumo mayor en los tratamientos de
ultrasonido, efecto que se muestra muy contundente a las 48 horas de fermentacion.
Por otro lado, la produccion de acido lactico no muestra diferencias significativas
entre el control y el tratamiento con ultrasonido. Adicionalmente, no se observo

produccion durante las 48 horas de fermentacion.
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Figura 14. Cinética de fermentacion por L. plantarum en suero lacteo con y sin
ultrasonido durante la induccidn. Los resultados estan expresados como las
medias + DE.

La fermentacion realizada en suero lacteo previamente hidrolizado con [3-
galactosidasa generd un medio altamente enriquecido en galactosa y glucosa libres,
lo que facilitd una rapida disponibilidad de carbohidratos para L. plantarum. Bajo
estas condiciones nutricionales favorables, se plante6 la posibilidad de que la
induccion por ultrasonido (20 %, 5 min) pudiera modular la fisiologia celular, ya fuera
mediante una mayor captacién de azucares o por alteraciones en la eficiencia
fermentativa. Sin embargo, los resultados mostraron que la produccién de acido

lactico fue practicamente equivalente entre el tratamiento ultrasénico y el control,
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con valores de 18.6 g/L y 20.4 g/L a las 24 h, respectivamente, y concentraciones
casi idénticas (~16.4 g/L) a las 48 h. Esto indica que, en suero lacteo hidrolizado, el
ultrasonido aplicado durante la induccion no promovié una ventaja metabdlica
observable. La ausencia de un efecto estimulante puede explicarse por la naturaleza
del medio de cultivo. El suero hidrolizado proporciona monosacaridos de forma
inmediata, lo que reduce la necesidad de mecanismos de transporte altamente
activos y disminuye la probabilidad de que estimulos fisicos externos, como el
ultrasonido, modulen la velocidad de conversidon metabdlica. Estudios recientes
sefalan que, en medios ricos en azucares simples, la permeabilidad celular y la
actividad enzimatica de LAB muestran cambios limitados tras la exposicion a
ultrasonido moderado, debido a que el microorganismo ya opera cerca de su
capacidad metabdlica maxima (Akdeniz & Akalin, 2022). Esto concuerda con los
resultados obtenidos, donde L. plantarum no mostré un aumento en la produccién
de acido lactico ni modificaciones en su cinética fermentativa.Otro factor
determinante fue la composicion quimica del suero: la presencia de PBS y acido
bdrico incremento la estabilidad del pH y la capacidad buffer del sistema. Medios
altamente tamponados tienden a amortiguar los efectos fisicos transitorios,
reduciendo la magnitud de las perturbaciones inducidas por el ultrasonido. Breidt &
Skinner (2022) demostraron que una mayor capacidad buffer limita la variacién de
pH durante la fermentacién, lo que estabiliza la actividad metabdlica de LAB y
atenua la respuesta a estimulos externos. Bajo estas condiciones, es comprensible
que L. plantarum mantuviera un perfil fermentativo estable, independiente del

tratamiento ultrasonico aplicado.

En cuanto al comportamiento de los carbohidratos, la galactosa mostré descensos
similares entre tratamientos, reduciéndose de ~25 g/L a ~22 g/L a las 24 horas y
posteriormente a ~20-21 g/L a las 48 h. De manera analoga, el consumo de glucosa
fue comparable entre el ultrasonido y el control, lo cual sugiere que la disponibilidad
inmediata de monosacaridos limitd la posibilidad de que la sonicacién alterara los

mecanismos de transporte o la velocidad de utilizacion. Trabajos recientes en
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bebidas fermentadas ultrasdnicas han mostrado efectos positivos unicamente
cuando la matriz presenta barreras fisicas, viscosidad elevada o disponibilidad
limitada de azucares fermentables (Johnson et al., 2023), condiciones que no
aplican al suero hidrolizado utilizado en este estudio. Finalmente, la lactosa residual
permanecio en niveles bajos, como era esperado debido a la hidrdlisis previa. Las
pequenas variaciones observadas entre el control y el ultrasonido a 24 y 48 horas
no siguieron un patrén consistente y no se reflejaron en cambios metabdlicos
relevantes. Esto coincide con reportes donde el ultrasonido de intensidad moderada
no modifica de forma significativa la actividad -galactosidasa residual ni genera
cambios detectables en la hidrolisis de lactosa en medios lacteos procesados
(Tseng & Yang, 2022).

En conjunto, los datos demuestran que, en un suero lacteo hidrolizado y
quimicamente estabilizado con PBS y acido bdrico, el tratamiento ultrasénico
aplicado durante la induccién no alter6 el metabolismo fermentativo de L. plantarum,
ni acelerd la produccién de acido lactico, ni modificd el consumo de carbohidratos
disponibles. La combinaciéon de un medio altamente accesible (azucares simples),
un entorno quimicamente estable (capacidad buffer) y una matriz sin restricciones
fisicas significativas probablemente mitigd cualquier efecto potencial del ultrasonido.
Por lo tanto, bajo las condiciones evaluadas, el ultrasonido no constituye una
herramienta efectiva para mejorar la fermentacion en suero lacteo hidrolizado, y L.
plantarum mostré un comportamiento robusto y estable, caracteristico de su

fisiologia tolerante a perturbaciones moderadas.

En la Figura 15, se presenta la cuantificacion de metabolitos en permeado de suero
lacteo fermentado por L. plantarum sometidos a tratamiento ultrasénico y sin
tratamiento ultrasénico previo a la inoculacion. Se cuantificd una pequena cantidad
de lactosa residual de aproximadamente 1 g/L, no se encontraron diferencias
significativas al inicio de la fermentacién en los azucares cuantificados. A las 24
horas de fermentacion se detectdé una menor concentracion de galactosa en la

muestra sonicada durante la induccién, sin embargo no se observé una tendencia
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de modificacion marcada de la fermentacion debida a este pretratamiento en
permeado en el consumo de los azucares presentes ni en la produccion de acido

lactico.
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Figura 15. Cinética de fermentacion por L. plantarum en permeado de suero lacteo
con y sin ultrasonido durante la induccién. Los resultados estan expresados como
las medias + DE.

La comparacion entre las fermentaciones en suero lacteo hidrolizado y permeado
de suero lacteo hidrolizado muestra que la presencia de azucares simples producto
de la acciéon de [B-galactosidasa determind un comportamiento fermentativo
altamente eficiente e independiente del tratamiento con ultrasonido. En ambos
medios, L. plantarum alcanzé producciones similares de acido lactico a las 24 horas
(=20-23 g/L), y las diferencias entre control y ultrasonido fueron minimas. Esto
sugiere que, una vez que la lactosa es convertida en glucosa y galactosa, la
fermentacién progresa sin limitaciones de sustrato, disminuyendo la posibilidad de
que estimulos fisicos adicionales modulen la actividad metabdlica. Este fenémeno
ha sido reportado en estudios recientes donde la disponibilidad de azucares simples
reduce la sensibilidad de LAB a tratamientos ultrasénicos de intensidad moderada

(Bevilacqua et al., 2024).
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similitud en la respuesta entre suero y permeado hidrolizado se explica porque, aun
cuando el suero contiene proteinas séricas y péptidos que podrian favorecer una
mayor absorcion de energia acustica, su impacto fisiolégico sigue siendo limitado
cuando el metabolismo esta impulsado por monosacaridos disponibles de forma
inmediata. En medios lacteos simplificados como el permeado, la cavitacion
generada por ultrasonido también es menos eficiente debido al bajo contenido
proteico, lo que reduce aun mas la probabilidad de bioestimulacion. Investigaciones
recientes han senalado que los efectos positivos del ultrasonido sobre LAB se
observan principalmente en matrices estructuralmente mas complejas o menos
accesibles, como jugos vegetales o leches sin hidrolizar, y no en sistemas ricos en
monosacaridos (Abesinghe et al., 2022). La cinética de los azucares confirmé este
comportamiento: en ambos medios, galactosa y glucosa disminuyeron de forma
paralela entre control y ultrasonido, y la lactosa residual permanecié en niveles
bajos. Estas tendencias son consistentes con reportes donde el ultrasonido no altera
significativamente el transporte de azucares, ni la actividad enzimatica cuando el
metabolismo opera cerca de su capacidad maxima, como ocurre en medios
hidrolizados (Gholamhosseinpour et al., 2025; Shokri et al., 2021). Finalmente, la
ausencia de efectos negativos también es relevante: no se observaron patrones de
inhibicion, dafo subletal o reduccidén metabdlica atribuibles al tratamiento
ultrasénico. Esto concuerda con estudios que muestran que intensidades bajas a
moderadas de ultrasonido no afectan la viabilidad de L. plantarum en sistemas

lacteos estabilizados (Costa et al., 2025).

6.7 Efecto del ultrasonido en la fermentacion en suero lacteo y
permeado utilizando L. plantarum inmovilizado

En la Figura 16, se presenta la cuantificacion de metabolitos en suero lacteo
fermentado por L. plantarum inmovilizado en perlas de alginato de sodio y sometidos
a tratamiento ultrasénico y como control sin tratamiento ultrasénico previo a la

inoculacion. No se detectd lactosa residual al inicio de la fermentacidon en los
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azucares cuantificados. Sin embargo, en los muestreos correspondientes a las 24 y
48 horas de fermentacion, se observé la aparicion de compuestos que presentaron
tiempos de retencion coincidentes con el de la lactosa, alcanzando valores cercanos
a 2 g/L, sin embargo, es poco probable que se trate realmente de este disacarido.
L. plantarum carece de las rutas metabdlicas necesarias para resintetizar lactosa a
partir de sus mondmeros, por lo que la presencia de ese pico no puede atribuirse a
la produccion de lactosa por la bacteria. Lo mas probable es que dichos compuestos
correspondan a oligosacaridos de tipo galactosidico generados durante la
fermentacion. Este fendmeno se explica por la actividad de [-galactosidasas
sintetizadas por L. plantarum. A las 24 horas de fermentacién se detecté una menor
concentracion de galactosa en la muestra sonicada durante la induccion, sin
embargo no se observo una tendencia de modificacion marcada de la fermentacién
debida a este pretratamiento en suero en el consumo de los azucares presentes ni

en la produccién de acido lactico.
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Figura 16. Cinética de fermentacion por L. plantarum inmovilizado en suero lacteo
con y sin ultrasonido durante la induccion. Los resultados estan expresados como
las medias + DE.
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En general, la aplicacién de ultrasonido durante la induccion (20 %, 5 min) no
produjo un incremento claro en la produccién de acido lactico frente al control. A las
24 y 48 h, las concentraciones de acido lactico en el tratamiento sonicado se
mantuvieron dentro del mismo orden de magnitud que el control, con diferencias
que se situan dentro de la variabilidad experimental. Este comportamiento contrasta
con algunos reportes donde el ultrasonido, aplicado en etapas especificas de
crecimiento y a intensidades bien controladas, puede estimular el crecimiento de L.
plantarum y aumentar la conversion de acidos organicos, como se ha descrito en la
fermentaciéon de jugo de manzana al aplicar ultrasonido en fase lag o logaritmica
(Wang et al., 2021). Sin embargo, también se ha sefialado que el efecto positivo se
atenua conforme avanza la fermentacion y que parametros como potencia, tiempo
de sonicacién y fase de crecimiento determinan si predomina la bioestimulacion o

un efecto neutro.

El hecho de que las células estuvieran inmovilizadas en una matriz de alginato
probablemente contribuy6é a amortiguar el efecto del ultrasonido. La inmovilizacion
de L. plantarum en geles de alginato, a menudo reforzados o recubiertos con otros
biopolimeros, se ha asociado con una mayor tolerancia frente a condiciones de
estrés (pH, temperatura, oxigeno disuelto, fuerzas mecanicas) y con una buena
estabilidad de la actividad metabdlica durante fermentaciones repetidas (Diaz-
Negrete et al., 2025; Mahmoud et al., 2020). En sistemas lacteos y derivados, se ha
demostrado que las células inmovilizadas o microencapsuladas mantienen su
viabilidad y su capacidad fermentativa incluso bajo condiciones de procesamiento

adversas, lo que reduce el impacto de estimulos fisicos como el ultrasonido.

En cuanto al consumo de azucares, el patrén observado en el suero hidrolizado con
L. plantarum inmovilizado muestra descensos similares de galactosa y glucosa tanto
en el control como en el tratamiento sonicado, mientras que la lactosa residual
permanece baja debido a la hidrdlisis previa por [p-galactosidasa. Este
comportamiento concuerda con trabajos sobre produccion de acido lactico a partir

de suero y permeado de suero, donde la disponibilidad de azucares simples y el uso
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de células inmovilizadas permiten una alta conversion de sustrato con perfiles de
consumo relativamente robustos frente a variaciones en las condiciones de
operacion (Monkoondee et al., 2015; Dosuky et al., 2022). En el presente caso, aun
cuando el ultrasonido modifico ligeramente algunos valores de azucares residuales,
estas variaciones no se tradujeron en cambios consistentes en la produccion de
acido lactico, lo que sugiere que la cinética global estuvo dominada por la alta
disponibilidad de sustrato y por la proteccion conferida por la matriz de
inmovilizacién.

La presencia de PBS en el medio contribuye a mantener un pH relativamente
estable durante la fermentacion, lo cual es critico para la actividad de las bacterias
lacticas y, en particular, para la sintesis de acido lactico. Estudios recientes de
modelos tampon en fermentaciones vegetales han mostrado que una mayor
capacidad buffer suaviza los cambios de pH y favorece una acidificacion mas
controlada, al mismo tiempo que reduce el estrés acido sobre las células (Breidt &
Skinner, 2022). Bajo estas condiciones, es esperable que el impacto adicional de
un estimulo fisico moderado, como la sonicacion breve, sea limitado, ya que el pH
no cae tan rapidamente a valores que comprometan la viabilidad o la actividad
enzimatica. El acido bérico, por su parte, puede interactuar con grupos dioles en
carbohidratos y componentes de la pared celular, pero en las concentraciones
empleadas se comporta principalmente como modulador del microentorno y no
como un factor determinante de la velocidad de fermentacion; la literatura lo asocia
mas con estabilidad de matrices y complejacion de carbohidratos que con cambios

drasticos en la acidificacion lactica.

Al comparar estos resultados con otros trabajos donde se aplican ultrasonidos en
matrices lacteas, se observa que los efectos positivos sobre la fermentacién no son
universales. Revisiones recientes sobre el uso de ultrasonido en la industria lactea
senalan que esta tecnologia puede acelerar la acidificacion y modificar el
metabolismo de bacterias lacticas, pero también que, dependiendo de la potencia,

frecuencia y tiempo, el resultado puede ser neutro o incluso inhibitorio (Akdeniz &
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Akalin, 2020). La combinacion de una matriz hidrolizada rica en azucares simples,
con alta capacidad buffer (PBS) y células inmovilizadas en alginato conforma un
sistema muy robusto, en el que las ventajas potenciales de la sonicacion moderada

quedan enmascaradas por la propia eficiencia de la fermentacion.

En conjunto, los datos indican que, en suero lacteo hidrolizado con células de L.
plantarum inmovilizadas y adicionado con PBS y &acido bdrico, el ultrasonido
aplicado durante la induccién no modificé de manera sustancial la produccion de
acido lactico ni la utilizacion de los carbohidratos disponibles. La inmovilizacion
aport6 proteccién y estabilidad metabdlica, el medio hidrolizado aseguro una rapida
disponibilidad de sustrato y el sistema tampdn limitd los cambios bruscos de pH.
Bajo este escenario, el ultrasonido en las condiciones empleadas no alcanzo el
umbral necesario para generar una bioestimulacion observable, pero tampoco
produjo dafno metabdlico evidente, de modo que el perfil fermentativo se mantuvo

comparable al control.

En la Figura 17, se presenta la cuantificacion de metabolitos en permeado de suero
lacteo fermentado por L. plantarum inmovilizado en perlas de alginato de sodio y
sometidos a tratamiento ultrasénico y como control sin tratamiento ultrasdnico previo
a la inoculacion. Se detectd lactosa residual de aproximadamente 1 g/L, no se
encontraron diferencias significativas al inicio de la fermentacion en los azucares
cuantificados. Se observaron cambios en la concentracion de lactosa, glucosa,
galactosa y acido lactico a lo largo del tiempo, lo cual concuerda con
comportamientos reportados en la literatura para este tipo de fermentaciones. No
se encontraron diferencias significativas en el perfil de los azucares presentes en el
permeado durante la fermentacion. La produccion de acido lactico se ve favorecida
por el tratamiento de ultrasonido a las 24 horas de fermentacién, sin embargo, este

efecto no persiste a las 48 horas.

Durante la fermentacion, se evidencié un consumo progresivo de lactosa y un
aumento del 4cido lactico, alcanzando valores de 39.7 g/L para el control y 32.1 g/L

con ultrasonido a las 48 h. Este comportamiento coincide con lo reportado por (Vera-
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Pefia et al.,, 2022), quienes describen que L. plantarum puede metabolizar de
manera simultanea glucosa y lactosa mediante una cinética doble Monod, sin

inhibicion por el producto.

El incremento en acido lactico indica una fermentacion lactica activa, consistente

con el metabolismo homofermentativo de L. plantarum (Danova et al., 2023).
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Figura 17. Cinética de fermentacién por L. plantarum inmovilizado en permeado de
suero lacteo con y sin ultrasonido durante la induccion. Los resultados estan
expresados como las medias = DE.

El tratamiento con ultrasonido puede inducir cambios fisiolégicos que favorecen la
produccion de metabolitos en las primeras etapas de fermentacion, pero una
exposicidn prolongada puede generar estrés celular, lo que explicaria la menor
produccion de acido lactico a las 48 horas en comparacion con el control. Este
efecto fue también descrito por Chen et al. (2023), quienes observaron que
intensidades moderadas de ultrasonido mejoran el metabolismo y consumo de
azucares en L. plantarum, mientras que intensidades altas pueden afectar la

viabilidad celular.

El permeado de suero lacteo es una fuente rica en lactosa y galactosa, adecuada

para el crecimiento de L. plantarum. Estudios previos muestran que este sustrato
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puede ser eficientemente utilizado por cepas de L. plantarum para producir acido
lactico y metabolitos funcionales (Golowczyc et al., 2013). La inmovilizacion celular,
ademas, favorece la estabilidad del proceso y la reutilizacion del biocatalizador,
mejorando la productividad y reduciendo la acumulacion de subproductos (Norton
et al., 1994).

El presente estudio evalué de manera integral el efecto del ultrasonido durante la
induccién de células, el comportamiento fermentativo de L. plantarum libre e
inmovilizado y el uso de suero lacteo y permeado como sustratos reales, generando
informacion relevante sobre viabilidad, permeabilidad celular y cinética de consumo
de carbohidratos. No obstante, el trabajo presenta limitaciones importantes: la
cuantificacion de lactosa mostré comportamientos no fisiolégicos probablemente
asociados a interferencias analiticas; solo se evaluaron dos amplitudes y dos
tiempos de ultrasonido; y los ensayos se realizaron a escala de laboratorio con una
sola cepa, lo que restringe la extrapolacién industrial y la generalizacién de los
resultados. Estas limitaciones abren oportunidades para estudios futuros orientados
a optimizacion de parametros, caracterizacion enzimatica y validacion en

condiciones piloto.
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VIIL.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos demuestran que Lactiplantibacillus plantarum posee una
elevada capacidad fermentativa y una notable estabilidad metabdlica frente a
variaciones en la composicién del medio, la inmovilizacion celular y la aplicacidén de
ultrasonido. En medios sintéticos, mostrdé un patron consistente de consumo de
glucosa como sustrato preferente, seguido de una utilizacion parcial de galactosa,
mientras que la lactosa permanecio practicamente sin cambios. La produccion de
acido lactico se mantuvo como el principal producto metabdlico, alcanzando
concentraciones elevadas y reflejando la naturaleza homofermentativa de la

especie.

La presencia de PBS en el medio se identificé como el factor mas determinante en
la mejora de la cinética fermentativa, al proporcionar un ambiente quimicamente
estable que favorecio la conversion sostenida de azucares y la acumulacién de
acido lactico, al tiempo que redujo la inhibicion asociada a la acidificacion. En
contraste, los cofactores como manganeso o acido bdérico mostraron efectos

secundarios y limitados sobre la velocidad o rendimiento de la fermentacion.

El uso de células inmovilizadas en alginato incremento la estabilidad y eficiencia del
proceso, permitiendo una conversion mas uniforme y una mayor tolerancia a las
condiciones de estrés. La inmovilizacion actué como un sistema protector que
mantuvo la viabilidad y la actividad metabdlica, especialmente en fermentaciones

prolongadas o con medios complejos como el suero y el permeado de suero lacteo.

Respecto al ultrasonido, tanto en cultivos libres como inmovilizados, los resultados
indicaron que su aplicacion en intensidades moderadas y tiempos cortos no modifico
significativamente la produccion de acido lactico ni el consumo de carbohidratos. En
algunos casos se observo una ligera estimulacion inicial, pero sin efecto sostenido
a lo largo del tiempo. En general, la respuesta de L. plantarum fue neutra, reflejando

su alta tolerancia fisioldgica y la robustez de su metabolismo. Ademas, la estabilidad
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del pH y la disponibilidad inmediata de azucares simples en medios hidrolizados

probablemente amortiguaron cualquier posible efecto de bioestimulacién acustica.

En conjunto, los resultados confirman que L. plantarum es un microorganismo
altamente adaptable, capaz de mantener una fermentacién eficiente en diversos
entornos, incluso bajo condiciones fisicas moderadamente perturbadas. La
inmovilizacién celular y la capacidad tampon del medio se consolidan como
estrategias efectivas para optimizar la fermentacién, mientras que la sonicacién, en
las condiciones estudiadas, no representa una herramienta determinante para
mejorar el rendimiento fermentativo, ademas el permeado de suero lacteo es una
fuente rica en lactosa y galactosa, adecuado para el crecimiento de L. plantarum

por lo cual podria utilizarse como sustrato para generacion de metabolitos.
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