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3. RESUMEN

Estudios sobre la microbiologia de aguamiel y pulque mostraron la presencia de una
diversidad microbiana compleja de bacterias y levaduras, lo que demuestra que las
especies de Leuconostoc como L. citreum, L. kimchii y L. mesenteroides se
encuentran entre las bacterias acido lacticas mas abundantes presentes en la savia

fresca y durante el proceso de fermentacion.

Segun datos de la Secretaria de Salud, en México se estima una cifra de 11 millones
de personas con diabetes (en su mayoria del tipo 2) para el afio 2025. Una
estrategia basada en los alimentos para modular la composicion y/o la actividad
metabodlica de la microbiota intestinal, con el propdsito de impartir efectos
beneficiosos, es una ruta que aumenta la ingesta dietética de alimentos funcionales

que contienen prebidticos, probiodticos y/o simbidticos.

Los productos lacteos se han usado convencionalmente como portadores de
probidticos. Sin embargo, la intolerancia a la lactosa, el colesterol, la alergia a las
proteinas de la leche, el contenido de acidos grasos saturados y la tendencia al
vegetarianismo motivan la busqueda de alimentos funcionales no lacteos como

potenciales probidticos.

Con base en lo propuesto anteriormente y teniendo como evidencia la capacidad
probidtica de la cepa P45 de Leuconostoc mesenteroides, en el presente trabajo se
realizé la produccidon de una bebida de aguamiel con posibles propiedades
simbidticas elaborada a partir de muestras provenientes de la poblacién de Huitzilac
(Morelos) y utilizando a este microorganismo como cepa fermentadora. Se
determind por un grupo de jueces en metodologia descriptiva, que las
caracteristicas sensoriales relacionadas con el aspecto, sabor, olor, textura y
presencia de resabio de la bebida final se presentaban después de 14 dias de
fermentaciéon de la bebida, iniciando la fermentacion durante 24 horas a 28°C y
posteriormente llevando a cabo la fermentacion bajo condiciones de refrigeracion a

10°C durante el periodo de tiempo restante.




Durante los tiempos de muestreo establecidos como Oh, 24h, 7 y 14 dias, se
realizaron pruebas de resistencia a pH acido (3.5) y 1% de sales biliares simulando
condiciones del tracto gastrointestinal, determinando a dos tiempos (5 y 24h) la
resistencia por parte de la cepa, bajo las condiciones de estrés ambiental. En ambas
condiciones (pH acido y sales biliares) se presenté la disminucién de la viabilidad
de la cepa en una unidad logaritmica después de 24 horas. Ademas, bajo los
mismos criterios de evaluacion se determind la actividad antagénica de la cepa,
teniendo como criterio de actividad antimicrobiana, la presencia de halos de
inhibicion contra microorganismos patdégenos, observando el efecto antagonista in
vitro después de 14 dias de fermentacién, contra Bacillus cereus (CFQ-B-230),
Escherichia coli (ATCC 11229), Listeria monocytogenes (CFQ-B-103),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 6538) y
Salmonella enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028).

Asi mismo, mediante el sistema Vitek se determind el perfil de resistencia y
susceptibilidad a antibiéticos por parte de la cepa P45, encontrandose resistencia a
los antibidticos clindamicina, vancomicina y nitrofurantoina.

Finalmente después de los 14 dias de fermentacion, se realiz6 una evaluacién
sensorial con la que se evaluaron caracteristicas de la bebida, producto de la
fermentacién y del metabolismo de la cepa P45, registrando una similitud en
caracteristicas de sabor, textura y presencia de resabio por parte de los lotes Ay C,
siendo diferente el lote B; mientras que para los grupos de aspecto y color los lotes

Ay B fueron similares pero el lote C, fue diferente.

El disefio y la produccién de la bebida de este trabajo sirven como antecedente para
la caracterizacion y reintroduccion al mercado de bebidas tradicionales, asi como
su estudio y aplicacion, ademas de ser una opcion viable para aquella poblacién

que resulta ser susceptible a alimentos funcionales de origen lacteo.




4. INTRODUCCION

El pulque es una bebida tradicional mexicana fermentada, de naturaleza alcohdlica
no destilada. Se elabora con la savia (aguamiel) recién colectada de diversas
especies de magueyes pulqueros (Agave mapisaga, A. atrovirens, A. americana), y
es utilizada como materia prima para el desarrollo de la fermentacion. La
fermentacién del aguamiel se lleva a cabo de manera espontanea, como resultado
de la presencia y crecimiento de microorganismos presentes en el aguamiel o de la
adicion de la semilla (Ortiz et al., 2008). Debido a estas condiciones de produccion,
presenta una gran diversidad microbiana, dentro de la cual se presentan bacterias
acido lacticas homo- y heterofermentativas, entre las que destacan la presencia de
Leuconostoc mesenteroides y Lactococcus lactis en el pulque (Escalante et al.,
2008). Campos (2010), a partir de una muestra de pulque proveniente de Hutzilac,
Morelos, aislé bacterias acido lacticas utilizando como criterios de aislamiento, la
resistencia a pH acido y sales biliares, obteniendo 13 cepas con caracteristicas de
resistencia a las condiciones antes mencionadas y permitiendo la identificacién de
5 grupos genéticos unicos con capacidad probiotica, que fueron identificados como
bacterias del género Leuconostoc, entre los cuales se aislo la cepa designada como
Leuconostoc mesenteroides P45. Posteriormente Matus (2011), destacoé que la
cepa, presentd las mejores caracteristicas probidticas al disminuir en al menos un
ciclo logaritmico la infeccién en higado y bazo de la cepa Salmonella enterica

serovariedad Typhimurium STR" en el higado de ratones, en un periodo de tres dias.

En México, el consumo de probidticos, se encuentra limitado a unos cuantos
productos que en su mayoria son lacteos (Gutiérrez, 2015), sin embargo, existe una
demanda creciente de productos probidticos no lacteos por parte del consumidor.
Esto puede ser por diversas razones, como la inaccesibilidad de productos lacteos,
la intolerancia a la lactosa, por el contenido de colesterol presente en estos
productos o por otras razones particulares. Las nuevas tecnologias han permitido
incorporar a los microorganismos probidticos en diferentes bebidas o algunas

formas de preparados (Serrano, 2013).




5. GENERALIDADES
5.1. Género Agave

El maguey es una planta monocotiledonea que pertenece al orden de las
Amarilidaceas (Escalante et al., 2016); se clasifica dentro de la familia Agavaceae y
del género Agave; la palabra agave debe su origen a la voz griega agavé —
admirable; se cultivd sobre todo en gran parte del altiplano central y su nucleo
central fueron las tierras altas de Mesoamérica y las laderas de los cerros
(Manrique, 2013).

El género Agave incluye alrededor de 200 especies (Huerta et al., 2018), es
endémico del continente americano, y México contiene la mayor cantidad de
especies, alrededor del 75%, con un 74% de ellas endémicas (~ 150 especies) que
viven principalmente en habitats aridos y semiaridos (Borbdn et al., 2018; Puente et
al., 2018), creciendo en regiones poco lluviosas, con temperaturas templadas a
calidas y en suelos delgados, tepetatosos y pobres en materia organica (Bonilla et
al., 1991).

En adaptacién a su entorno arido o semiarido utiliza el metabolismo del acido
crasulaceo para fijar el CO2 durante la fotosintesis. Los principales productos
fotosintéticos son los fructanos (Gémez et al., 2009). Estos fructanos han sido
designados como agavinas, que son inulinas con una mezcla compleja de
estructuras y diferente grado de polimerizacion (GP). Debido al alto contenido de
fructanos vy fructooligosacaridos (FOS), los extractos de agave, asi como la savia
(consumida directamente o concentrada) de diferentes especies, se han
considerado como una fuente alternativa para los jarabes prebidticos FOS
(Escalante et al., 2016).

Un grupo de Agave spp. de gran importancia economica incluye Agave americana,
Agave atrovirens, Agave mapisaga y Agave salmiana que forman conjuntamente el
grupo conocido como "magueyes pulqueros" (Puente et al., 2018). EI maguey
pulquero es la planta de la que se obtiene el aguamiel para la produccion del pulque,
una de las bebidas alcohdlicas mas antiguas del continente americano, obtenida por

fermentacién de aguamiel (savia de maguey-pulquero; Ortiz et al., 2008) que se




cultiva principalmente en los estados de México, Hidalgo, Tlaxcala (NMX-V-022-
1972).

El agave florece solo una vez y muere poco tiempo después. La edad en que se
inicia la floracion depende de diversos factores, tales como la especie,
caracteristicas del terreno, clima y los cuidados agricolas que se le hayan

proporcionado. La floracion se presenta entre los 8 y 12 afios (Bonilla et al., 1991).
5.1.1. Historia

Se cuenta que los dioses acordaron darles a los hombres algo que les proporcionara
placer y alegria; y entre ellos Quetzalcéatl, decidieron que una bebida seria la
solucion. “Los dioses dijeron: he aqui que el hombre estara triste si no le hacemos
algo nosotros para regocijarle, nos alabe y cante y dance” (Bonilla et al., 1991,
Sierra, 2005).

Quetzalcoatl busca a Mayahuel, que vivia en el cielo con su abuela, una terrible
tzitzimitl; Mayahuel estaba dormida, pero el dios la despierta y la convence que baje
a la tierra, y asi ambos descendieron del cielo y se funden en un arbol. Se convierte
cada uno en una frondosa rama, una de las cuales se llamaba “sauce de quetzal”,
que era la del dios del viento y la otra “arbol de las flores” que era la de la diosa
(Bonilla et al., 1991). Cuando la abuela despierta de su suefio, se da cuenta de que
su nieta ha desaparecido y se enfurece; manda llamar a las demas tzitzimime, para

que la ayuden a encontrarla.

Las tzitzimime se precipitan de cabeza desde el cielo y caen directo al arbol, el cual
se divide en dos; la abuela encolerizada, arranca la rama de Mayahuel y quiebra y
descuartiza a su nieta, entregando los trozos de su cuerpo a las tzitzimime, para
que la devoren. La rama de Quetzalcéat! queda intacta, él vuelve a adquirir su forma
original de deidad y se pone a recoger los restos de Mayahuel y los entierra,
naciendo de esta el primer maguey. Los huesos de Mayahuel son el objeto sacrificial
que provoca en el tejido mitico, la aparicidén de la planta. El mito justifica la aparicion
de la bebida. Su origen es divino, porque los dioses provocan su surgimiento (Sierra,
2005).




5.2. Aguamiel

La savia de la planta llamada Agave en México, es un liquido compuesto
principalmente de azucares, incluidos los fructooligosacaridos. Este liquido se
cosecha exclusivamente de ciertas especies de Agaves conocidas como
“‘magueyes pulqueros”, incluidos A. ferox, A. mapisaga y A. salmiana (Leal et al.,
2015; Santos et al., 2016).

Se entiende por aguamiel, el jugo que se obtiene mediante el raspado previo del
cajete o cavidad central del maguey pulquero. Es un liquido incoloro translucido, de
color ambarino (NMX-V-022-1972), espeso, dulce, de sabor fresco y ligeramente
acido con cierto olor herbaceo (Conca, 2008; Hui et al., 2012). Los principales
azucares encontrados en plantas de 8 afos, "magueyes"”, son sacarosa, glucosa y
pequefias cantidades de gomas y manitol (Sanchez y Hope, 1953), asi como

minerales y proteinas (Enriquez et al., 2017).

La NMX-V-022-1972 clasifica el aguamiel en dos tipos, con un solo grado de calidad
estableciendo que en ambos tipos, el aguamiel no debe presentar signos de
fermentacion avanzada. Se muestra en la Tabla 1, las especificaciones

fisicoquimicas para cada tipo de aguamiel.

La produccion de aguamiel es inducida por los agaves en el momento en que el tallo
floral o quiote de la planta se corta (alrededor de 8-12 afios) haciendo un hueco en
el centro (Santos et al., 2016; Enriquez et al., 2017). La recoleccion se realiza cada
12 horas después de raspar el tallo del agave, y la produccion dura de 4 a 6 meses.
El volumen de aguamiel cambia a lo largo del periodo de cosecha. Al principio se
pueden recolectar alrededor de 0.4 L por planta por dia, y esta cantidad aumenta a
4 a 6 L por planta por dia durante los primeros 2 meses y luego disminuye a 0.4 L
por planta por dia hacia el final del tiempo de produccién (Ortiz et al., 2008; Hui et
al., 2012).

——
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Tabla 1. Especificaciones fisicoquimicas del aguamiel (NMX-V-022-1972)

Tipo

Tipo Il

Especificaciones

Minimo

Maximo

Menor de:

pH

6.6

7.5

4.5

Densidad grados

Baumé (Bé)

5

7

4.5

Indice de refraccion

con el refractometro

de inmersion a 20
°C

59

100

27

Sdlidos totales g/
100 mL

13

17

Azucares
reductores totales
(en glucosa) g/100

mL

12

Azucares
reductores directos
(en glucosa) g/100

mL

Gomas (en glucosa)
g/ 100 mL

0.20

Proteinas
mg/100mL

300

600

100

Cenizas mg/100mL

300

430

180

No ma

yor de:

Acidez mg/100mL

(como acido lactico

0.90

1.03

4.00

En lugar de la edad de la planta, la etapa de maduracion se considera el factor mas
relevante que afecta la acumulacion de azucar en el tallo, lo que influye

directamente en la dulzura del aguamiel. Para preparar la planta para la extraccion

——
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de aguamiel, al inicio de la etapa reproductiva (antes de la generacion del tallo
floral), el meristemo apical se elimina manualmente. Dentro de la cavidad creada en
el tallo, la savia dulce se acumulara y se recogera dos veces al dia durante 2 a 6
meses. El volumen extraido se ve afectado por la especie, la madurez de la planta,
los nutrientes del suelo y la disponibilidad de agua (Leal et al., 2015). Si la
inflorescencia de la planta crece, el maguey nunca producira aguamiel, y si la
castracion se realiza antes de la maduracion del agave, el rendimiento en la

produccion de aguamiel sera espantoso (Hui et al., 2012).

5.2.1. Proceso de obtencidon

El proceso para la obtencion de aguamiel es considerado como un proceso

rudimentario y realizado en condiciones poco higiénicas (Conca, 2008).

La de extraccion de aguamiel comienza con el “capado” o “castrado” del maguey en
un momento determinado (Sierra, 2005). Un maguey esta maduro cuando la yema
central o meyolote se ve delgada en su base, cuando los extremos de las pencas
exteriores pierden las puas laterales de sus bordes en la parte inferior, cuando los
extremos de las pencas se doblan ligeramente hacia el centro de la planta, y cuando
las puas terminales de las pencas y el meyolote se tornan mas agudas y oscuras,

es decir, cuando la planta “esta al hilo” (Bonilla et al., 1991; Sierra, 2005).

Es entonces cuando debe efectuarse la “castracion” o “capado” del maguey,
consistente en cortar el brote floral, quiote o “huevo” antes de que se efectue la
“floracion” (Sierra, 2005) para evitar la pérdida de la savia almacenada (Enriquez et
al., 2017). El tlachiquero primero escoge el angulo por el cual sera mas facil llegar
al centro del maguey, de tal manera que pueda subir a caparlo sin problemas y
succionar el aguamiel. Un segundo paso es eliminar las puas terminales y laterales
de las pencas por las que va a introducirse al mismo maguey. El tercer paso seria,
cortar las pencas externas del meyolote al nivel mas bajo para poder llegar al tallo
o mezontete. Después, separa las demas pencas jovenes del centro sin cortarles,
hasta detectar a través de ellas la yema de crecimiento, de donde nacen las pencas

y el quiote. El centro es arrancado por el tlachiquero con ayuda de una barreta. Para




finalizar, el tlachiquero protege la herida con las pencas partidas (Bonilla et al.,
1991).

A partir de ese dia, el maguey se deja descansar por un periodo de 6 meses a un
afo, a fin de cumplir su ciclo de afiejamiento y pueda seguir produciendo aguamiel

de buena calidad en cantidades suficientes (Bonilla et al., 1991).

Cuando se observan manchas en las hojas, el maguey ha llegado a su maximo
afiejamiento y entonces, se procede a la “picazén” (Sierra, 2005). Esta debe hacerse
dos semanas antes del “raspado” vy la extraccion de aguamiel, y después de 6

meses o un afo de la “capazon” (Bonilla et al., 1991).

La “picazon” consiste en abrir una cavidad redonda en el centro del mezontete (parte
superior o cabeza del maguey; Sierra, 2005), se hace con la finalidad de formar en
el mezontete una cavidad denominada “cajete”, lugar donde escurrira la savia de

las pencas, es decir el aguamiel (Bonilla et al., 1991).

Una vez hecho el cajete se procede a la “raspa”, misma que dura de tres a cuatro
meses. Para empezar es necesario esperar a detectar en el cajete una tonalidad de
color entre rojo y amarillo oscuro. A partir de ese momento, el tlachiquero visitara al
maguey todos los dias de manera constante. Sus herramientas de trabajo se
reducen a un “raspador”, con el que quitara la materia gelatinosa del cajete, que se
forma del flujo de la savia y del raspado diario (Bonilla et al., 1991). Para extraer o
succionar el aguamiel se usa el “acocote” o calabazo, fruto de la planta Lagenaria
siceraria (Sierra, 2005). Una vez que se llena el acocote, vacia el liquido en
pequefios barriles o barricas de madera o plastico llamados “castafias” (Bonilla et
al., 1991), que son recipientes en los que se conduce, para su fermentacion a los

tinacales locales (Sierra, 2005).

Al terminar de vaciar o chupar en el fondo del cajete, el tlachiquero debe volver a
cubrirlo con una piedra o una penca (Hui et al., 2012), evitando la entrada de
cualquier elemento externo, ya sea agua, lluvia, basura, animales, que en
determinado momento puedan contaminar y echar a perder el aguamiel. Si en cada

ocasion no se remueve bien toda la pulpa o capa gelatinosa al raspar, los vasos por




los que fluye la savia se tapan. De manera contraria, si se quita una capa demasiado
gruesa, los tejidos internos de la pifia se endurecen acortando la vida del maguey
(Bonilla et al., 1991).

La cantidad y composicion de aguamiel durante el periodo de produccion varia
segun la especie de Agave, las condiciones de cultivo de la planta, la estacion del

afo, la humedad relativa del aire y las propiedades del suelo (Hui et al., 2012).

5.3. Pulque

El pulque es una bebida tradicional mexicana que se obtiene por la fermentacion de
la savia azucarada conocida como aguamiel. Esta bebida es consumida por
poblaciones indigenas y mestizas de muchas regiones del pais, particularmente en
las areas de la meseta central. Es una bebida alcohdlica, blanca y espesa, del
altiplano de México (Cervantes y Pedroza, 2008), viscosa y ligeramente acida con

un contenido alcohdlico entre 4 y 7 °GL (Guerrero, 2017).

El proceso tradicional de produccion de pulque se ha mantenido relativamente sin
cambios, el proceso comienza con la recoleccion diaria de aguamiel y su
transferencia inmediata a un contenedor, tradicionalmente una bolsa de piel de
cerdo o de cabra llamada cuero o un contenedor de madera conocido como castafa
(Hui et al., 2012). El proceso se inicia con la preparacion de la “semilla”. Para
prepararla, se toma una pequena cantidad de aguamiel de la mas alta calidad y
pureza, el cual se deja fermentar en unas tinas de 25 litros, protegidas con una tela
a fin de evitar cualquier contaminacion. En esta fermentacién intervienen infinidad
de agentes quimicos que producen que se haga una capa viscosa llamada “zurron”.
Cuando se considera que la semilla esta lista, se quita el zurron y se comprueba
que no existan olores extrafios a la fermentacion normal. Una vez terminada la
elaboracioén de la semilla, se procede a vaciar una cantidad de este liquido a otras

tinas, operacion que recibe el nombre de “cortar puntas” (Bonilla et al., 1991).

La fermentacion se lleva a cabo con controles de proceso minimo y a temperaturas
ambientales que varian de 25 a 50 °C. Se completa en 12 a 24 horas (Valadez et

al., 2012), dependiendo de la calidad del aguamiel, la madurez inicial del pulque, la
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savia y la microbiota de la semilla, y la estacion (cambios de temperatura ambiental).
El grado de fermentacién es adecuado cuando se alcanza un grado alcohdlico y una
viscosidad especificos (Hui et al., 2012). Se muestra en la Figura 1, el proceso

tradicional de elaboracién del pulque (Modificada de Escalante et al., 2016).
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B. Raspado y
extraccion de aguamiel

A. Castracién del Maguey

D. Proceso de fermentacion y \

vertido de aguamiel recolectado
recientemente

Figura 1. Proceso de elaboracion tradicional del pulque. El proceso tradicional comprende
cuatro etapas: A) Castracion del maguey; B) Raspado y extraccion del aguamiel; C)
Preparacion de la semillay D) Fermentacion. Modificada de Escalante et al., 2016.

12

——
| —



5.4. Bacterias acido lacticas (BAL)

Las bacterias acido lacticas son no formadoras de esporas, Gram positivas, catalasa
negativas sin citocromos, no aerobicas o aerotolerantes, fastidiosas, tolerantes a los
acidos y estrictamente fermentativas, con acido lactico como principal producto final
durante la fermentacion de azucar. Los géneros de BAL aislados de diversos
alimentos fermentados son Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,

Carnobacterium, Vagococcus, Weisella y Alkalibacterium (Tamang, 2014).

5.4.1. Caracteristicas metabodlicas

Las BAL poseen requerimientos nutrimentales complejos, dado que no son capaces
de sintetizar la mayoria de los compuestos que requieren. Por esta misma razon
s6lo pueden desarrollarse en medios ricos en carbohidratos, aminoacidos,

vitaminas y sales minerales (Arenas, 2015).

Las BAL son un grupo diverso de organismos con capacidad metabdlica diversa
(Fraqueza, 2015). El crecimiento de las BAL depende de la presencia de
carbohidratos fermentables. Se clasifican como homofermentativos o
heterofermentativos en funcion de los productos finales del metabolismo de la
glucosa. Mientras que las BAL homofermentativas convierten la glucosa
principalmente en acido lactico usando la via de la glucdlisis (Embden-Meyerhof-
Parnas o Embden-Meyerhof), las BAL heterofermentativas utilizan la via
fosfocetolasa (6-fosfogluconato) y convierte la glucosa en acido lactico, didxido de

carbono y etanol o acido acético (Fraqueza, 2015).

Las BAL con metabolismo homofermentativo y heterofermentativo facultativo son
capaces de producir distintos compuestos a partir del piruvato, tales como el
acetaldehido, la acetoina, el diacetilo y el 2,3-butanodiol, lo cual representa una
caracteristica importante desde el punto de vista tecnolégico para la elaboracion de

algunos alimentos fermentados (Arenas, 2015).
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5.4.2. Propiedades

Las BAL se han asociado tradicionalmente con la fermentacién de alimentos y
piensos, su uso en todo el mundo incluye la mejora de la conservacion, las
caracteristicas organolépticas y los valores nutricionales de una gran variedad de

productos alimenticios y de bebidas (Zannini et al., 2016).

5.5. Probi6ticos

Los probidticos se definen como “microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del
huésped” (Leal et al., 2016; Valdés et al., 2017; Valdovinos et al., 2017); sin
embargo Sarmiento (2006), indica que la denominacion “probidtico”, se aplica tanto
a los microorganismos como a los productos alimenticios que contienen
determinados microorganismos viables, principalmente bacterias de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium en numero suficiente para alterar la microbiota,

generando efectos beneficiosos para la salud.

5.5.1. Caracteristicas

Los probidticos y su consumo estan relacionados a algunos beneficios como la
produccion de lactasa, la modificacion del pH intestinal, para una mejor
conservacion de la microbiota, la produccion de sustancias antimicrobianas, la
competicion con microorganismos patégenos por sustrato, para evitar su
proliferacion, ayudan a una mejor asimilacién de nutrientes, estimulan al sistema

inmune y la generacién de citocinas (Mata, 2013).

Los factores extrinsecos mas importantes que afectan la viabilidad y sobrevida de
las células probidticas son: pH (derivado del proceso de fermentacion), oxigeno
disuelto (especialmente para bifidobacterias), interacciones antagonicas entre
especies, composicion quimica del medio de cultivo, concentracion final de
azucares (aumento de la presion osmética), practicas de inoculacién (momento
adecuado para el agregado del cultivo probiético), temperatura y duracion de la

fermentacién, condiciones de almacenamiento del producto (Olagnero et al., 2007).
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5.5.2. Requerimientos

Para que un probidtico pueda considerarse como tal, es necesario que cumplan
una serie de caracteristicas, entre las que se incluyen: 1) Ser de origen humano, ya
que en teoria, las cepas aisladas de seres humanos pueden presentar una mayor
facilidad para permanecer en el intestino humano y probablemente no son
patdgenas; 2) Deben poseer tolerancia a las condiciones ambientales del tracto
gastrointestinal, ya que si los microorganismos probidticos han de llegar viables al
intestino, es preciso que resistan el pH gastrico, las enzimas digestivas y la accion
detergente e inhibidora de las sales biliares; 3) Han de ser capaces de colonizar el
intestino y de adherirse a la mucosa intestinal para que tenga lugar la modulacion
de la respuesta inmune, asi como la exclusién de microorganismos patégenos, si
bien en esto ultimo puede deberse también a su capacidad de producir compuestos

antimicrobianos (Bolla, 2011).

Se considera que los cultivos probioticos proporcionan beneficios promotores de la
salud estabilizando el tracto gastrointestinal, como proteccién contra diarrea,
estimulacién del sistema inmune, alivio de los sintomas de intolerancia a la lactosa,

reduccion del colesterol sérico y prevencion contra el cancer (Tamang, 2014).

5.5.3. Mecanismos de accion

Los mecanismos de accion de los probidticos son multiples y se han descrito con
relacion al género, especie y cepa. Se muestra en la Figura 2, los mecanismos de
accion generales y comunes en los probibticos, entre los que se encuentran:
aumentar la resistencia a la colonizacion, normalizar la microbiota intestinal
alterada, promover la exclusion competitiva por patégenos, aumentar la produccién
de acidos grasos de cadena corta, regular el transito intestinal e incrementar el
recambio de los enterocitos. En general todos los probiodticos afectan al ecosistema
intestinal estimulando los mecanismos inmunitarios y no inmunitarios de la mucosa
a través del antagonismo y competencia con patégenos potenciales (Valdovinos et
al., 2017).
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Produccion MO Patogeno

sustancias
antimicrobianas ” Probiodtico

Produccién
nutrientes

Competicion
puntos union
al epitelio

Incremento funcién barrera

Inmunomodulacioén

Figura 2.- Mecanismos de accién de probiéticos. Tomada de Arribas (2009).

El principal efecto de los probidticos es aumentar las funciones de la inmunidad
innata, incluida la fagocitosis y la toxicidad celular mediada por las células asesinas
naturales, y regular la sintesis de citocinas en las células T polarizadas. Debido a
que las células T reguladoras desempefian un papel importante en la amortiguacion
de respuestas inmunes mal dirigidas, los probidticos pueden ejercer efectos
antiinflamatorios al influir en esta poblacién de células T (Moreno et al., 2014). Se
ha demostrado que las cepas probidticas difieren en su capacidad para inducir la

diferenciacion de células y la produccién de citocinas (Ashraf et al., 2014).

5.6. Leuconostoc mesenteroides

El género Leuconostoc pertenece al Phylum Firmicutes, que incluye
microorganismos Gram-positivos, y presenta una forma cocoide o de tipo varilla,
que a menudo forman cadenas durante el crecimiento exponencial (Pujato et al.,
2015). Estas bacterias generalmente se presentan en pares o cadenas cortas, son

inmdoviles, no forman esporas, son catalasas negativas, anaerébicas facultativas y
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mesofilicas y no producen amoniaco a partir de la arginina. Muestran requisitos
nutricionales complejos, incluidos diferentes aminoacidos. Ademas, exhiben
ausencia de formacion de H2S, crecimiento en presencia de NaCl al 7% y bajo
contenido de guanina-citosina (GC) en la molécula de ADN (31-49%). Estos
microorganismos tienen caracteristicas mesofilicas, con un crecimiento éptimo
entre 20 y 30 ° C. Las especies pertenecientes a Leuconostoc (L. argentinum, L.
carnosum, L. citreum, L. fallax, L. ficulneum, L. fructosum, L. gasicomitatum, L.
gelidum, L. inhae, L. kimchii, L. lactis, L. mesenteroides, L. pseudomesenteroides)
se pueden encontrar principalmente en vegetales, cereales, ensilaje, frutas, vino,

pescado, carne y productos lacteos (de Paula et al., 2015)

Las bacterias del género Leuconostoc se encuentran clasificadas dentro del grupo
de bacterias acido lacticas heterofermentativas, las cuales producen
mayoritariamente acido lactico a partir de la fermentacion de hidratos de carbono
simples (de Paula et al., 2014; Serrano, 2017), producen gas (COz2), compuestos
aromaticos (diacetilo, acetoina, acetato, etanol y 2,3-butilenglicol), utilizado en
diversos fabricantes de alimentos fermentativos (D'Angelo et al., 2017), ademas de
valiosos polisacaridos (dextrinas) y llevar a cabo la fermentacion malolactica
(Shobha y Agrawal, 2008).

Estas bacterias han sido detectadas en procesos fermentativos tradicionales
desarrollados desde la antiguedad y actualmente se conoce que tienen un

importante papel en la conservacion de alimentos (Serrano, 2017).

5.6.1. Leuconostoc mesenteroides cepa P45

L. mesenteroides es una BAL previamente reportada en pulque y se ha identificado
como el microorganismo responsable del desarrollo de la viscosidad, una de las
caracteristicas distintivas de la bebida (Escalante et al., 2004).

Lozano (2007), caracterizd la diversidad de bacterias lacticas Gram positivas
cultivables presentes en aguamiel y al inicio de la fermentacion de una muestra de
pulque de la localidad de Huitzilac, Morelos. Del aguamiel y del inicio de la

fermentacién del pulque caracterizé las bacterias lacticas por técnicas de cultivo y
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tipificacion molecular, encontrando 4 tipos diferentes: Lactococcus lactis cremoris,
Leuconostoc kimchii, L. citreum, L mesenteroides y B. licheniformis. Posteriormente,
Campos (2010), aisl6 y caracterizdé 13 bacterias lacticas del pulque con posible
capacidad probiética, resistentes a condiciones in vitro simuladoras del tracto
gastrointestinal (pH 3.5 y 0.3% sales biliares), obteniendo grupos genotipicamente
distintos identificados como L. mesenteroides, L. durionis'y L. kimchii. Observé que
para todos los aislados se presentd capacidad antagdnica contra bacterias
patégenas, detectando que las cepas: P45 (L. mesenteroides) y 3h38 (L.
mesenteroides subsp. mesenteroides) presentaron una mayor capacidad de
inhibicion.

En 2011, Matus, de las cepas aisladas por Campos (2010), seleccion6 a la cepa
P45 para ser probada en modelos animales. Observé que el consumo de la cepa
durante siete dias disminuyd en uno o dos ciclos logaritmicos el desarrollo de
Salmonella enterica serovar Typhimurium en higado y bazo de ratones BALB/c,
ademas de presentar buen crecimiento a 37 °C a pH 3.0 y una concentracion de
0.3% de sales biliares. Realiz6é también la identificacion de la cepa seleccionada por
secuenciacion del operdn ribosomal, mostrando un 92% de parecido con la cepa L.
mesenteroides ATCC 8233, presentando regiones significativamente diferentes,

sugiriendo una nueva subespecie.

En un estudio realizado por Cerdn (2014), se realizaron ensayos de adhesion celular
in vitro por parte de la cepa P45, en cuatro lineas celulares (Caco-2, Hep-2, HT-29
y Hela), presentando adherencia moderada a las primeras dos lineas. De manera
paralela al desarrollo del proyecto, se secuencié el genoma de la cepa P45. El
borrador del genoma de L. mesenteroides cepa P45, que consta de 1, 874,188 pb
con un contenido promedio de GC del 37,5%. La anotacion automatica del genoma
predijo un total de 1,800 genes, 1,687 secuencias codificantes, 52 pseudogenes, 9
rRNA (5S, 16S, 23S), 51 tRNAs, 1 RNA no codificante y 44 genes frameshifted
(Riveros et al., 2014). Ademas, se encontro la secuencia de un gen codificante para
la GTF (GtFg1:LP45), la enzima responsable de la sintesis de dextrana a partir de

la sacarosa. Se encontraron genes codificantes para una prebacteriocina, una
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lisozima (1,4-B-N-acetylmuramidasa) y un peptidoglicano amidasa (N-
acetylmuramoyl-L-alanina amidasa; murain_hidrolasa). El tamafio del producto de

estos genes considerado es de 11, 27 y 32 kDa, respectivamente.

Recientemente, en un estudio realizado por Serrano (2017), se estudio la
administracion de L. mesenteroides P45 sobre rasgos metabdlicos en ratones
alimentados con una dieta alta en grasa, determinando que la administracion de la
cepa en cultivo fresco, en conjunto con una dieta alta en grasa no mostré un efecto
sobre parametros metabdlicos, por el contrario, acelerd la ganancia de peso y tejido

adiposo, llevando a un aumento en los niveles de colesterol sérico y glucosa.

Finalmente Guerrero (2017), realiz6 el estudio de la diversidad microbiana y
genética de bacterias endofitas asociadas a una planta de maguey pulquero,
demostrando el origen de bacterias enddfitas aisladas de una planta de maguey
pulquero (A. salmiana), identificandolas como Pantoea agglomerans, Raoultella
terrigena, Acinetobacter genomo sp., Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc
citreum, Erwinia billingiae, Leuconostoc rapi, Pseudomonas rhizosphaerae, Bacillus

pumilus, Pseudomonas sp. y Pseudomonas fluorescens.

5.6.2. Bacteriocinas

Las bacteriocinas son estructuras tipo péptido, ribosomalmente sintetizados con
antagonismo contra bacterias estrechamente relacionadas (Messaoudi et al., 2013)
y que presentan accion bactericida sobre receptores especificos de las células. Las
bacteriocinas han sido estudiadas por su actividad antimicrobiana contra bacterias
patdgenas tales como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus

cereus, Clostridium botulinum 'y Salmonella spp., entre otras (Flores, 2013).

5.6.2.1. Clasificacion

El esquema de clasificacion revisado propuesto divide las bacteriocinas en dos
categorias distintas: las bacteriocinas que contienen lantionina (Lantibiéticos clase
[). Las bacteriocinas de amplio espectro, como la nisina (clase I), inhiben los
patdogenos Gram positivos transmitidos por los alimentos y los microorganismos

causantes de la descomposicién (O 'Shea et al., 2013).
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Las bacteriocinas que no contienen lantionina (Clase Il), son bacteriocinas
pequefias (<10 kDa), estables al calor, sin modificacion postraduccional, con una
secuencia consenso (YGNGVXCaaCVaaV; de Paula et al., 2014). Esta clase
incluye una gran cantidad de bacteriocinas y se divide en cuatro subclases (lla, Ilb,
llc y lid; Messaoudi et al., 2013).

5.6.3. Exopolisacarido (EPS)

Los exopolisacaridos son polimeros de alto peso molecular (Mahdhi et al., 2017).
Ciertas BAL son capaces de producir polisacaridos extracelulares (EPS) que
pueden estar estrechamente asociados con la superficie de la célula formando una
capsula, o unidos sueltos a las estructuras celulares externas o secretados al medio

ambiente (Bengoa et al., 2018).

Entre las posibles funciones de los EPS, es probable que juegue un papel en el
reconocimiento celular, control de deteccién de quérum, intercambio de informacion
genética y en la proteccion de la integridad de células microbianas en un ecosistema
contra ambientes hostiles (desecacion, estrés osmoético, pH) y factores
antimicrobianos (bacteriéfagos, fagocitosis, depredacion por protozoos, iones
metalicos, nisina, lisozima, agentes de limpieza, etanol y antibidticos; Zannini et al.,
2016). Ademas, se ha sugerido que el EPS podria desempefiar un papel en la
agregacion bacteriana, la formacion de biopeliculas y la interaccion con las células
epiteliales intestinales (IEC); siendo el ultimo de gran importancia para mejorar la
persistencia del microorganismo en el intestino humano y su interaccion con el

sistema inmune y la microbiota intestinal (Bengoa et al., 2017)

De acuerdo con la composicion quimica y los mecanismos de biosintesis, los EPS
se clasifican en dos grupos distintos: homopolisacaridos (HoPS) vy
heteropolisacaridos (HePS; Zannini et al., 2016). L. mesenteroides se caracteriza
por su capacidad de producir EPS en medios que contienen sacarosa, produciendo
una dextrana conformada por unidades de glucosa en a-1,6 con enlaces a-1,3
(Cerdn, 2014).
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5.6.3.1. Homopolisacéaridos (HoPS)

Se sintetizan principalmente extracelularmente a partir de una molécula de sacarosa
existente, que actua como donante del monosacarido correspondiente por accién
de enzima extracelular que pertenece a la familia de la glucosil hidrolasa (GH)
usando sacarosa como el donante glucosilo (fructosa o glucosa). Las
glucansacarasas pueden usar la energia del enlace glucosidico de sacarosa para
catalizar la transferencia de un resto glucosilo correspondiente. Dependiendo del
tipo de enlace y la posicion del carbono involucrado en el enlace, los HoOPS puede
clasificarse como a-D-glucanos (dextrano, mutan, reuteran y alternano) y B-D-
glucanos, mientras que los que contienen fructosa son fructanos (Zannini et al.,
2016; Lépez, 2017).

5.7. Prebi6ticos

Los prebidticos son "componentes/ingredientes/suplementos de alimentos que
resultan en la estimulacién selectiva de crecimiento y/o actividad (es) de uno o un
numero limitado de especie (s) microbiana (s) en la microbiota intestinal que confiere
(n) beneficios de salud del huésped" (Kothari et al., 2015; Kothari y Goyal, 2015;
Koenen et al., 2016; Martinez et al., 2017).

El concepto de prebibticos se ha propuesto cada vez mas como moduladores de la
ecologia microbiana y la fisiologia en humanos (Liu et al., 2017); sin embargo
recientemente la Organizacion Mundial de Gastroenterologia ha definido los
prebidticos como sustancias de la dieta (fundamentalmente polisacaridos no
amilaceos y oligosacaridos no digeribles por enzimas humanas) que nutren a grupos
seleccionados de microorganismos que habitan en el intestino, favoreciendo el

crecimiento de bacterias beneficiosas sobre las nocivas (Valdovinos et al., 2017).

Un prebidtico se convierte en el sustrato trofico del probiético. Estas son sustancias
0 componentes que no se digieren y que forman parte de algunos alimentos en
mayor o menor cantidad. Estas a su vez estimulan el crecimiento y actividad de las

bacterias intestinales. Los principales beneficios de los prebidticos se dan a nivel
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gastrointestinal como sustrato de las bacterias benéficas (probidticos), debido a su

configuracion 3 en el carbono 2 llegan al colon sin ser digeridas (Mata, 2013).

5.7.1. Caracteristicas

Para que una sustancia dietética se clasifique como prebidtica, se requieren al
menos tres criterios: 1) debe ser resistente a la acidez gastrica, la hidrdlisis por
enzimas de mamiferos y la absorcidon gastrointestinal; 2) debe ser fermentado por
la microbiota intestinal; y 3) la fermentacion del sustrato deberia inducir efectos
luminales/sistémicos beneficiosos dentro del huésped (Kothari y Goyal, 2015;
Valdovinos et al., 2017).

5.7.2. Mecanismos de asimilacion

La microbiota intestinal contribuye al metabolismo energético a través de la
produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) que se producen por la
fermentacién colénica que implica la descomposicidon anaerdbica de la fibra
dietética, las proteinas y los péptidos. Los AGCC son productos bacterianos que
son utilizados por las células epiteliales colonicas humanas, estimulando su
crecimiento asi como la absorcion de sal y agua, aumentando asi la humedad del
bolo fecal a través de la presidon osmaética y consecuentemente mejorando la
motilidad intestinal. En su conjunto, los AGCC acidifican el pH luminal que suprime
el crecimiento de patdégenos y también influyen en la motilidad intestinal (Martinez
etal., 2017).

Los AGCC se pueden usar como fuente de energia por las células del cuerpo
(Koenen et al., 2016). El orden de utilizacion de los AGCC por el colonocito es

butirato > acetato > propionato (Escudero y Gonzalez, 2006).

El butirato es la principal fuente de energia de los colonocitos, estimula la
produccion de moco, la absorcién de iones y la formacion de bicarbonato. El
propionato es metabolizado en el higado actuando de precursor en la
gluconeogénesis y la lipogénesis. Una parte del acetato puede ser metabolizado en
los tejidos periféricos, esencialmente en el musculo, para obtener energia

(Escudero y Gonzalez, 2006; Garcia et al., 2015). El lactato se considera un
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metabolito intermedio en la microbiologia intestinal y solo se acumula cuando hay

una fermentacion rapida de un sustrato (Koenen et al., 2016).

5.7.3. Fructooligosacaridos

En México, los fructanos estan aislados de los agaves, como el principal producto
fotosintético almacenado en el tallo de estas plantas. Debido a la estructura y el tipo
de enlace (B, 2-1 y B, 2-6) de estas moléculas, los fructanos se consideran
prebidticos (Franco y Lopez, 2016). Los fructanos no son digeribles a través de las
enzimas del tracto intestinal debido a la falta de actividad B-fructosidasa (Valdés et
al., 2017), por lo que las moléculas enteras pasan al colon, donde estos polimeros
se fermentan a través de la microbiota intestinal beneficiosa, también conocida
como probiodticos o bacterias del acido lactico (BAL), favoreciendo el crecimiento de

estos microorganismos (Moreno et al., 2014).

El grado de polimerizacién (GP) puede variar de 3 a 60; si el GP esta por debajo de
10, estos polimeros se conocen como fructooligosacaridos (FOS), pero si es mayor
que 10, entonces se llaman inulinas. Los fructanos son conocidos como ingredientes
alimenticios. Los fructanos encontrados en aguamiel han sido propuestos como
prebidticos termoprotectores en el secado por aspersion de Bifidobacterium bifidum
(Ortiz et al., 2008).

5.8. Simbidticos

Simbidticos hace referencia a aquellos alimentos que contienen una mezcla
especifica de bacterias probidticas y sustancias prebidticas (Sarmiento, 2006;
Olagnero et al., 2007; Valdés et al., 2017).

Los simbidticos constituyen un grupo diferente a los probiéticos (Olagnero et al.,
2007). El simbidtico al tener en forma combinada probidticos y prebidticos puede
actuar modulando la microbiota intestinal. Tiene como objetivo que al llegar al
intestino, los probidticos lo hagan acompanados de aquellas sustancias prebidticas,
que ayuden a su crecimiento y colonizacion (Valdovinos et al., 2017), asi como
beneficiar a las bacterias autdctonas en el tracto gastrointestinal (Valdés et al.,
2017).
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Esta fusion de ingredientes funcionales produce efectos sinérgicos dentro de un
producto, durante y después de haber sido consumidos (Mata, 2013), y el término
debe reservarse para los productos que poseen verificacidn cientifica de la
simbiosis, es decir en los cuales los prebidticos favorecen selectivamente a los

probidticos adicionados en este simbiotico en particular (Olagnero et al., 2007).

5.9. Alimentos funcionales

El término “alimento funcional” fue utilizado por primera vez en Japoén a principios
de los afos 80, y desde alli se ha extendido hacia el resto del mundo. Se inicia en
Japon la comercializacidon de alimentos especialmente formulados para cumplir con
una funcion de salud. A estos alimentos se les categorizé como FOSHU (Foods for
Specified Health Uses; Leal et al., 2016).

Por otro lado, la nutricidn actual se orienta a proveer de alimentos que ademas de
los nutrientes, contienen otros compuestos biolégicamente activos que aportan un
beneficio adicional. Asi nacid6 el concepto de alimentos funcionales, cuya
elaboracion no solo contempla la calidad nutricional, tecnoldgica y sensorial, sino
que también contienen naturalmente o se han incluido en ellos componentes
bioactivos (Leal et al., 2016).

Aunque no se ha logrado una definicion del término alimentos funcionales que sea
aceptada globalmente, el concepto general es que “son alimentos o0 componentes
alimenticios cuyo consumo ademas de una nutricion basica, genera beneficios para
la salud y/o reduce el riesgo de enfermedad” (Sarmiento, 2006; Valdés et al., 2017;
Salmerén, 2017).

Operativamente, un alimento funcional puede ser: un alimento natural en el que uno
de sus componentes ha sido mejorado, un alimento al que se ha afnadido un
componente para que produzca beneficios, un alimento del cual se ha eliminado un
componente y producira menos efectos adversos sobre la salud, un alimento en el
cual alguno de sus componentes ha sido modificado quimicamente para mejorar la
salud, un alimento en el que la biodisponibilidad de uno o mas componentes ha sido

aumentada, o combinaciones de las anteriores (Olagnero et al., 2007).
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5.9.1. Caracteristicas

Las condiciones requeridas para que un alimento sea considerado funcional son:

1. Ocasione un beneficio a la salud del consumidor

2. Se demuestren los beneficios saludables obtenidos del consumo del alimento
funcional.

3. Exista una cantidad minima definida de ingesta diaria para alcanzar el beneficio
esperado.

4. Una ingesta mayor a la necesaria para el efecto beneficioso no ocasione ningun
efecto dafiino.
Se consuma en la dieta habitual como cualquier alimento tradicional.
Se indique en su rotulacion la presencia del ingrediente bioactivo y la cantidad
en la que se encuentra.

7. Exista una metodologia analitica que permita identificar y cuantificar el agente
bioactivo.

8. Se puedan demostrar las propiedades saludables del alimento funcional luego

de su consumo a través de biomarcadores de efecto (Leal et al., 2016).
5.10. Evaluacién Sensorial

El instituto de alimentos de EEUU (IFT) define la evaluacion sensorial como “la
disciplina cientifica utilizada para evocar, medir, analizar e interpretar las reacciones
a aquellas caracteristicas de alimentos y otras sustancias que son percibidas por
los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido”. También es considerada
simplemente como: el analisis de las propiedades sensoriales, se refiere a la
medicidn y cuantificacion de los productos alimenticios 0 materias primas evaluados
por medio de los cinco sentidos. La palabra sensorial se deriva del latin sensus que
significa sentido (Hernandez, 2005). El analisis sensorial es considerado una ciencia
multidisciplinaria estructurada a partir de principios cientificos relacionados con
diferentes areas de conocimiento tales como ciencias de los alimentos, psicologia,
estadistica, sociologia, fisiologia humana y conocimiento sobre practicas de

preparacion de productos, con el propdsito de obtener resultados objetivos de la
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forma en que los alimentos son percibidos por los seres humanos a través de los
sentidos (IfAigo, 2013).

La evaluacidn sensorial desempena un papel importante en el desarrollo del
producto asegurando el atractivo y la aceptacion de nuevos productos y recetas,
utilizando las sugerencias e indicaciones de los consumidores, capaces de realizar
cambios en las caracteristicas del producto a través de la receta y / o modificaciones
de parametros del proceso. Por lo tanto, la evaluacién sensorial es una parte critica
de las investigaciones sobre el desarrollo de alimentos funcionales (Starowicz et al.,
2018).

Las pruebas sensoriales empleadas en la industria de alimentos, se dividen en tres
grupos: pruebas discriminativas, pruebas descriptivas y pruebas afectivas
(Hernandez, 2005).

5.10.1. Pruebas Descriptivas

El analisis descriptivo es una metodologia sensorial que proporciona descripciones
cuantitativas de los productos, obtenidas de las percepciones de un grupo de
sujetos calificados. Es una descripcién sensorial completa, teniendo en cuenta
todas las sensaciones que se perciben: visual, auditiva, olfativa, cinestésica, etc.,
cuando se evalua el producto. La palabra "producto" se usa aqui en sentido
figurado; el producto puede ser una idea o un concepto, un ingrediente, un
protoconcepto, un prototipo o un producto terminado tal como fue comprado y
utilizado por el consumidor. La evaluacion se define en parte por las caracteristicas
del producto segun lo determinado por los sujetos y en parte por la naturaleza del
problema (Stone et al., 2012). Su principal objetivo es la descripcion de las
caracteristicas sensoriales de los productos, pruebas de almacenamiento, control
de calidad, desarrollo de nuevos productos y sobre lo que se debe cambiar para
tener el perfil sensorial deseado por el consumidor, relacion de parametros
fisicoquimicos con sensoriales, para acercarse a un punto de referencia y para

detectar las diferencias ocasionadas por el cambio de un ingrediente (Garcia, 2016).
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5.10.2. Analisis Descriptivo Cuantitativo

Este tipo de prueba consiste en analizar varios atributos sensoriales de un alimento
como el sabor, la textura y la apariencia, esto indica que se combinen dos tipos de
pruebas: la escala de categorias y la prueba de perfiles. Cada panelista debe
asignarle un valor a la intensidad percibida, ademas de cuantificar, también se
puede describir o cualificar sensorialmente el producto. La prueba de analisis
cuantitativo se desarrolla en dos momentos. El primero se realiza en grupo en donde
se determinan los atributos que se van a evaluar de alimento, ademas de aclarar
todas las dudas que se tengan en cuanto a la terminologia empleada (Hernandez,
2005).

Palabra Palabra
ancla ancla

Iy
" La marca se convierte a un valor numérico

midiendo la distancia desde la izquierda hasta el
final de la linea.

Figura 3.- Ejemplo de una escala de calificacion gréafica (o escala de linea) utilizada
para obtener medidas de intensidad relativa de los sujetos. Modificada de Stone et
al., 2012.

Debido a que las pruebas descriptivas convencionales como el Analisis Descriptivo
Cuantitativo, Perfil de Textura, etc., requieren de jueces entrenados y de un largo
tiempo para poder realizar las evaluaciones, se han desarrollado otro tipo de
pruebas rapidas como el Perfil de Libre Eleccion, Perfil Flash y Perfil Ultra flash etc.,
que se diferencian de los convencionales en que no requieren jueces entrenados,
pero para su analisis requieren de la transformacién de los datos y del uso de

metodologias multivariadas como el General Procrustes Analysis.
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5.10.3. Perfil Flash

Segun Dairou y Sieffermann (2002), el Perfil Flash es una combinacién original de
seleccidn de términos de libre eleccion con un método de clasificacion basado en la
presentacion simultanea de todo el conjunto de productos. Un procedimiento de
servicio simultaneo permite una discriminacion ligeramente mejor al proporcionar
una comparacion directa de las muestras. El perfil flash no necesita capacitaciéon
porque el uso de la escala ordinal es intuitivo. Ademas, a los sujetos no se les pide
que califiquen la intensidad, sino que clasifiquen las muestras para cada atributo.
La hipdtesis que se prueba es que esta metodologia podria proporcionar la misma
descripcion de un conjunto de productos que el perfil convencional, pero mas
rapidamente al evitar la fase de capacitacion y al reducir los términos en la fase de

generacion.

En el perfil flash en la primera sesion los evaluadores reciben un conjunto completo
de productos y se les pide que generen individualmente descriptores sensoriales
que distingan a los productos. En este proceso los evaluadores son instruidos para
evitar términos heddnicos. Una vez que se tienen todos los descriptores se realiza
una sesidon grupal para hacer una lista de atributos y se les pide a los jueces
actualizar sus propias listas individuales si lo requieren. En la siguiente sesion, se
le da al panelista la totalidad de atributos definidos. En sesiones posteriores se
repite el proceso de clasificacion de los atributos. El perfil flash también se puede
utilizar en la etapa inicial de un proyecto para crear los atributos sensoriales para el

analisis descriptivo convencional (Hernandez, 2017).

5.10.4. Analisis de procrustes generalizado

El andlisis de procrustes generalizado permite el analisis estadistico de los
resultados de perfiles de libre eleccién y perfil flash. Es un método multivariado
utilizado ampliamente en evaluacién sensorial perteneciente a los métodos de
andlisis de datos derivados de individuos. Este analisis es un consenso
multidimensional que utiliza la rotacién, la traslacion y el escalamiento para dar

cuenta de las diferencias de los panelistas, es decir, que reduce el efecto del uso
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de la escala heddnica y analiza la proximidad de los términos que son utilizados por

diferentes evaluadores para describir los productos (Garcia, 2016).

El GPA tiene como objetivo tratar de conseguir que los mismos objetos estén tan
cerca como sea posible, mediante diferentes transformaciones, obteniéndose una
matriz consenso con los datos de cada uno de los panelistas. Una vez que se tiene

una matriz consenso, se realiza una grafica de PCA (Zea, 2016).

5.10.5. Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) es un método
bien conocido utilizado en numerosas aplicaciones estadisticas. Se puede usar para

diferentes métodos y los dos siguientes son muy frecuentes:

1) EI PCA a menudo se considera como una herramienta descriptiva para explorar
y visualizar conjuntos de datos multivariados. A continuacion, se utiliza como una
forma de resumir los datos y proporcionar su mejor representacion en un espacio

de dimensiones inferiores.

2) A menudo es un paso de pre-procesamiento antes de aplicar, por ejemplo,
meétodos de agrupamiento: el agrupamiento se realiza en los primeros componentes
principales. Dado que los componentes principales son variables no
correlacionadas ordenadas de modo que las primeras den cuenta de la mayor
variabilidad posible en los datos, dicha etapa de procesamiento puede considerarse
como eliminacion de ruido. De hecho, los primeros componentes se consideran
como la estructura, mientras que los ultimos se consideran como ruido (Josse y
Husson, 2012).

El objetivo principal del PCA es la explicacion de gran parte de la variabilidad de los
datos originales como sea posible con el menor numero de estos componentes
como sea posible (aunque es posible obtener muchos de ellos, ya que hay variables
originales). EI PCA reduce el numero de p variables originales en un niumero menor
de variables no observables k que son combinaciones lineales de los originales
(Rivas, 2014).
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La interpretacion del PCA se debe contemplar:

1.- La suma de la informacion del primer y segundo (%) eje, este es llamada
representacion acumulada; la informacién faltante, suele ser representada por las

demas dimensiones.

2.- Las muestras se encuentran cercanas a los vectores de los atributos que las

representan.

3.- Mientras mas cercanos estén los productos entre si en la proyeccion, se

demuestra semejanza entre sus propiedades sensoriales.

4.- Cuando existe referencia, cuanto mas se acerque al centro sera considerada
como mejor referencia puesto que representa al “promedio” de acuerdo con los

atributos calificados (Flores, 2017).
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6. JUSTIFICACION

Durante los ultimos afos, el consumo de alimentos funcionales, organicos y
naturales ha ido en aumento, asi como el consumo de probidticos. Dado que en
México, el consumo de probidticos se encuentra limitado a unos cuantos productos
que en su mayoria son lacteos (Gutiérrez, 2015), y que en promedio el 15% de los
adultos mexicanos resulta ser intolerante a la lactosa (Rosado, 2016), el desarrollo
de una bebida funcional a partir de aguamiel con la cepa P45, con posibles
propiedades simbidticas permitira una alternativa viable, de mayor estudio y
aplicacion para aquella poblacién representativa que es susceptible al consumo de
productos de origen lacteo, asi como para personas con problemas diabéticos que

requieren una dieta especial.
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7. HIPOTESIS

La cepa de Leuconostoc mesenteroides P45 caracterizada por su potencial
probidtico in vitro e in vivo, al ser utilizada como cultivo iniciador en una muestra de
aguamiel proveniente de la regidén de Huitzilac, Morelos sera capaz de fermentar la
muestra, desarrollarse en el medio y mantener las caracteristicas de resistencia a
pH acido y sales biliares, asi como el efecto antagonista contra microorganismos
patogenos, finalmente aportara caracteristicas sensoriales a la bebida final, para
cumplir con las expectativas de los consumidores de este tipo de productos de

innovacioén biotecnoldgica.
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8.

8.1.

OBJETIVOS

Objetivo General

Elaborar una bebida funcional con posibles propiedades simbidticas, utilizando

como

medio de desarrollo una muestra de aguamiel proveniente de Huitzilac,

Morelos y como cultivo fermentador la cepa de Leuconostoc mesenteroides P45.

8.2.

Objetivos Particulares

Obtener el perfil de resistencia y susceptibilidad a antibidticos de la cepa
probidtica.

Realizar una fermentacion de aguamiel, utilizando como cultivo iniciador, la
cepa de Leuconostoc mesenteroides P45, aislada del pulque.

Determinar la resistencia de la cepa probidtica desarrollada en aguamiel, a
condiciones de pH acido y sales biliares, simulando condiciones del tracto
gastrointestinal, a distintos tiempos de fermentacion.

Evaluar la actividad antimicrobiana de la cepa probidtica desarrollada en
aguamiel, contra microorganismos patéogenos a distintos tiempos de
fermentacion.

Evaluar el perfil sensorial de las muestras de aguamiel para conocer sus
atributos de aspecto, olor, sabor, textura y resabios para relacionarlos con

sus ingredientes y los metabolitos productos de la fermentacion.
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9. MATERIAL Y METODOLOGIA

En la Figura 4 se muestra el diagrama general de la metodologia empleada para la elaboracién de la bebida, asi como todas las

determinaciones llevadas a cabo durante el estudio

L. mesenteroides Obtencidn de aguamiel
P45 l
Preparacién de indculo
v
Reactivacidn >
” Evaluacion d .
valuacion de -
Identificacién de pureza parametros P Fermentacion
incid X o durante 14 dias
y tincion de Gram »| Cuenta en placa (control) microbioloégicos
v
v _ > Evaluacidon a condiciones de « Evalua_ci_c’)n de p'_arémetros
Conservacién a largo estrés ambiental fisicogquimicos
plazo
¥
\J hJ ¥ pH
Bajo condiciones Efecto antagonista Resistencia y o
gastrointestinales contra microorganismos susceptibilidad a Cuantificacion de
patégenos antibidticos productos de fermentacion
i '
pH acido 1% Sales .
(3.5) biliares Evaluacién sensorial

Cuentaenplacaa b
y 24 horas

Figura 4. Metodologia de elaboracién de la bebida a partir de aguamiel y determinaciones llevadas a cabo en el
estudio
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9.1. Activacioén
9.1.1. Leuconostoc mesenteroides P45

A partir de la cepa de Leuconostoc mesenteroides P45 aislada del pulque (Campos,
2010), conservada en crioviales con caldo MRS (Difco) a -70 °C y glicerol al 50%
(m/v), se realiz6 la activacion de la cepa en caldo MRS utilizando un palillo estéril,
incubando a 28 °C durante un periodo de 24 horas. Posteriormente se realizé una
segunda activacioén utilizando 100 pL de la cepa previamente activada y colocando
el volumen en 4.5 mL de caldo MRS, incubando nuevamente durante 24 horas a
28°C. Esta etapa se realizd cuando fue necesario emplear la cepa a lo largo del

presente trabajo.
9.1.2. Cepas empleadas en ensayos de antibiosis

Para realizar la deteccion de la actividad antagonica de la cepa probidtica contra
microorganismos utilizados como patogenos, el Cepario del Departamento de
Biologia de la UNAM proporciond las siguientes cepas: Bacillus cereus CFQ-B-230,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 11229, Enterococcus faecalis
QB, Listeria monocytogenes CFQ-B-103, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Streptococcus pyogenes CFQ-B-218 vy
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Las cepas de E. coli, P.
aeruginosa y S. enterica se conservaron en medio Luria (DIBICO), mientras que el
resto de las cepas se conservaron en medio BHI (BIOXON). El crecimiento de todas
las cepas se llevo a 37 °C durante 24 horas, posteriormente, la conservacion de los
microorganismos se llevo a cabo de la misma manera que se menciona en el punto
9.3.

9.2. Identificacién de purezay tincién de Gram

Utilizando el caldo MRS con la segunda activacion de la cepa, se realizé el inéculo
del microorganismo en una placa con agar MRS mediante la técnica de estriado
radial, dejando incubar la placa durante 24 horas a 28°C. Después del tiempo de
incubacion se observé el crecimiento y caracteristicas morfocoloniales en el agar.

Se seleccion6 una de las colonias aisladas obtenidas y se realizdé una tincion de

35

——
| —



Gram para observar y comprobar que las caracteristicas microscépicas, coincidian

con lo reportado en la literatura y en trabajos previos.

9.3. Conservacion de las cepas.

Se inocul6 cada una de las cepas utilizadas en el trabajo en su medio
correspondiente (MRS, luria y BHI; inciso 9.1.2.), por la técnica de estriado masivo
con el fin de obtener el mayor crecimiento posible en la placa, dejando incubar
durante un periodo de 24 horas a 28°C para la cepa P45 y a 37°C durante 24 horas
para el resto. Posteriormente, se tom6 la mayor cantidad posible de colonias de
cada una de las placas y se colocaron en tubos con 4.5 mL de caldo MRS, luria y
BHI, hasta observar turbidez. Se colocaron 500 uL del cultivo resultante en
crioviales, adicionando 500uL de solucion de glicerol al 50% (m/v), homogeneizando
y conservando por ultracongelacion a -70°C. La conservacion de cada cepa se

realiz6 por triplicado.

9.4. Cuantificacién de la cepa probiotica

De uno de los crioviales mantenidos en ultracongelacion se realizo la activacién por
triplicado de la cepa (inciso 9.1). A partir del crecimiento en el medio MRS se
realizaron diluciones decimales seriadas en agua peptonada 0.1% (m/v) hasta 10~".
Se inoculd 100 uL de las diluciones 104a 107, plaqueando por extension superficial
con perlas de vidrio en agar MRS. Las placas fueron incubadas a una temperatura
de 28°C durante 24 horas. Al cabo de este tiempo, se realizo el conteo de las placas,
tomando como criterio de cuantificacion aquellas que contenian entre 30 y 300
unidades formadoras de colonias (UFC). La determinacion se llevé a cabo por

triplicado.

9.5. Cuantificacién control de la resistencia a pH acido y sales biliares a
5y 24h

Para realizar la cuantificacion de tolerancia a medio acido y sales biliares, se utilizé

un cultivo de la cepa probidtica con crecimiento de 24 horas. Se midié la DO en el

espectrofotometro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) y se ajusté la D.O.s00nm a 0.2

para calcular el volumen a afadir a los medios ajustados a las siguientes

36

——
| —



condiciones: a) 4.5 mL de caldo APT (Difco) pH 3.5y b) 4.5 mL de caldo APT con
1% de sales biliares (OXOID). Después de realizar el indculo, cada medio se incub6
durante 5 horas simulando condiciones que los alimentos tardan en ser digeridos y
a 24 horas para determinar el porcentaje de resistencia final. En ambos tiempos se
efectuaron diluciones decimales seriadas hasta 107, plaqgueando Unicamente 100
uL de las diluciones 10*a 107 en agar APT e incubando a 28 °C durante 24 horas.
Cada una de las determinaciones se realizo por triplicado y para el calculo final se
consideraron las placas que tuvieran entre 30 y 300 unidades formadoras de
colonias. El objetivo de esta determinacién fue tener un control sobre el crecimiento
de la cepa probidtica en un medio con todos los nutrientes necesarios para su

crecimiento y determinar la resistencia y viabilidad de la cepa en la bebida final.

9.6. Evaluacion de la resistencia y susceptibilidad a antibiéticos
mediante el sistema VITEK.

Con el fin de obtener el perfil de sensibilidad antimicrobiana de la cepa probidtica

se realizo el ajuste de turbidez con el equipo Densicheck (BioMérieux) en la escala

de McFarland entre 0.5 y 0.63 unidades de 3 mL de solucidn salina estéril en un

tubo de ensaye de poliestireno, utilizando una placa con colonias de la cepa L.

mesenteroides P45 de 24 horas de incubacion.

Posteriormente la solucidn saturada con el microorganismo se coloco en el cassette
del equipo asi como la tarjeta de sensibilidad AST-GP67 (REF 22 226),
registrandola a través del cédigo de barras en el software del equipo y finalmente
introduciendo dentro de la solucién, el tubo de transferencia.

Una vez dentro del equipo, la tarjeta de sensibilidad fue llenada automaticamente
con la solucién microbiana, posteriormente sellada y finalmente se introdujo en el
equipo VITEK para su lectura e incubacion.

Transcurrido el tiempo de identificacion del perfil de la cepa, se procedio a desechar
tanto la tarjeta como el tubo de poliestireno asi como registrar el perfil de resistencia
y susceptibilidad a antibi6ticos, de tal manera que se pudieran interpretar de manera
adecuada los resultados, agrupados en tres categorias distintas: perfil susceptible,

intermedio o resistente.
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La tarjeta utilizada para esta metodologia conté con los siguientes antibiéticos:
Bencilpenicilina, ampicilina, ampicilina/sulfactam, gentamicina de nivel alto,
estreptomicina de nivel alto, ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino,
eritromicina, clindamicina, quinupristina/ dalfopristina, linezolid, vancomicina,

tetraciclina y nitrofurantoina.

9.7. Evaluacion control de la resistencia antimicrobiana contra
microorganismos patégenos

9.7.1. Reactivacién y preparacion de la prueba

Se realizé la recuperacion de la cepa probidtica de manera que se menciona en el
punto 9.1. Posteriormente, utilizando el equipo Vortex (Thermolyne) se
homogeneiz6 la muestra durante aproximadamente 15 segundos, procurando que
se generara el vortice al centro del tubo. Posteriormente se transfirieron 4 gotas de
3 yL cada una de la muestra a zonas diferentes en placas con agar APT, para cada

uno de los microorganismos contra los que se determino la actividad antagodnica.

9.7.2. Preparacién de microorganismos

Se reactivo cada uno de los microorganismos mencionados en 9.1.2 en sus medios
liquidos correspondientes, dejandolos en incubacion durante 24 horas a 37 °C.
Pasado el tiempo de activacion, se recurrid a una segunda reactivacion de los
microorganismos con el fin de utilizar células completamente viables. El segundo

periodo de activacion se llevo a cabo bajo las mismas condiciones.

Pasado el tiempo de la segunda activacion, se procedié a medir la turbidez de los
medios con cada microorganismo patdégeno correspondiente y llevando a cabo el
ajuste a DOsoonm = 0.2, con el fin de obtener el volumen final de patégeno a adicionar
en 9 mL de agar suave (caldo BHI o Luria, con 0.5% de agar bacteriolégico DIBICO),
el cual se encontraba previamente fundido y a una temperatura aproximada de 50
°C. Una vez obtenida la mezcla final de patégeno con medio semisdlido, se procedio
a homogeneizar la muestra durante 15 segundos, procurando en cada ocasion,
generar el vértice. Se realizé cada mezcla de la misma manera para los 9

microorganismos patogenos utilizados.
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9.7.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Una vez realizada la mezcla de patdbgeno adecuadamente, se procedié a verterla
en las placas obtenidas de manera que se menciona en el punto 9.7.1, procurando
que el vertido se realizara en la parte media de la placa y generando su extensién
hacia los alrededores de la misma, siguiendo el mismo procedimiento para todos
los microorganismos. Una vez solidificado el agar, se realizd la incubacién de las
placas a 37 °C durante 24 horas y posterior al tiempo de incubacién, se determiné
cuantitativamente el efecto antagonista contra patégenos de la cepa probiética P45,
observando la presencia o ausencia de halos de inhibicidn, registrando su diametro

en mm.

9.8. Obtencion de la muestra de aguamiel

Se tratd un lote de aguamiel dividido en 3 lotes de aproximadamente 2L cada
muestra, codificadas como A, By C. Estos se obtuvieron de la poblacién de Huitzilac
en el Estado de Morelos. Cada una de las muestras se colocé en recipientes
estériles con un volumen aproximado de 500 mL cada uno y se transportaron al
laboratorio 4 del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Posteriormente las
muestras fueron filtradas para eliminar cualquier contaminacion fisica que pudiera
disminuir la calidad del aguamiel. Se realizo el tratamiento térmico de las muestras
en autoclave bajo las siguientes condiciones: 110 °C durante 10 minutos, con el fin
de evitar reacciones de Maillard y de reducir la carga microbiana inicial de las
muestras que pudiera interferir con el analisis. Una vez listas las muestras, se
transportaron en hielo al Cepario de la Facultad de Quimica, en donde se
almacenaron bajo condiciones de refrigeracion (10 °C) hasta el momento de su uso.
Las muestras se obtuvieron de diferentes magueyes con el fin de homogeneizar
todo el lote y eliminar los factores intrinsecos asociados a la planta y establecer

como unica variable de estudio, el uso de la cepa probidtica.
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9.9. Fermentacion del aguamiel con la cepa probiotica
9.9.1. Realizacién del pre-indculo

Se activo la cepa probidtica de manera mencionada en 9.1.1. Posteriormente se
realizo el ajuste de la DOsoonm @ 0.2 y se realizd una cuenta en placa, determinando
~108 UFC/mL como el control inicial para inocular en un volumen total de 10 mL de
aguamiel estéril. El ajuste final para realizar el in6culo se determin6 al 10% (v/v) del

volumen antes mencionado. Se incubd durante 24 h a 28 °C.

9.9.2. Volumen y condiciones de fermentacion

De la solucion saturada de aguamiel obtenida en el paso anterior, se midié la DOsoo
nm para determinar el crecimiento de la cepa. Posteriormente se determinaron 100
mL como volumen final de la bebida a fermentar, por lo que del pre-cultivo se afadio
el 1% (v/v) al volumen total a fermentar. Se realiz6 la incubacion de los matraces
con aguamiel durante 24 h a 28°C. Al final del periodo de incubacion de la bebida,
se refrigeraron los matraces durante un periodo de tiempo de 14 dias a una

temperatura de 10 °C.

9.9.3. Medicion de pH a diferentes tiempos de fermentacion

Una vez inoculada la cepa probidtica en los volumenes finales de aguamiel y
finalizado el tiempo de fermentacion de 24 horas a 28 °C, se tomaron 10 mL de cada
una de las muestras y se midié el pH de la bebida con el uso del potencidmetro
AE150 pH (Fisher Scientific). Los tiempos de medicién establecidos fueron: 0 y 24
horas después de iniciada la fermentacion, 7 y 14 dias bajo condiciones de
refrigeracion, con el fin de determinar el pH final de la bebida. La medicion se realizé
por triplicado para cada lote y para todos los tiempos de fermentacion mencionados

anteriormente.

9.9.4. Evaluacion de la resistencia a condiciones gastrointestinales en
aguamiel

Se realizé la evaluacion de la resistencia a pH acido y sales biliares a diferentes

tiempos de fermentaciéon (Oh y 24h), y bajo condiciones de refrigeracion (7 y 14 dias)
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con el fin de dar seguimiento a los cambios fisicoquimicos y sensoriales que se

presentaban durante la elaboracion de la bebida.

De igual manera, se realizaron ensayos de actividad antimicrobiana para cada lote
contra microorganismos utilizados como patdégenos con el fin de determinar si la
cepa mantenia la actividad antagonista. Los tiempos bajo los cuales se realizaron
los ensayos se determinaron de la siguiente manera: fermentacion durante 24 horas

a 28 °C, 7 y 14 dias bajo condiciones de refrigeracion a 10°C.

Cada una de las determinaciones se llevo a cabo de manera que se menciona en
los puntos 9.5y 9.7 respectivamente, ademas se realizaron por triplicado para cada

lote.

9.10. Cuantificacion de azucares presentes en aguamiel y productos de
fermentacion por HPLC

Se realizé la centrifugacidon de las muestras de aguamiel obtenidas después de 14
dias de la fermentacion, centrifugando 15 mL de cada uno de los lotes durante 5
minutos a 12000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5410. Posteriormente, las
muestras de aguamiel se filtraron a través de una membrana de 0.45um y se
separaron en una columna de acidos Aminex C-18 (BioRad®). El analisis de HPLC
se realiz6 en un equipo Waters (Millford, MA), el cual cuenta con una bomba
cuaternaria 600E, inyector automatico 717, indice de refraccion 2410 y detector de

arreglo de diodos 996.

La cuantificacion se llevé a cabo utilizando estandares previamente inyectados, de
cada metabolito determinado (glucosa, fructosa, sacarosa). Como resultado, se
obtuvo la curva patron de cada estandar [concentracion (g/L) vs altura], y utilizando
los parametros de correlacion (R?) se obtuvo la linearidad de los datos. Finalmente,
los valores de altura de cada una de las muestras obtenidas de aguamiel, se

ajustaron al intervalo de cada curva.
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9.11. Evaluacion sensorial: Perfil Flash

9.11.1. Preparacién de las muestras
Se realizo el Perfil Flash en el dia 13 de fermentacion, de tres muestras de aguamiel
previamente mantenidas durante ese periodo de tiempo bajo condiciones de
refrigeracion (10 °C), utilizando como cultivo iniciador de la fermentacion la cepa de
Leuconostoc mesenteroides P45. Se colocaron 30 mL de cada una de las muestras
en vasos de plastico del #0 codificados con 3 digitos de numeros aleatorios. Las
muestras se conservaron bajo condiciones de refrigeracion a 10 °C hasta el
momento de la evaluacion. Se muestra en la Figura 5 un ejemplo de la presentacién

de muestras para su evaluacion sensorial.

Agua para Recipiente para
€njuague expectoracién de muestras

Cuestionario
y lapiz

Muestras codificadas Bandeja para servir
muestras

Figura 5.- Ejemplo de presentacion de muestras para evaluacion sensorial. Tomada de Stone
et al., 2012.

9.11.2. Generacién de atributos

Se realizd una sesién a la que acudieron jueces entrenados en metodologia
descriptiva con el fin de generar los atributos de las tres muestras de aguamiel.
Durante la sesién, a cada uno de los jueces, se le presentd una charola con las tres
muestras de aguamiel, asi como un vaso de agua potable, servilletas y una galleta,
con el fin de no saturar a los gustos de los jueces. De cada una de las muestras se

le pidi6 a los jueces que sefialaran todos los atributos que eran capaces de percibir,
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con el fin de agruparlos en las siguientes categorias: aspecto, color, sabor, textura

y otras caracteristicas perceptibles.

Posteriormente en una reunion grupal se revisaron los atributos generados por el
grupo de jueces y se seleccionaron aquellos que consideraron importantes de ser

evaluados.

9.11.3. Elaboracion de cuestionarios

Una vez definidos los atributos a evaluar para las muestras de aguamiel se procedio
a realizar el disefio de los cuestionarios mediante el uso del software estadistico
FIZZ versidon 2.3 por Byosystemes. Se utilizdé una escala estructurada de 10 puntos
como se muestra en la Figura 6, en la cual, el punto O indica la ausencia del atributo

y 10 la intensidad mas alta.

Intensidad
Ausencia Aumento en la intensidad Intensidad
de atributo del atributo elz;/rzi:ltijat c()1e

Figura 6. Escala utilizada para la descripcién de la intensidad de atributos

9.11.4. Evaluaciéon sensorial de las muestras

Se evaludé sensorialmente tres muestras de aguamiel con ayuda de un panel
conformado por 23 jueces, de los cuales 16 eran mujeres y 7 hombres, con un rango
de edad entre 20 y 38 afos. Las muestras se prepararon de manera que se
menciona en el punto 9.10.1 de este apartado. La evaluacion se realizé bajo
condiciones controladas de la siguiente manera: bajo luz blanca, en mamparas
blancas con una charola que contenia las tres muestras previamente codificadas,
servilletas y un vaso con agua purificada, asi como computadoras en las que se
cargaba automaticamente el cuestionario previamente disefiado, mediante el
empleo de la técnica de Perfil Flash. La evaluacion sensorial de las muestras se

llevd a cabo en el anexo del laboratorio de Evaluacion Sensorial del Departamento
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de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la UNAM en el dia 13

de la elaboracion de la bebida.
9.11.5. Analisis estadistico

Para el desarrollo de la metodologia sensorial final, se utilizo el software electrénico
FIZZ (2.3) modulo Acquisition (BYOSISTEMES, 2007, Courtenon, France). El
analisis de los datos obtenidos se llevd a cabo mediante el software estadistico
XLSTAT version 10.0 (2012, Addinsoft) mediante el Analisis de Procrustes
Generalizado (PGA por sus siglas en inglés). En este analisis se procesan los datos
originales mediante una transformacién de la matriz de los resultados de cada juez
resolviendo las diferencias producidas por el efecto de escala, el efecto de
interpretacion y el efecto de magnitud, con la restriccion de conservar las
proporciones entre los productos para cada juez, es decir el analisis Procrustes
fuerza a cada una de las matrices formadas por cada uno de los individuos a formar

un solo consenso espacial (Dijksterhuis, 1996; Lawless y Heymann, 1998).

Una vez que se tiene una matriz consenso, los promedios grupales espaciales de
todos los jueces por muestras, se les realiza un Analisis de Componentes
Principales (ACP), por el cual podemos obtener un porcentaje que expliquen la

varianza de estas dimensiones (Dijksterhuis, 1996).
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10.RESULTADOS Y DISCUSION
10.1. Recuperacion y tincion de Gram de la cepa probiética

Para la evaluacion de la pureza de cada cepa utilizada, se observo la morfologia de
las colonias en sus respectivos medios de cultivo y de una colonia aislada de cada
placa, se realizo tincion de Gram, observando los resultados en la Figura 7 para la

cepa probiotica y en la Tabla 2 para el resto de los microorganismos.
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Figura 7.- Morfologiay Gram de L. mesenteroides P45 desarrollada en caldo APT, incubada

a 28 °C por 24 horas. Aumento total: 1000 X (diplococos, Gram positivos).

La observacion macroscopica de colonias bacterianas condujo a la seleccidon de
colonias grandes y blancas, semitransparentes de 0.5 — 1.5 mm de ancho que
tenian una forma lenticular en agar MRS (Cervantes et al., 2008; Benmechernene
et al., 2014). Las cepas de Leuconostoc son bacterias Gram positivas y las células
generalmente son cocos ovoides, que a menudo forman cadenas durante el
crecimiento exponencial (Pujato et al., 2015), son inméviles, no forman esporas,
anaerobias facultativas con caracteristicas mesofilicas, con un crecimiento 6ptimo
entre 20 y 30 °C (de Paula et al., 2014).

Sanchez-Marroquin (1953), caracterizé microbioldgicamente muestras de aguamiel,
sin embargo, no fue hasta el 2007 cuando Lozano reporté en una muestra de
aguamiel y al inicio de la fermentacion, la presencia de L. mesenteroides como

cocos Gram positivos de diferentes tamanos, asociados en cadenas, sin embargo,
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las caracteristicas morfoldgicas de este estudio concuerdan con lo reportado por
Campos (2010), y Arenas (2015), quienes indican que la morfologia de la cepa L.
mesenteroides se presenta microscopicamente como diplococos Gram positivos y
macroscopicamente con colonias redondas medianas, brillantes y con borde liso,

respectivamente.

Tabla 2. Caracteristicas morfocoloniales y microscépicas de cepas utilizadas como

patdgenos.
Morfologia Caracteristicas Morfologia Caracteristicas
Cepa ) . ] Cepa ) o )
microscopica @ morfocoloniales microscépica morfocoloniales
Colonias grandes, . .
B. cereus CFQ- ) ) P. aeruginosa i Colonias grandes,
Bacilos Gram +  secas, sin bordes Bacilos Gram -
B-230 . ATCC 27853 redondas, secas.
definidos.
Colonias
- Colonias planas, )
B. subtilis ) S. aureus circulares,
Bacilos Gram +  secas, con bordes Cocos Gram +
ATCC 6633 ) 6538 convexas,
irregulares.
blancas.
Colonias
Colonias
pequefias Cocos Gram + ~
] S. pyogenes pequefias,
E. coli 11229 Bacilos Gram - circulares, en
CFQ-B-218 redondas, de
redondas y estreptococos
bordes definidos.
convexas.
Colonias S. enterica Colonias
pequefias serovar. medianas,
E. faecalis QB Cocos Gram + Bacilos Gram -
puntiformes, Typhimurium redondas de
redondas. ATCC 14028 bordes redondos.
L. Colonias
monocytogenes Bacilos Gram + pequefias,
CFQ-B-103 puntiformes.

Para el resto de las cepas utilizadas en el estudio, se muestra en la Tabla 2, las
caracteristicas macroscoépicas observadas por la presencia de colonias aisladas en

sus respectivos medios de cultivo, asi como las caracteristicas microscopicas
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observadas después de haber realizado tincion de Gram y corroborado la pureza

de las mismas.

10.2. Cuantificacion de la cepa probidtica

La cuenta de las células viables de la cepa P45 cuando se encuentra en medio APT,
apropiado y que cumple con todos sus requerimientos nutrimentales, resulté de 28
x 108 UFC/mL (100%) después de haberse incubado por 24 horas a 28 °C. La
cuantificacion posterior al ajuste de la DOsoonm = 0.2 mostré el descenso de una
unidad logaritmica en la cuenta de células de la cepa P45, obteniendo como
resultado 30 x 10”7 UFC/mL (89.3%), bajo las mismas condiciones de incubacion.
Las cuentas se realizaron con el fin de tener una referencia sobre el crecimiento del
microorganismo y poder realizar la comparacion sobre su capacidad de crecimiento,
asi como la posible viabilidad que pudiera tener la cepa en la bebida final. Para cada
valor de cuantificacion mostrado, se presenta el resultado promedio de tres
determinaciones para cada condicion. El porcentaje de recuperacién mostrado
indica el numero de células viables que se encontraron posterior al ajuste de la
DOsoonm.

10.3. Obtencion del perfil de resistencia y susceptibilidad a antibiéticos
mediante el sistema VITEK.

La resistencia a los antibidticos se ha convertido en un importante problema de
salud publica y atrae el interés de los profesionales de la salud y la investigacion de
todo el mundo. La principal preocupacion es el aumento de la resistencia a los
antibidticos y la posible propagacion de los genes de resistencia a las bacterias
patdogenas (Sharma et al.,, 2014). Los alimentos fermentados actuan como
reservorios de numerosas bacterias viables, incluidas las bacterias resistentes a los
antibiodticos, que pueden transferirse al intestino a través del consumo de alimentos
(Jeong y Lee, 2015).

Con base en lo anterior, en este trabajo, la cepa P45 de Leuconostoc mesenteroides
fue evaluada por primera vez respecto al perfil de resistencia y susceptibilidad a

antibidticos. A partir del estudio realizado mediante el sistema VITEK, se muestra
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en la Tabla 4 los resultados del perfil obtenido para la cepa probidtica (los resultados
completos de la tarjeta de antibioticos utilizada se muestran en el Anexo 4). Se
observa, que el microorganismo es resistente a los antibidticos clindamicina,
vancomicina y nitrofurantoina. Sharma et al. (2014) muestran resultados similares
por parte de cepas de Leuconostoc sp. y Pediococcus sp. las cuales presentaron

resistencia intrinseca a la vancomicina.

Se utilizd una tarjeta con pruebas de susceptibilidad antimicrobiana AST-GP67, la
cual muestra un perfil fenotipico de sensibilidad o resistencia bacteriana. La cualidad
de la tarjeta utilizada es que dentro de la variedad de organismos especificados para
Su uso se mencionan estreptococos, estafilococos y enterococos. Sin embargo,
debido a la falta de adicion de nuevos fenotipos a la base de datos AES (sistema
Experto Avanzado), permitié unicamente la seleccion de una cepa de Enterococcus

spp., por lo que pruebas mas especificas para la cepa utilizada son necesarias.

de Paula et al. (2014), establecen que la resistencia intrinseca a vancomicina por
parte de Leuconostoc spp., es debida a las caracteristicas particulares de su pared
celular, que presenta D-lactato en lugar de una D-alanina en la capa de
peptidoglicano; sin embargo, la resistencia a los antibidticos de L. mesenteroides
parece ser dependiente de la cepa y esta relacionada con el entorno en el que se
aislo la cepa. Por otra parte, la resistencia a la vancomicina es de gran preocupacion
porque la vancomicina es un antibidtico de amplio espectro contra las infecciones
clinicas causadas por patdgenos resistentes a multiples farmacos. Los cultivos que
muestran resistencia a este antibiético generalmente son peligrosas porque pueden
causar la propagacion de cultivos patdgenos resistentes a los medicamentos que
causan enfermedades incurables; sin embargo, algunos autores (de Paula et al.,
2014) consideran que la resistencia a los antibidticos especificos puede ser

deseable, como en los tratamientos que involucran diarrea inducida por antibidticos.

Por otra parte, puede observarse en la Tabla 4, que la cepa resulté ser susceptible
a los antibidticos bencilpenicilina, eritromicina, moxifloxacino, levofloxacino,

estreptomicina y gentamicina de nivel alto (sinergia), ampicilina/ sulfactam vy
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ampicilina. Una cepa de L. mesenteroides probada por Jeong y Lee (2015) arrojo
resultados similares en el estudio, indicando que la cepa resulté ser sensible a los
antibidticos ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, penicilina G vy

tetraciclina, pero resistente a la estreptomicina.

Para el resto de los antibioticos probados (ciprofloxacino, tetraciclina y linezolid), el
resultado mostrado por el sistema VITEK indico una respuesta “intermedia”, lo cual
podria significar que una mayor concentracion del antibiético probado es capaz de

inhibir completamente su crecimiento.

Tabla 3.- Perfil de resistencia y susceptibilidad a antibiéticos obtenidos con

el sistema Vitek 2.

Antibiotico Interpretacion Antibiotico Interpretacion
Bencilpenicilina S Eritromicina S
Ampicilina S Clindamicina R
Ampicilina/Sulfactam S Quinupristina/Dalfopristina S
Gentaminina de
. . . S Linezolid I
nivel alto (sinergia)
Estreptomicina de o
. . . S Vancomicina R
nivel alto (sinergia)
Ciprofloxacino I Tetraciclina I
Levofloxacino S Nitrofurantoina R
Moxifloxacino S

*S= respuesta susceptible; *R= respuesta resistente; *I= respuesta intermedia

El fenotipo resistente a la vancomicina de algunos Lactobacillus es quizas la
resistencia intrinseca mejor caracterizada en las BAL. Varias especies de
Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus son intrinsecamente resistentes a la
vancomicina debido a la sustitucion del residuo terminal de D-alanina por D-lactato

o D-serina en el muramilpentapéptido, lo que impide la unién a la vancomicina. Esta
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resistencia esta codificada cromosdmicamente y no es inducible ni transferible
(Fraqueza, 2015).

Para evitar la transferencia indeseable de resistencia a bacterias endogenas, el
probiotico no debe llevar resistencia distinta a la requerida. Por lo tanto, la
resistencia a los antibioticos como tal no es un problema de seguridad; solo se
convierte en una amenaza cuando la resistencia es transferible. Sin embargo,
siempre existe la posibilidad de que el consumo de probidticos pueda causar
infeccion ante  condiciones médicas anormales y/o en personas
inmunocomprometidas, ademas de que las personas pueden responder de
diferentes maneras a una cepa especifica. Entonces, las industrias alimentarias
necesitan evaluar cuidadosamente la seguridad y eficacia de todas las nuevas
especies y cepas de probidticos antes de incorporarlas a los productos alimenticios
(Sharma et al., 2014).

El papel de MFC (cultivos microbianos de alimentos) en la propagacion de la
resistencia a los antibidticos se ha evaluado en alimentos fermentados, asi como
mas especificamente para productos alimenticios probidticos. Los resultados de
dichos estudios confirman el papel de un reservorio de genes de resistencia a los
antibiéticos de la microbiota de los alimentos, sin identificar ningun problema de

salud importante hasta la fecha (Bourdichon et al., 2012).

10.4. Fermentacién de aguamiel

Una vez realizado el indculo en las muestras de aguamiel, se procedio a determinar
los tiempos bajo los cuales se estableceria un patron de crecimiento en la bebida
funcional. Los tiempos establecidos fueron: Inicial (0 horas), 24 horas, 7 y 14 dias,
en los que se realizarian las mediciones de parametros fisicoquimicos (pH) asi como

evaluacion del crecimiento o viabilidad del probidtico.

En la Figura 8 se muestra la cuenta de células viables (Logio UFC/mL)
correspondiente a cada lote, asi como la disminucion del pH registrada para cada

una de las muestras. Para cada determinacidn se muestra el promedio de tres
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determinaciones independientes (Ver Anexo 1) y se presentan los resultados del

crecimiento a distintos tiempos de fermentacion de la cepa en la bebida.
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Figura 8. Determinacién de la viabilidad de L. mesenteroides P45 a distintos tiempos de
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De manera que se menciona en el apartado 10.2 de este capitulo, el control que se

observa en la Figura 8 corresponde a la cuenta de la cepa probiotica en medio APT.

Para el resto de la grafica se muestra la cuenta de las células (Log1io UFC/mL)

después de haber realizado el indculo para la obtenciéon de un volumen final de 100

mL de aguamiel.

Se observa una disminucién en la cuenta correspondiente a los tres lotes posterior

a la dilucién de la cepa (tiempo de fermentacion 0 horas), sin embargo se observa

que la cuenta del lote B (8.44 Log1io UFC/mL) no es tan reducida en comparacion

con los lotes Ay C (8.35 y 8.36 Log1o UFC/mL respectivamente), los cuales se ven

afectados debido al efecto de la homogeneizacion y distribucion de la cepa en el

aguamiel.
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Para los tiempos de fermentacion 24 horas y 7 dias bajo condiciones de
refrigeracion, se observa un patron de mantenimiento de la viabilidad de la cepa en
los tres lotes con pequefias variaciones (de 8.70 a 8.81 Log1o UFC/mL) entre ellos
al primer tiempo, mientras que para el segundo tiempo (7 dias), se observa una
ligera disminucion en la cuenta de las células (de 8.69 a 8.72 Logio UFC/mL),
probablemente por el efecto de la refrigeracion sobre el crecimiento del
microorganismo. Cabe destacar que para el lote C, en el tiempo de fermentacién de
24 horas, la cuenta de las células viables (Ver Anexo 1) resulta ser menor en
comparacion con los otros dos lotes. Segun VidyalLaxme et al. (2014), algunos de
los factores que afectan considerablemente el rendimiento general de la
fermentacién, son la composicion del sustrato y los requerimientos nutricionales de
la cepa, ademas el crecimiento microbiano también depende de factores

ambientales como el pH, la temperatura y la acumulacion de productos metabdlicos.

Finalmente, para el ultimo tiempo de estudio establecido (14 dias) se registra un
aumento en la cuenta de las células viables de la cepa probidtica tanto en los lotes
AyB (8.86y 8.74 Logio UFC/mL), respecto al tiempo de estudio (7 dias) asi como
con la cuenta control en el medio ideal para el microorganismo, ya que el desarrollo
en el aguamiel bajo condiciones de refrigeracién, no solo asegura su viabilidad, sino

también el crecimiento de la cepa.

Respecto al lote C, se observa una disminucién de la cuenta de viables (8.39 Log1o
UFC/mL), probablemente por el efecto de la temperatura sobre la cepa P45, ya que
se sabe que las bajas temperaturas retrasan el crecimiento de microorganismos
(Iglesias et al., 2017). Ademas Sanchez y Corrales (2005), mencionan que las bajas
temperaturas tienen efectos sobre la fluidez de la membrana celular, provocando la

detencion de procesos de transporte e intercambio de protones.

Con las determinaciones realizadas, uno de los principales objetivos fue determinar
el efecto de la refrigeracidn y posible estabilidad de la cepa P45 en la bebida sobre

algunas caracteristicas sensoriales y fisicoquimicas del aguamiel.

52

——
| —



Las BAL utilizadas como cultivos iniciadores estan expuestas a muchos factores
adversos (factores de estrés) durante su preparacion y almacenamiento, asi como
durante la fabricacion del producto fermentado. Los factores de estrés son diversos
e incluyen variacion de pH (acidez o alcalinidad), temperatura (calor y frio), cambios
oxidativos y osmoticos entre otros. Las BAL han desarrollado sofisticados
mecanismos de defensa contra los factores de estrés, lo que les permite sobrevivir
en condiciones de crecimiento adversas y/o cambios ambientales repentinos.
Algunos de los genes inducidos por estrés parecen ser genuinamente especificos,
mientras que otros son inducidos por una amplia variedad de factores de estrés vy,
por lo tanto, se piensa que son genes de respuesta al estrés general (resistencia
cruzada; D’Angelo et al., 2017).

Se ha establecido que para algunos efectos positivos sobre la salud humana, una
cepa probidtica debe llegar al intestino grueso a una concentracion de
aproximadamente 107 células viables/g. El requisito basico para los probidticos es
que los productos deben contener suficientes cantidades de microorganismos hasta
la fecha de caducidad (Sharma et al.,, 2014); sin embargo Iglesias et al. (2017),
sefialan que la concentracion minima de probidticos con efecto en la salud humana
tiene un rango que va de 108 UFC/mL a 10° UFC/mL; asimismo la FAO/OMS ha
establecido la concentracién de hasta 108 UFC/g para ser considerada como
probidtico, estableciendo la viabilidad de los mismos en el almacenamiento durante
14 dias.

En este sentido, el crecimiento y mantenimiento de la viabilidad de la cepa probidtica
durante el tiempo establecido por la FAO/OMS bajo condiciones de refrigeracion
(10°C), permite la obtencién de la bebida a base de aguamiel con propiedades
sensoriales y caracteristicas adecuadas para su estudio, consumo vy
comercializacion, asi como el cumplimiento de normas internacionales respecto al

estudio y disefio de alimentos funcionales probidticos.

Por otra parte en la Figura 8, se presenta de manera adjunta, el registro del
descenso del pH del aguamiel gracias al metabolismo de la cepa P45, respecto al
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tiempo de fermentacion, observando que desde el inicio del estudio, el valor muestra
un pH cercano a 4.40, el cual se muestra bajo desde el inicio posiblemente a
actividad microbiana que pudo haberse llevado a cabo durante los tiempos de
transporte de las muestras de aguamiel hasta el lugar en donde se llevé a cabo el
estudio. Tanto para el tiempo inicial, como para el tiempo 0 horas, se registra el
mantenimiento del pH en ambos casos, ya que unicamente se realizo la adicion del
microorganismo al aguamiel. Sin embargo, para el tiempo 24 horas, se registra un
descenso drastico del pH del aguamiel, debido a que las condiciones de incubacion
permitieron el adecuado desarrollo de la cepa en la bebida, por lo que el pH del
medio de cultivo decrece debido a que el microorganismo produce acido lactico al

fermentar la sacarosa presente en el sustrato (Duran, 1990).

Respecto a los dos tiempos siguientes de la determinacién del pH (7 y 14 dias) se
registra una ligera disminucién del pH del aguamiel para los tres lotes muestreados.
La reduccion minima en los tiempos de fermentacidon mencionados, de las muestras
almacenadas en condiciones de refrigeracion se atribuyé a la baja actividad
metabdlica del probidtico y, por lo tanto, a la baja produccion de acido (Gupta y
Bajaj, 2017), ya que la viabilidad de las bacterias probidticas podria verse
significativamente influenciada por el pH del medio, los compuestos inhibidores y el

tipo de cepa probidtica (Nematollahi et al., 2016).

Aunque el medio de aguamiel tenia un valor inicial bajo de pH 4.40, como resultado
del proceso de inoculacion y posible actividad microbiana, pues las muestras
permanecieron un tiempo a temperatura ambiente, apta para el desarrollo
microbiano, L. mesenteroides podria crecer bien en el medio, con un aumento en la

cuenta de viabilidad de las células (Hans et al., 2014).

10.5. Evaluacién de laresistencia a pH acido y sales biliares

Con el fin de asegurar su potencial benéfico en el huésped, los microorganismos
probidticos deben cumplir ciertas caracteristicas. En este aspecto, son importantes
el pH derivado del proceso de fermentacion, el oxigeno disuelto, el antagonismo

entre especies, la composicion quimica del medio de cultivo, la concentracion de
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azucares, las practicas de inoculacion del cultivo probidtico, la temperatura vy
duracion de la fermentacion, asi como las condiciones de almacenamiento del
producto (Bolla, 2011). Para garantizar la sobrevivencia de las bacterias acido
lacticas a las condiciones existentes en el tracto gastrointestinal de los humanos, es
necesario probar su estabilidad a pH acido y sales biliares (Garcia, 2010; Giles et
al., 2016).
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Figura 9. Cuantificacion de células viables bajo estrés ambiental (pH 3.5) por 5 horas en APT
(control) y Aguamiel (0y 24 horas,y 7y 14 dias)

En el estudio reportado por Giles et al., (2016), se muestra una ligera disminucién
de la sobrevivencia de la cepa P45 ante la condicion de acidez (pH 2.5), registrando
un porcentaje de recuperacion de la cepa de 74.98%. Se muestra en la Figura 9 la
evaluacion cuantitativa realizada para la cepa probidtica ante condiciones de estrés
ambiental bajo un pH acido (3.5), mostrando como cuenta control de supervivencia
el reto elaborado en el medio ideal para bacterias acido lacticas (APT) de 8.30 Log1o
UFC/mL, registrando que la viabilidad de la cepa se mantiene aun después de
encontrarse ante tales condiciones por un periodo de tiempo de 5 horas, es decir,

el tiempo después del cual ocurre la digestion de los alimentos.




En comparacién con estudios previos al realizado, Campos (2010) y Matus (2011),
reportan una evaluacién cualitativa de la cepa P45 ante dichas condiciones,
mostrando que la cepa mantiene su viabilidad aun después de haber sido incubada
bajo dicho estrés ambiental, de igual manera, en el presente estudio, se corrobora
la presencia de células viables después del tiempo de incubacion ante dicha

condicion gastrointestinal.

Por otra parte, para la evaluacion de la resistencia de la cepa P45 inoculada en
aguamiel, ante pH acido (3.5) durante 5 horas, se muestran ligeras diferencias entre
lotes para cada uno de los tiempos de evaluacion establecidos (0 y 24 horas,y 7 y
14 dias; se muestran los datos de las determinaciones en el Anexo 2). Es importante
mencionar que antes de llegar al tracto gastrointestinal, las bacterias probidticas
deben pasar por el estdmago, donde el pH puede ser tan bajo como 1.5 — 2.0 (Patel
et al., 2014), ademas este entorno intestinal, desempefia un papel clave en la
determinacion del resultado de la competencia interespecie (Markowiak vy
Slizewska, 2017).

Al realizar la comparacion de la cuenta de células viables reportadas en el medio
utilizado como control respecto a los distintos tiempos de fermentacion, se observa
la disminucion de la cuenta de las células de cepa probidtica para el tiempo inicial
de 0 horas (entre 7.99 y 8.06 Log1o UFC/mL), sin embargo la resistencia de la cepa
ante la incubacion de dicho reto de acidez (pH 3.5), aumenta respecto al tiempo de
fermentacion, ya que para la evaluacion llevada a las 24 horas, se observa un ligero
aumento de la resistencia o viabilidad de la cepa con un rango entre 8.17 y 8.28
Logio UFC/mL; mientras que para el caso de la evaluacion llevada a cabo a los 7
dias de la fermentacion bajo condiciones de refrigeracion, hay de nuevo una ligera
disminucién de la resistencia de la cepa (8.14, 8.15y 8.11 Log1o UFC/mL para cada
lote respectivamente), ya que ademas de llevar a cabo la fermentacién del aguamiel
a una baja temperatura, otro factor importante que afecta la supervivencia de las
cepas bacterianas probidticas es el pH; la supervivencia esta limitada a valores
bajos de pH (Sathyabama et al., 2014).
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Cabe destacar que para el ultimo tiempo de la evaluacion a la acidez, unicamente
se mantiene la viabilidad de la cepa ante tal condicién, ya que durante la
fermentacién del aguamiel se lleva a cabo la produccién de acidos organicos que
modifican la composicién original de la muestra y que, tomando como complemento
la Figura 8, el menor pH se registra después de 14 dias de fermentacion, por lo cual,
la cepa se encuentra expuesta a un ambiente acido en el aguamiel, por lo tanto el
microorganismo podria haber modificado su metabolismo de manera que le resulte

adecuada la adaptacion ante tal descenso de pH.

Para el caso del reto de resistencia a pH acido durante un prolongado tiempo de
exposicion, la enumeracion microbiana utilizando medios selectivos para BAL
mostré una dinamica estable durante todo el periodo de almacenamiento con
pequefias variaciones entre lotes (Porcellato et al., 2015). Ademas, al inocular la
cepa en agar sin acidez ni sales biliares después de la exposicion a estas
condiciones, se simula el desarrollo de la cepa en la mucosa intestinal con el fin de
colonizarla, ademas de determinar su nivel de recuperacion posterior a la exposicion

a ambas condiciones (Arenas, 2015).

Se muestra en la Figura 10 el perfil de resistencia en la cuenta de células viables
respecto al tiempo de fermentacion de aguamiel, asi como la cuantificacion en
medio APT utilizada como control de supervivencia. Los datos de las

determinaciones se muestran en el Anexo 2.

Se observa en la Figura 10 la reduccion en la viabilidad de la cepa a distintos
tiempos de fermentacion del aguamiel y bajo condiciones de refrigeracién, respecto
a la cuenta obtenida en el medio utilizado como control, lo cual podria indicar que la
cepa P45 pudo encontrarse en un estado de sensibilidad ante ambas condiciones
(baja temperatura y tiempo prolongado de exposicion a pH acido), lo cual, modifica
el medio ideal de desarrollo y crecimiento de los microorganismos, bajo el cual las

células se encuentran integras.

De manera similar que se presenta en el caso anterior, la diferencia que se observé

en la cuenta de las células para cada uno de los lotes es minima, a los tiempos de
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fermentacién 0 horas (8.17 Logio UFC/mL en promedio) y 24 horas (promedio de
los tres lotes 8.28 Log1io UFC/mL), asi como para la evaluacion llevada a cabo a los
7 dias (8.26 Log1o UFC/mL en promedio de los tres lotes). Sin embargo, para la
determinacion llevada a cabo a los 14 dias de fermentacion del aguamiel, se
presenta la mayor disminucién (1 unidad logaritmica, 7.26 Logio UFC/mL en
promedio para los tres lotes) respecto a los tiempos antes mencionados, asi como

para la cuenta de células utilizada como control.

9.50
£ 9.00
O
LL
D 8.50
>
i_,:’/ 8.00
3
= 7.50
g ulLote A
>
) 7.00 mlote B
% Hlote C
o 6.50
(O]
©
S 6.00
c
0]
3 5.50
5.00

Control 0 horas 24 horas 7 dias 14 dias
Tiempo de Muestreo

Figura 10.- Cuantificacion de células viables bajo estrés ambiental (pH 3.5) durante 24 horas
en APT (control) y aguamiel (0y 24 horas,y 7 y 14 dias)

En 2008, Shobha y Agrawal, realizaron un estudio con una cepa de L.
mesenteroides, que se ocupa de la importancia del papel de los acidos grasos de la
membrana celular en respuesta a la reduccion del pH, encontrandose un aumento
de acidos grasos insaturados tales como acido palmitoléico, oléico, linoico y
linolénico a pH 3.0 que fueron mayores en comparacion con el mismo cultivo
inoculado a pH 6.5. Teniendo como informacién precedente lo mencionado
anteriormente, en este estudio se presentan resultados que podrian implicar un

cambio en los acidos grasos de la membrana celular de la cepa probidtica, lo que
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permitiria una mayor resistencia ante condiciones ambientales adversas por parte
de la cepa probittica, manteniendo la integridad de las células durante un mayor
periodo de tiempo de fermentacion, asi como ante condiciones gastrointestinales

ante las que se enfrentan cuando son consumidas.

Wang et al. (2018), mencionan algunos de los mecanismos de resistencia a
ambientes acidos descritos para BAL, los cuales incluyen el sistema arginina
deshidrolasa, a partir del cual, los microorganismos producen sustancias alcalinas
tales como la urea, arginina y amoniaco, que neutralizan los acidos. Ademas,
reportan que una variedad de BAL que incluyen a Oenococcus oeni y miembros de
los géneros Lactobacillus y Leuconostoc, son capaces de llevar a cabo la
fermentacion malolactica, en la cual se lleva a cabo la descarboxilacion del L-
malato, con la consecuente produccion de L-lactato y didxido de carbono, el cual se
libera en el proceso y neutraliza los protones, disminuyendo su concentracion en el
medio. Otro mecanismo asociado con el agotamiento de protones es la reaccion de
descarboxilacién-antiportador de aminoacidos. Puede mantener la homeostasis del
pH intracelular en una reaccion de descarboxilacion al consumir protones. Por
ejemplo, la glutamato descarboxilasa (GAD) puede catalizar la conversion de

glutamato en y-aminobutirato (GABA), y resulta en la elevacion del pH intracelular.

Respecto a la determinacion de la resistencia a elevadas concentraciones de sales
biliares (1%), se observa en la Figura 11 la cuenta de células viables para los
tiempos de fermentaciéon establecidos, asi como la cuenta control en medio APT.
Los datos de tres repeticiones independientes para cada lote a diferente tiempo de

fermentacion muestreado se muestran en el Anexo 3.
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59

'



~ o o © ©
) o ) o I3
S S S S S

o

Cuenta de células viables (Log,;, UFC/mL)

ulLote A
7.0 mLote B
mlote C
6.50
6.00
5.50
5.00

Control 0 horas 24 horas 7 dias 14 dias
Tiempo de Muestreo

Figura 11. Evaluacion de la resistencia a altas concentraciones de sales biliares (1%) por 5
horas en APT (control) y aguamiel.

Se observa en la Figura 11 una disminucién en la resistencia de la cepa ante la
elevada condicion de sales biliares para todos los tiempos de fermentacion
establecidos, para el tiempo de fermentacion 0 horas se registra la viabilidad del
microorganismo entre 8.10 y 8.25 Logt1o UFC/mL, aunque entre lotes se observan
pequefias diferencias entre la cuenta de células registradas; para el caso del tiempo
de fermentacion 24 horas se registra un numero de células viables con un rango
entre 8.23 y 8.36 Logio UFC/mL. Para los tiempos 7 y 14 dias de muestreo, se
registraron en promedio 8.25 y 8.38 Logiw UFC/mL respectivamente. En
comparacion con la cuenta control realizado en medio APT (8.85 Log1o UFC/mL),
ésta se muestra un poco mas elevada, ya que es el medio ideal para el desarrollo
de BAL.

Campos (2010), realiz6 la evaluacion cualitativa de la cepa P45 ante condiciones
de estrés ambiental, demostrando la posible capacidad probidtica de la cepa. En el

presente estudio, se demuestra cuantitativamente el mantenimiento de la viabilidad
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de la cepa P45 ante una elevada concentracion de sales biliares durante un periodo
de incubacion de 5 horas para los tres lotes de aguamiel muestreados, observando
un patron de resistencia de la viabilidad de la cepa ante tales condiciones a los

tiempos establecidos de muestreo.

Es importante recalcar que la resistencia de las cepas a las sales biliares es una
caracteristica deseable, ya que la funcién principal de las sales biliares es actuar
como detergentes bioldgicos que emulsifican y solubilizan grasas. Ademas de que
por su naturaleza también pueden emulsificar y solubilizar los fosfolipidos y algunas
proteinas de la membrana celular, desequilibrando la homeostasis celular de las

bacterias, confiriéndole asi un gran potencial antimicrobiano (Matus, 2011).

Se sabe que la bilis se produce en el higado, se concentra en la vesicula biliar y se
libera en el duodeno, donde ayuda a la digestion de las grasas al emulsionar y
solubilizar los lipidos. El nivel de concentracion fisiolégica de la bilis humana varia
y depende de la raza, condiciones fisiologicas y el género. Ademas la bilis es una
sustancia antimicrobiana, que se compone de acidos biliares, colesterol y
fosfolipidos. Las cepas probidticas con alta tolerancia (>0.3%) a la bilis se
desarrollan mejor en el intestino delgado superior que se tensan con una baja
tolerancia a la bilis. Algunas BAL tienen la capacidad de hidrolizar las sales biliares
mediante enzimas. Estas enzimas desintoxican la bilis al descongestionar los acidos
biliares. Este fendmeno promovido por BAL aumenta la demanda de colesterol, que
a su vez, provoca la sintesis de mas sales biliares en el higado. Este proceso puede

conducir a la reduccion de nivel de colesterol sérico (de Paula et al., 2014).

Otro mecanismo descrito es la actividad de la enzima hidrolasa de sales biliares
(BSH), encargada de la hidrdlisis de enlace peptidico de las sales biliares con el
aminoacido al cual estan conjugados (taurina o glicina), lo cual deriva en la pérdida

de su capacidad emulsificante y antimicrobiana (Arenas, 2015).

Finalmente se presenta en la Figura 12 la evaluacion de la resistencia a una elevada
concentracion de sales biliares (1%) durante un tiempo prolongado de incubacién
(24 horas). Los resultados promedio de las determinaciones independientes para

cada lote se muestran en el Anexo 3.
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Figura 12.- Evaluacién de la resistencia a altas concentraciones de sales biliares (1%) por 24
horas en APT (control) y aguamiel

Para los cuatro tiempos de fermentacion a los cuales se realiz6 la evaluacion de la
resistencia a sales biliares por parte de la cepa probiodtica, se muestra en la Figura
12 el descenso de la cuenta de las células viables ante tal condicion durante un
prolongado tiempo de incubacién a los 14 dias (7.24 Log1o UFC/mL en promedio).
De manera similar que se presenta en la Figura 10, la reduccion de la cuenta de
células viables se presenta unicamente cuando la cepa P45 es incubada durante un
largo periodo de tiempo ante dichas condiciones gastrointestinales (pH y sales
biliares). De manera que el cultivo es capaz de tolerar un pH bajo y una alta
concentracion de sal biliar, lo que implica la capacidad de sobrevivir a las duras
condiciones del tracto gastrointestinal cuando se administra por via oral en cualquier
formulacion alimenticia. Todas estas propiedades lo convierten en un cultivo

probidtico potencial (Shobha y Agrawal, 2008).
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Por otro lado, cuando una cepa se somete a condiciones de estrés letal durante
algun tiempo (adaptacion) se produce una induccion transitoria de proteinas de
estrés especificas y/o generales. La respuesta adaptativa durante la fase
exponencial generalmente implica la induccion de grupos especificos de genes o
“regulones” para hacer frente a una condicién de estrés especifico, mientras que la
respuesta al estrés durante la fase estacionaria esta mediada por numerosos
regulones que hacen frente a numerosas condiciones de estrés. En consecuencia,
las células en fase estacionaria son, en general mas resistentes a todos los factores
de estrés que las células cultivadas en fase exponencial. Con frecuencia, la
adaptacion de la tensidon por exposicion a condiciones subletales de diversos
factores de estrés conduce al incremento, no solo de la resistencia contra el factor
especifico, sino también contra otros (resistencia cruzada). Esto se debe al hecho
de que la adaptacion podria implicar la induccidon de varias proteinas de estrés que
se observan comunmente cuando las cepas responden a una variedad de tensiones
(D’Angelo et al., 2017).

Dentro de las propiedades nutritivas del aguamiel, Ortiz et al. (2008), aclaran
parcialmente la composicién quimica del aguamiel de muestras recolectadas de
Puebla (México), destacando la importancia del contenido de aminoacidos, asi
como la presencia de acido ascorbico y hierro, mostrando que esta cantidad no se
ve afectada por la especie de agave o la etapa de maduraciéon en la que se

encuentra.

Asi mismo, la concentraciéon de proteina encontrada fue de aproximadamente 3%
de la materia seca y se mantuvo durante el periodo de cosecha. Por otra parte el
contenido de ceniza disminuyd en los primeros 2 meses de cosecha, debido a la
disminucién en la concentraciéon de potasio. La cantidad total de aminoacidos libres
se estimo6 en 0.26% de materia seca, correspondiente a 0.3 g/L; cabe senalar que
casi todos los aminoacidos esenciales estan presentes en todas las muestras de

aguamiel, con la excepcion de la metionina (Ortiz et al, 2008).

Por otra parte estudios (Leal et al., 2015; Serment et al., 2015; Gutiérrez et al., 2017)

demuestra la presencia de fitoquimicos en el aguamiel con alta actividad
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antioxidante, que potencialmente tiene un efecto protector contra el cancer, asi
como propiedades de mejora de la salud como la hipocolesterolemia y efectos anti-
inflamatorios, asi como la presencia de saponinas, especialmente los esteroides
glicosilados que son componentes importantes del aguamiel; sin embargo, la
cantidad y concentracion de estos compuestos, depende de la especie de agave y

de su etapa de maduracién.

Entre los componentes encontrados en menor concentracion en muestras de
aguamiel, se reportan acido ascérbico (2.01 mg/100 mL), lo que demuestra que este
metabolito es enddgeno del agave, de igual manera, se detectd la presencia de
trazas de hierro, calcio y magnesio en el aguamiel desde el inicio de la fermentacion
(Ortiz et al., 2008; Tovar et al., 2008)

Se sugiere que el aguamiel representa una materia prima estable (Ortiz et al., 2008)
por su alto contenido nutritivo aunque esta caracteristica lo hace susceptible a la
fermentacién por la microbiota naturalmente asociada, sin embargo, un tratamiento
térmico adecuado de pasteurizacion podria ayudar a la comercializacién del
aguamiel (Serment et al., 2015), asi como su posterior estandarizacion vy

procesamiento industrial (Ortiz et al., 2008).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, el aguamiel se puede utilizar en
la industria alimentaria debido a sus perfiles microbiologicos y quimicos (Enriquez
etal., 2017). Se sabe que la importancia de los alimentos fermentados es aumentar
la vida util de las matrices de alimentos crudos y también se sabe que influyen en la
calidad y su funcionalidad, al mejorar el sabor (Behera et al., 2018). La propuesta
elaborada en el presente estudio marcara un precedente tecnolégico en el
desarrollo de bebidas fermentadas alternativas saludables que permiten el
mantenimiento y la preservacion de tradiciones que son parte del patrimonio

mexicano.
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10.6. Evaluacién control de la actividad antimicrobiana contra
microorganismos patégenos

Se realizaron ensayos de antagonismo contra microorganismos patégenos in vitro
con el fin de evaluar la capacidad antimicrobiana de la cepa probidtica. El efecto del
antagonismo segun Reig (2002), consiste en la competencia por nutrientes del
medio, induciendo un aumento en la produccién de factores toxicos por parte de la
cepa probidtica. Asimismo, Rondon et al., (2015), han demostrado que las bacterias
probioticas son capaces de prevenir la adherencia, establecimiento, replicacién y
accion patogénica de enteropatégenos especificos en el intestino y en alimentos,
ya sea provocando un descenso en el pH a través de la produccion de acidos
organicos volatiles de cadena corta, interviniendo en la disponibilidad de nutrientes
necesarios para los patogenos, disminuyendo el potencial de 6xido reduccién del
medio, o produciendo compuestos inhibitorios especificos, incluyendo

bacteriocinas.

Los mecanismos para la inhibicion de patdégenos descritos son la produccion de
sustancias inhibidoras o antimicrobianas, su actuacibn como antagonistas
competitivos, como la competencia por los sitios de adhesion y nutrientes y la
estimulacién del sistema inmune (lglesias et al., 2017). Se muestra en la Tabla 4 los
resultados obtenidos de los perfiles antimicrobianos contra microorganismos
utilizados como patdgenos, probados en un medio control (APT) y en aguamiel a
distintos tiempos de fermentacion (las imagenes de los retos antimicrobianos se
muestran en el Anexo 5), asi como se destaca la mayor inhibicién de la cepa en
medio APT, asi como a los 14 dias de iniciada la fermentacion de aguamiel, con el
fin de indicar el posible efecto de L. mesenteroides P45, contra agentes

contaminantes de alimentos, al ser consumida.

Algunos de los mecanismos que menciona la FAO que intervienen en el control de
patdgenos intestinales son la produccidén de sustancias antimicrobianas, exclusion
competitiva de la fijacién de patdgenos, competencia por nutrientes, modulacion del
sistema inmunitario, etc. El poder que ejercen las bacteriocinas sobre otros

microorganismos patdégenos tendra distintos comportamientos, es decir, algunos
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microorganismos pueden ser sensibles, mientras que otros son resistentes a la
acciéon de estos compuestos, tal parece ser el caso de los microorganismos
patdgenos en los cuales no se observa un halo definido e inclusive una cepa que
parece ser sensible puede tener células que presentan resistencia a la accion de la

bacteriocina (Benmechernene et al., 2014).

Se muestran en la Tabla 4 similitudes entre los lotes A, B y C respecto al
comportamiento antimicrobiano por parte de la cepa P45, para los microorganismos
B. subtilis ATCC 6633, en el cual no se observa un halo de inhibicion o efecto
bactericida, sin embargo al poner en contacto al patégeno con la cepa probidtica, el
primero, realizo la pigmentacion de toda la placa de color rojo claro tanto en el medio
control (APT) como en aguamiel. De igual manera, la misma tendencia de presentar
halos de inhibicion se observd en los microorganismos E. coli 11229, L.
monocytogenes CFQ-B-103, P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 6538.

Para el resto de los microorganismos, se presentan diferencias entre lotes, es decir,
B. cereus CFQ-B-230, presenta una tendencia similar al lote B y por tanto diferente
a la presentada por el lote A, al registrar un efecto bacteriostatico a los 7 dias. Los
resultados que se observan para E. faecalis QB y S. enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028 corresponden a los mismos registrados para el lote A, ya que el halo

de inhibiciéon generado, es el mismo.

Finalmente, para el caso de S. pyogenes CFQ-B-218, se presenta una actividad
antimicrobiana diferente a la registrada por los lotes A y B, ya que durante todo el
tiempo de fermentacion, se registra el mismo patrén de inhibicion a los tres tiempos

de estudio establecidos.

Aunque hay muchos informes sobre bacteriocinas de LAB, incluido L. plantarum 'y
L. mesenteroides, se cree que el efecto inhibidor de los aislados contra L.
monocytogenes es causado por la escasez de nutrientes y/o la disminucion del
pH debido a la cantidad de células de LAB (Nakamura et al., 2012). Sin embargo,
Shi et al. (2016), demuestran que la leucocina K7 fue especialmente activa contra

las cepas de L. monocytogenes, pero fue inactiva contra las bacterias Gram
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positivas (Staphylococcus, Bacillus, Streptococcus, Lactobacillus, Enterococcus) y

bacterias Gram negativas (Salmonella, Shigella, Enterobacter y Escherichia).

Resultados similares a los obtenidos, los presentan de Paula et al. (2014),
demostrando que posibles cepas probidticas de L. mesenteroides (PL-sr-1 (w), DM1
y PH1) produjeron actividad antimicrobiana contra algunas especies de patdogenos
(E. coli O157:H7 y otros serotipos, S. aureus, P. aeruginosa, V. cholerae, Y.
enterocolitica, S. Typhi, S. Paratyphi y Shigella dysenteriae), indicando que las
superficies mucosas del TGl son particularmente susceptibles a la adherencia y

colonizacion de dichos patdgenos transmitidos por los alimentos.

Ademas, cabe recalcar que el lote que mostré mas diferencias respecto a los dos
restantes fue el lote C. Debe tomarse en cuenta, que fue el lote que presenté la

menor cuenta de células viables en los tres tiempos establecidos de fermentacion.

Campos (2010), reporta la actividad antagonica de manera cualitativa de la cepa
P45 ante los microorganismos E. coli EPEC 2348/69, L. monocytogenes, S. enterica
enterica Typhi ATCC 9992 y S. enterica enterica Typhimurium ATCC 14028,
mostrando que la cepa tiene un buen efecto inhibitorio al generar halos de inhibicién
visibles contra los microorganismos antes mencionados, sin embargo, en el estudio
actual, el halo de inhibicion mas pequefio se registro para los tres lotes de aguamiel,
contra la cepa de S. enterica serovar. Typhimurium, mientras que la inhibicion para
el resto de los microorganismos se mostré de manera similar, existiendo pequefias

diferencias entre lotes.

Por otro lado, Matus (2011), realizé los ensayos de actividad antimicrobiana del
sobrenadante concentrado (pH 7.0) de la cepa P45 contra las mismas cepas
probadas por Campos (2010), sin embargo, registré una mayor actividad inhibitoria
contra la cepa de E. coli, contrario a lo reportado anteriormente el efecto antagonista

contra L. monocytogenes resulto ser el mas bajo.
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Tabla 4. Comparacion del efecto antagonista de la cepa probiodtica en aguamiel y APT

Microorganismo

Halos de inhibicion (mm)

Control
(APT)

Lote A

Lote B

Lote C

24 horas

7 dias

14 dias

24 horas

7 dias

14 dias

24 horas

7 dias

14 dias

Bacillus cereus
CFQ-B-230

6

<1

<1

2

<1

<1

<1

<1

<1

<1

Bacillus subtilis
6633

<1

<1

<1

<1

<1

<1

<1

<1

<1

Escherichia coli
ATCC 11229

2

Enterococcus
faecalis QB

<1

Listeria
monocytogenes
CFQ-B-103

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

<1

<1

<1

Staphylococcus
aureus
ATCC 6538

Streptococcus
pyogenes CFQ-
B-218

Salmonella
enterica serovar.
Typhimurium
ATCC 14028

(-) Respuesta bajo la que no se observo actividad antimicrobiana contra el microorganismo usado como patégeno.

—
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10.7. Analisis por HPLC de carbohidratos y productos de fermentacion

Con el fin de obtener el perfil de metabolitos producidos por la fermentacién del
aguamiel, utilizando como cultivo iniciador la cepa de L. mesenteroides P45, se
utilizaron las muestras de los tres lotes de aguamiel después de haberse mantenido
por 14 dias bajo condiciones de refrigeracion. Es importante mencionar que los
productos del metabolismo de la bacteria son unicamente una aproximacién para
obtener un panorama sobre los posibles efectos que se pueden tener al administrar
a la cepa P45 como un probidtico, sin embargo debe tomarse en cuenta que la
produccion de estos metabolitos dependera de los nutrientes del medio de cultivo
(aguamiel en este caso), asi como las condiciones de desarrollo del

microorganismo.

Se muestra en la Figura 13 el perfil de acidos organicos obtenido para los tres lotes
de aguamiel después de la fermentacion, asi como el producto mayoritario obtenido
es el lactato para los tres lotes, sin embargo el lote A presenta la menor produccién

de los cuatro metabolitos analizados (acetato, lactato, succinato y etanol + CO2).
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Figura 13. Perfil de &cidos organicos del aguamiel obtenido después de 14 dias bajo
condiciones de refrigeraciéon (10 °C).
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La mayor produccion de acido lactico después del tiempo total de la fermentacion,
indica que este metabolito sigue produciéndose aun en la fase estacionaria de
crecimiento bajo condiciones de refrigeracion. Lozano (2007), explica en su estudio
una mayor produccién de acido lactico (1.2801 g/L), seguido de acido acético
(0.9095 ¢g/L) y etanol (0.1060 g/L) en una muestra de aguamiel fresco. En
comparacion con los resultados obtenidos, se muestra que el producto mayoritario
producido por la fermentacion de aguamiel es el acido lactico para los tres lotes, sin
embargo se muestra una diferencia al presentar en este estudio una mayor
produccion de etanol que de acido acético, sin embargo la diferencia mostrada para

ambos metabolitos es muy poca.

Matus (2011), realizé el analisis por HPLC de sobrenadantes de la cepa P45
incubadas a 37 °C en medio MRS, mostrando al igual que en el presente estudio,
una mayor produccién de acido lactico (10.9 g/L), seguido de la produccién de acido

acético y etanol, con valores de 4.607 g/L y 3.356 g/L, respectivamente.

Respecto al contenido de azucares en la muestra, se puede observar en la Figura
14 el perfil de carbohidratos para cada lote. Se puede observar que la mayor
concentracion de carbohidratos para las tres muestras corresponde a la sacarosa
habiendo diferencias entre cada lote. La elevada concentracion de este carbohidrato
fermentable en la muestra puede ser un indicativo de que la cepa probidtica aun
puede llevar a cabo la fermentacion de este metabolito. Por otra parte no se observa
una diferencia entre la presencia de glucosa y fructosa ya que al parecer, ambos

carbohidratos se muestran en concentraciones similares para los tres lotes.

Lozano (2007), reporta una mayor concentracion de fructosa (96.1647 g/L), seguido
de glucosa (15.0868 g/L) y sacarosa (9.5613 g/L), en la muestra de aguamiel fresco,
en comparacion con los resultados obtenidos en el presente estudio, la diferencia
entre la concentracion de glucosa y fructosa no parece ser significativa, sin embargo
la diferencia elevada entre la concentracion de sacarosa reportada por Lozano
(2007), y la obtenida en el presente estudio, podria ser un precedente para la

determinacién de un exopolisacarido por parte de la cepa probidtica.
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Figura 14. Perfil de carbohidratos para cada lote de aguamiel obtenido después de 14 dias
bajo condiciones de refrigeracién (10 °C).

10.8. Perfil Flash: generacion de atributos

Una vez generados los descriptores de las muestras, se analizaron de los atributos
para seleccionar los mas representativos de las muestras. De un total de 78
atributos generados para las tres muestras de aguamiel, se eliminaron aquellos
atributos que resultaron ambiguos y que no correspondian a caracteristicas propias
de la muestra, por ejemplo la percepcion de un olor salado o de limén vy la
agrupacion de aquellos descriptores que resultaron ser sinénimos, por ejemplo
sedimento y precipitado. Se obtuvo un total de 20 atributos finales en comun para
las tres muestras de aguamiel, agrupandose en las cinco categorias principales,

como se muestra en la Tabla 5.




Tabla 5. Atributos generados para las muestras de aguamiel

Grupo de atributo

Olor Aspecto Sabor Textura Otros
Fermentado Color Intenso Viscosa Resabio

0 amargo
e Pulque Brillo Fermentado Fresca Resabio
2 ] astringente
= Alcohdlico Turbidez Acido Burbujeante
< Agave Sedimentacion Dulce

Agrio Burbujas

Dulce

10.9. Evaluacion sensorial de las muestras

Al haber obtenido los principales descriptores caracteristicos de la muestra de
aguamiel y una vez generados los cuestionarios, se procedio a definir las escalas a

utilizar en la evaluacioén sensorial final, las cuales se muestran en las Tablas 6 a 10.

Tabla 6. Escala definida para atributos pertenecientes a olor

Atributo Escala de intensidad

Fermentado Suave a intenso

Pulque Suave a intenso

o Alcohdlico Suave a intenso
O

Agave Suave a intenso

Agrio Suave a intenso

Dulce Suave a intenso
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Tabla 7. Escala definida para atributos de aspecto

Atributo Escala de intensidad
Color Blanco a beige
% Brillo Opaco a brillante
;,f— Turbidez Traslucido a turbio

Sedimentacion

Poco a mucho

Burbujas

Poco a mucho

Tabla 8. Escala de intensidad para atributos de sabor

Atributo

Escala de intensidad

Intensidad de sabor

Suave a intensa

% Fermentado Poco a mucho
@ Acido Poco a mucho
Dulce Poco a mucho

Tabla 9. Escala de intensidad para atributos de textura

Atributo Escala de intensidad

< Viscosa Liquida a viscosa
S Fresca Poco a mucho
Burbujeante Poco a mucho
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Tabla 10. Escala de intensidad para caracteristicas de resabio

@ Atributo Escala de intensidad
1>
9 B Resabio amargo Poco a mucho
5 0
© 3 ; ;
g Resabio astringente Poco a mucho
(&)

10.10. Obtencion del perfil sensorial y analisis estadistico

Ya obtenidos todos los atributos para los tres lotes de la muestra, se procedié a
realizar la evaluacion sensorial de las muestras elaboradas a partir de aguamiel, y
después de 14 dias bajo condiciones de refrigeracion, colocando las tres muestras
correspondientes a cada lote, asi como una galleta y un vaso con agua potable, en

caso de que ocurriera la saturacion de los gustos de los jueces.

En la Figura 15 se muestran los resultados del analisis de componentes principales
(PCA por sus siglas en inglés) provenientes de un analisis de procrustes
generalizado (GPA por sus siglas en inglés) para los atributos sensoriales de sabor
y textura, en ella se muestra que el componente o eje 1 explica el 57.49% de la
variabilidad de los datos y el 2 el 42.51%. Correlacionados positivamente el
componente 1 se encuentran los lotes de aguamiel A y C mostrando similitud entre
los atributos de textura de resabio amargo, sabor dulce y acido, asi como una
textura fresca; el sabor dulce podria provenir de la sacarosa presente en el aguamiel
que no se agotd en la fermentaciéon, mostrando que fue el azucar encontrado en
mayor concentracion a los 14 dias bajo condiciones de refrigeracion para las tres
muestras, mientras que el sabor acido se debe a que las muestras tuvieron un pH
cercano a 4 al final de la fermentacion. Por otro lado, el lote B presenta correlacion
con los atributos de sabor intenso, fermentado, textura viscosa y burbujeante y
resabio astringente. En general los lotes A y C son similares en sabor, textura y
resabios pero el lote B es diferente. Considerando los resultados por analisis de
HPLC de los tres lotes de aguamiel, el lote B registré la mayor concentracion de
etanol después de 14 dias bajo condiciones de refrigeracion, la sensacion
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pseudotérmica del etanol puede provocar que los atributos fermentado y astringente

se perciban con mayor intensidad.

Biplot (ejes F1y F2: 100.00 %)
15
T Viscosa R. Amargo
! T AGUAMIEL A
S Intenso °
AGUAMIEL B
S Fermentado
[ ]

0.5
= T Burbujeante
X
9
o 0 } —
I R. Astringente
N
[

0.5

S Dulce
T Fresca
-1
S Acido
° AGUAMIEL C
15
2 -15 -1 0.5 0 0.5 1 15 2
F1 (57.49 %)

Figura 15. Andlisis de PCA proveniente del GPA para los atributos sensoriales de sabor y
textura de las muestras de aguamiel.

En el PCA representado en la Figura 16 para los atributos sensoriales de aspecto y
olor, se observa que el 53.09% de la variabilidad de las muestras se encuentra
representado por el primer componente F1, mientras que el segundo componente
F2, esta representado por el 46.91% de la variabilidad de los datos. Se observa que
se encuentran correlacionados positivamente, las caracteristicas del lote C de
aguamiel correspondientes al aspecto como, turbidez, sedimentacion, presencia de
burbujas y color, asi como el olor dulce. Por otro lado, correlacionados
negativamente los lotes A y B de aguamiel, estan las caracteristicas de olor

alcohdlico, fermentado, pulque, olor agrio y de agave asi como el brillo. Se observa
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que los lotes A y B son similares en caracteristicas de olor, mientras que el lote C,

es diferente.

Biplot (ejes F1 y F2: 100.00 %)
15
AGUAMIELB *
Brillo
1
0. Alcohélico
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S 0 ‘ P ——
D .
~ O. Agrio
[N

O. Dulce
0.5 1
[ ]
AGUAMIEL C
(]
4 AGUAMIEL A |
O. Agave . Turbidez
Sedimentacion
-1.5
2 -1.5 1 0.5 0 0.5 1 15 2
F1 (53.09 %)

Figura 16. Analisis de PCA proveniente del GPA para los atributos sensoriales de aspecto y
olor de las tres muestras de aguamiel.

De igual manera, considerando los resultados de la seccidén anterior en los cuales
se muestran los principales componentes del aguamiel fermentado durante 14 dias,
se observa que la presencia de burbujas en la muestra, fue percibida por los jueces,
debido a que es el producto que se genera al formarse el etanol como uno de los
principales productos de la fermentacion, ademas la presencia de olores tal como
el alcohdlico, fermentado y de pulque, pueden explicarse ya que el etanol fue el

segundo producto con mayor concentracidon en las tres muestras de aguamiel.

La presencia de los atributos de sabor y olor acido, agrio y fermentado también

fueron percibidos en bebidas lacteas fermentadas y en bebidas comerciales con
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prebidticos que se venden en el mercado mexicano, siendo notas esperadas por el
consumidor pero con una intensidad baja, mientras que el olor y sabor dulce es un

atributo que gusta al consumidor mexicano (lfigo, 2013).
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11.CONCLUSIONES

Se realizé la formulacion de una bebida a base de aguamiel con posibles
propiedades simbidticas, utilizando como cultivo iniciador la cepa P45 de
Leuconostoc mesenteroides. Se observaron cambios en las cuentas de
microorganismos viables, presentando la menor cuenta el lote C. A través de la
evaluacion de la resistencia a pH acido y altas concentraciones de sales biliares, se
demostrd que la cepa conserva su viabilidad ante dichas condiciones por un periodo
de incubacion de 5 horas, mientras que bajo un periodo de incubacién de 24 horas,

se genero la reduccion de células en una unidad logaritmica.

Ademas, por primera vez se obtuvo el perfil de susceptibilidad y resistencia a
antimicrobianos, obteniendo resistencia por parte de la cepa probidtica a los

antibidticos tetraciclina, nitrofurantoina y vancomicina.

La cepa P45 presenté actividad antagonista cuando se encuentra en presencia de
aguamiel contra los microorganismos probados; sin embargo al efectuar los retos
de actividad antimicrobiana, no se observaron diferencias entre lotes para la
inhibicion de B. subtilis ATCC 6633, E. coli DH5a, L. monocytogenes CFQ-B-103,
P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATCC 6538. Para el caso de B. cereus
CFQ-B-230 los lotes A y B resultaron presentar el mismo comportamiento, mientras
que para E. faecalis QB y S. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 los lotes
A y C fueron iguales. Las diferencias entre lotes para el efecto antagonista se

presentaron unicamente contra S. pyogenes CFQ-B-218.

En cuanto al perfil sensorial de las muestras de aguamiel, se obtuvo que para las
caracteristicas de sabor y textura, el lote Ay C, presentaron un perfil similar para
descriptores de sabor, textura y presencia de resabios, mientras que para
descriptores de aspecto y olor los lotes A y B, resultaron ser iguales. Las muestras
presentaron atributos esperados en las bebidas con probiéticos como el sabor y olor
acido, agrio y fermentado, asi como la nota dulce, sin embargo, debe evaluarse el

gusto del consumidor.
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12. PERSPECTIVAS

¢ Realizar la evaluacion in vivo de la bebida funcional contra microorganismos
patogenos.

e Elaborar el analisis quimico proximal de la bebida funcional.

e Evaluar el efecto de la adicion de edulcorantes o saborizantes a la bebida y
los efectos de los mismos sobre la cepa probidtica.

o Evaluar las caracteristicas de la cepa probidtica utilizando un producto lacteo.

e Evaluar la estabilidad de la bebida durante mas tiempo para determinar el
periodo de vida de anaquel.

e Evaluar el nivel de agrado de las muestras con consumidores tipo.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Cuantificacidn de células viables a distintos tiempos de fermentacion de

aguamiel.

Tabla 1. Cuenta de células viables de la cepa probidtica

Tiempo de Fermentacion CONTROL
Lote CONTROL
Cuantificacion (UFC/mL) | 300 x 106 300 x 10 [ 300 x 108
Log (UFC/mL) 8.48 8.48 8.48
Desviacion Estandar 0.0000
Promedio (UFC/mL) 300 x 108
Log (Promedio UFC/mL) 8.48
0 HORAS
A B C
320x 108 | 350 x 108 [ 300 x 10® [ 250 x 10% | 280 x 108 | 300 x 10% [ 260 x 108 | 220 x 10% | 200 x 108
8.51 8.54 8.48 8.40 8.45 8.48 8.41 8.34 8.30
4.0689 0.0400 0.0577
223.3 x 108 276.7 x 10° 226.7 x 10°
8.35 8.44 8.36
24 HORAS
A B C
600 x 108 | 500 x 108 | 630 x 108 | 620 x 108 | 700 x 10° [ 620 x 10% [ 420 x 108 | 450 x 10% | 630 x 108
8.78 8.70 8.80 8.79 8.85 8.79 8.62 8.65 8.80
0.0529 0.0304 0.0942
576.7 x 10 646.7 x 108 500 x 108
8.76 8.81 8.70
7 DIAS
A B C
550 x 108 | 420 x 108 | 490 x 108 | 490 x 10° | 570 x 10° [ 420 x 10% [ 490 x 108 | 600 x 10% | 500 x 108
8.74 8.62 8.69 8.69 8.76 8.62 8.69 8.78 8.70
0.0588 0.0663 0.0484
486.7 x 10° 493.3 x 10° 530 x 108
8.69 8.69 8.72
14 DIAS
A B C
520 x 108 | 850 x 108 | 810 x 10° | 610 x 10° | 480 x 10° [ 540 x 10% [ 160 x 108 | 300 x 10¢ | 270 x 108
8.72 8.93 8.91 8.79 8.68 8.73 8.20 8.48 8.43
0.1176 0.0520 0.1462
726.7 x 106 543.3 x 106 243.3 x 106
8.86 8.74 8.39

* UFC= Unidades formadoras de colonias

%94

——
| —




Anexo 2. Cuenta de células viables de la cepa probidtica incubada durante 5y 24

horas a pH acido (3.5)

Tabla 2. Resistencia de la cepa probidtica a pH acido (3.5) por 5 horas

Femmentacion CONTROL
Lote CONTROL
C“('fjrl‘__t'(‘;'fr:‘i')o” 200 x 106 | 200x 105 | 200 x 106
Log (UFC/mL) 8.30 8.30 8.30
Desviacion Estandar 0.0000
Promedio (UFC/ mL) 200 x 108
Log (Promedio
%JszC/mL) e
0 HORAS
A B C
100 x 108 | 101 x 10% [ 97 x 10% [ 118 x 10% | 113 x 108 | 111 x 10% | 99 x 10° [ 92 x 106 | 103 x 106
8.00 8.00 7.99 8.07 8.05 8.05 8.00 7.96 8.01
0.0091 0.0137 0.0249
99.3 x 106 114 x 108 98 x 108
8.00 8.06 7.99
24 HORAS
A B C
170 x 108 | 190 x 108 [ 150 x 106 [ 194 x 106 [ 187 x 106 | 189 x 108 | 150 x 108 | 141 x 106 [ 157 x 106
8.23 8.28 8.18 8.29 8.27 8.28 8.18 8.15 8.20
0.0514 0.0082 0.0234
170 x 106 190 x 106 149.3 x 10°
8.23 8.28 8.17
7 DIAS
A B C
146 x 108|127 x 108 [ 140 x 10% | 155 x 108 | 130 x 108 [ 140 x 106 | 137 x 106 | 121 x 108 [ 130 x 10°
8.16 8.10 8.15 8.19 8.11 8.15 8.14 8.08 8.11
0.0311 0.0384 0.0271
137.7 x 10° 141.7 x 10° 129.3 x 10°
8.14 8.15 8.11
14 DIAS
A B C
188 x 106|204 x 10% [ 195 x 106 | 133 x 108 | 156 x 108 [ 152 x 10% | 156 x 106 | 169 x 108 [ 163 x 10°
8.27 8.31 8.29 8.12 8.19 8.18 8.19 8.23 8.21
0.0178 0.0372 0.0174
195.7 x 10° 147 x 108 162.7 x 10°
8.29 8.17 8.21
* UFC= Unidades formadoras de colonias
( )|
L % )




Tabla 3. Resistencia de la cepa probidtica a pH acido (3.5) por 24 horas

Tiempo de Fermentacion CONTROL
Lote CONTROL
Cuantificacion (UFC/mL) | 600 x 10° 600 x 10° 600 x 10°
Log (UFC/mL) 8.78 8.78 8.78
Desviacion Estandar 0.0000
Promedio (UFC/mL) 600 x 108
Log (Promedio UFC/ mL) 8.78
0 HORAS
A B C
157 x 108 | 140 x 108 | 133 x 10° [ 140 x 10° [ 152 x 10% [ 148 x 106 [ 144 x 106 | 151 x 108 | 173 x 108
8.20 8.15 8.12 8.15 8.18 8.17 8.16 8.18 8.24
0.0369 0.0182 0.0414
143.3 x 10° 146.7 x 10° 156 x 108
8.16 8.17 8.19
24 HORAS
A B C
187 x 108 | 194 x 108 | 183 x 108 [ 179 x 10 [ 177 x 108 [ 187 x 108 [ 197 x 106 | 188 x 108 | 181 x 108
8.27 8.29 8.26 8.25 8.25 8.27 8.29 8.27 8.26
0.0128 0.0126 0.0184
188 x 108 181 x 108 188.7 x 10°
8.27 8.26 8.28
7 DIAS
A B C
176 x 108 | 176 x 108 | 163 x 108 [ 191 x 106 [ 199 x 10% [ 197 x 108 [ 173 x 106 | 181 x 108 | 186 x 108
8.25 8.25 8.21 8.28 8.30 8.29 8.24 8.26 8.27
0.0192 0.0093 0.0159
171.7 x 108 195.7 x 10° 180 x 108
8.23 8.29 8.26
14 DIAS
A B C
162 x 105|176 x 105 168 x 105 187 x 105 [ 190 x 105 [ 193 x 105 [ 180 x 105|179 x 105 ] 183 x 105
7.21 7.25 7.23 7.27 7.28 7.29 7.26 7.25 7.26
0.0180 0.0069 0.0050
16.9 x 108 19 x 108 18.1 x 108
7.23 7.28 7.26

* UFC= Unidades formadoras de colonias
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Anexo 3. Resistencia de la cepa probidtica a altas concentraciones de sales biliares

(1%) por 5 horas.

Tabla 4. Resistencia de la cepa probidtica a sales biliares (1%) por 5 horas.

Tiempo de Fermentacion CONTROL
Lote CONTROL
Cuantificacion (UFC/mL) | 450x 10° 450 x 10° | 450 x 10°
Log (UFC/ mL) 8.65 8.65 8.65
Desviacion Estandar 0.0000
Promedio (UFC/ mL) 450 x 108
Log (Promedio UFC/ mL) 8.65
0 HORAS
A B C
133 x 108|128 x 108 | 121 x 108 [ 172 x 10° [ 164 x 10% [ 169 x 106 [ 189 x 106 | 171 x 108 | 169 x 108
8.12 8.11 8.08 8.24 8.21 8.23 8.28 8.23 8.23
0.0207 0.0105 0.0267
127.3 x 10° 168.4 x 10° 176.3 x 10°
8.10 8.23 8.25
24 HORAS
A B C
174 x 108 | 166 x 108 | 164 x 108 [ 237 x 10 [ 219 x 10% [ 230 x 106 [ 193 x 106 | 215 x 108 | 185 x 108
8.24 8.22 8.21 8.37 8.34 8.36 8.29 8.33 8.27
0.0136 0.0173 0.0337
168 x 108 228.7 x 10° 197.7 x 10°
8.23 8.36 8.30
7 DIAS
A B C
122 x 108 | 114 x 108 | 223 x 108 [ 219 x 10° [ 191 x 10% [ 201 x 106 [ 176 x 106 | 185 x 108 | 184 x 108
8.09 8.06 8.35 8.34 8.28 8.30 8.25 8.27 8.26
0.1604 0.0300 0.0119
153 x 108 203.7 x 10° 181.7 x 10°
8.18 8.31 8.26
14 DIAS
A B C
480 x 108 | 120 x 108 | 134 x 10° | 870 x 10° [ 144 x 10% [ 161 x 106 [ 135 x 106 | 152 x 106 | 134 x 108
8.68 8.08 8.13 8.94 8.16 8.21 8.13 8.18 8.13
0.3346 0.4377 0.0307
244.7 x 108 391.7 x 108 140.3 x 10°
8.39 8.59 8.15

* UFC= Unidades formadoras de colonias
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Tabla 5. Resistencia de la cepa probidtica a sales biliares (1%) por 24 horas.

Tiempo de Fermentacion CONTROL
Lote CONTROL
Cuantificacion (UFC/ mL) | 800 x 10° 800 x 10° 800 x 10°
Log (UFC/ mL) 8.90 8.90 8.90
Desviacion Estandar 0.0000
Promedio (UFC/ mL) 800 x 108
Log (Promedio UFC/mL) 8.90
0 HORAS
A B C
191 x 108 | 197 x 108 | 177 x 108 | 196 x 10° [ 188 x 10°% [ 205 x 106 [ 195 x 106 | 184 x 108 | 170 x 108
8.28 8.29 8.25 8.29 8.27 8.31 8.29 8.26 8.23
0.0239 0.0188 0.0299
188.3 x 10° 196.3 x 10° 183 x 108
8.27 8.29 8.26
24 HORAS
A B C
287 x 108 | 279 x 108 | 284 x 10° | 307 x 10° [ 290 x 10° [ 301 x 108 [ 238 x 106 | 250 x 108 | 270 x 108
8.46 8.45 8.45 8.49 8.46 8.48 8.38 8.40 8.43
0.0062 0.0126 0.0276
283.3 x 10° 299.3 x 108 252.7 x 108
8.45 8.48 8.40
7 DIAS
A B C
46 x 10% | 38x 108 | 45x 106 | 46 x 108 | 90 x 108 | 82 x 105 | 40 x 108 | 38 x 10% | 45 x 10°
7.66 7.58 7.65 7.66 7.95 7.91 7.60 7.58 7.65
0.0454 0.1579 0.0376
43 x 108 72.7 x 108 41 x 108
7.63 7.86 7.61
14 DIAS
A B C
120 x 105|130 x 105 120 x 105 [ 260 x 10% [ 271 x 10% [ 269 x 105 [ 167 x 105 | 165 x 105 | 160 x 105
7.08 7.11 7.08 7.41 7.43 7.43 7.22 7.22 7.20
0.0201 0.0096 0.0096
12.3 x 108 26.7 x 108 16.4 x 108
7.09 7.43 7.21

* UFC = Unidades formadoras de colonias
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Anexo 4. Evaluacién de la resistencia y susceptibilidad a antibiéticos.

Tabla 6. Composicion de la tarjeta utilizada para obtener el perfil de resistencia y

susceptibilidad a antibidticos.

*S = Susceptible; *R= Resistente; *I= Intermedia

Antibiético CMmI Interpretacion
Bencilpenicilina 0.25 S
Ampicilina <=2 S
Ampicilina/Sulfactam - S
Gentaminina de
SYN-S S
nivel alto (sinergia)
Estreptomicina de
SYN-S S
nivel alto (sinergia)
Ciprofloxacino 2 I
Levofloxacino 2 S
Moxifloxacino 0.5 S
Eritromicina <=0.25 S
Clindamicina <=0.25 R
Quinupristina/Dalfo
o 0.5 S
pristina
Linezolid 4 |
Vancomicina >=0.32 R
Tetraciclina 8 I
Nitrofurantoina 256 R

Antibiético anulado: Tigeciclina. Insuficiente crecimiento en el pocillo de control

positivo.

No se requieren los siguientes antibiéticos: deteccion de cefoxitina, oxacilina,

gentamicina,

resistencia inducible a clindamicina, rifampicina,

sulfametoxazol.
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Anexo 5. Perfil antimicrobiano de la cepa P45.

Tabla 7. Efecto antagonista de la cepa probidtica en medio APT.

Microorganismo de prueba

Bacillus cereus CFQ- Bacillus subtilis  ATCC Escherichia coli ATCC Enterococcus faecalis QB
B-230 6633 11229

Listeria monocytogenes Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus Streptococcus pyogenes

CFQ-B-103 ATCC 27853 ATCC 6538 CFQ-B-218

Salmonella enterica
serovar Typhimurium
ATCC14028

100
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Tabla 8.- Efecto antagonista del Lote A, a distintos tiempos de muestreo.

Microorganismo Condiciones de fermentacion

patdgeno 24 horas / 28 °C 7 dias /4 °C

s”

Bacillus cereus
CFQ-B-230

Bacillus subtilis
ATCC 6633

Escherichia coli
ATCC 11229

101

——
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Enterococcus faecalis
QB

Listeria monocytogenes
CFQ-B-103

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

102

——
| —



Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Streptococcus
pyogenes
CFQ-B-218

Salmonella enterica
serovar Typhimurium
ATCC 14028

103

——
| —



Tabla 9.- Efecto antagonista del Lote B, a distintos tiempos de muestreo.

Microorganismo Condiciones de fermentacion
patdgeno 24 horas / 28 °C 7 dias /4 °C 14 dias /4 °C
———- e N

=l

=

Bacillus cereus
CFQ-B-230

Bacillus subtilis
ATCC 6633

Escherichia coli
ATCC 11229

104

——
| —




Enterococcus faecalis
QB

Listeria monocytogenes
CFQ-B-103

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

105

——
| —



Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Streptococcus
pyogenes
CFQ-B-218

Salmonella enterica
serovar Typhimurium
ATCC 14028

106

——
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Tabla 10.- Efecto antagonista del Lote C. a distintos tiempos de muestreo.

Microorganismo Condiciones de fermentacion

14 dias /4 °C

patdgeno 24 horas / 28 °C dias /4 °C

Bacillus cereus
CFQ-B-230

Bacillus subtilis
ATCC 6633

Escherichia coli
11229

107

—
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Enterococcus faecalis
QB

Listeria monocytogenes
CFQ-B-103

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

108

——
| —



Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Streptococcus
pyogenes
CFQ-B-218

Salmonella enterica
serovar Typhimurium
ATCC14028

109

——
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