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1. RESUMEN. 
 
Leuconostoc mesenteroides P45 y Lactobacillus plantarum P46, son bacterias ácido 

lácticas presentes en la fermentación del pulque, su capacidad probiótica se ha 

demostrado in vitro e in vivo. Sin embargo, el uso de estos probióticos en el pulque 

como matriz, siendo una bebida alcohólica no destilada, no sería tan conveniente. 

 

Debido a lo anterior, en el presente trabajo se elaboraron bebidas lácteas 

fermentadas con las cepas probióticas aisladas del pulque. Se evaluó inicialmente 

el crecimiento en leche descremada (10% v/v) como medio de cultivo. Así mismo, 

se realizaron ensayos in vitro para determinar la capacidad de resistir el contacto a 

lisozima, las condiciones de pH ácido (3.5) y la concentración 0.3% de sales biliares. 

Además, se evalúo la actividad antagónica contra patógenos de importancia clínica 

como Listeria monocytogenes y Salmonella enterica serovar Typhimurium. 

Finalmente se realizó una evaluación sensorial de las bebidas lácteas obtenidas. 

 

Se obtuvo una concentración celular en la matriz láctea de 9.16 Log10 UFC/mL para 

L. mesenteroides P45 y 9.14 Log10 UFC/mL para L. plantarum P46. La cepa P45 

creció a una concentración de 7.54 Log10 UFC/mL al estar en contacto con lisozima 

durante 30 minutos; 9.12 Log10 UFC/mL para pH ácido y 8.53 Log10 UFC/mL para 

sales biliares. Para la actividad antimicrobiana se observaron halos de inhibición de 

13 mm contra S. Typhimurium y 16 mm contra L. monocytogenes. La cepa P46, 

presentó concentraciones de 9.41 Log10 UFC/mL de viables al estar en contacto con 

lisozima durante 30 minutos; 9.24 Log10 UFC/mL para pH ácido y 9.45 Log10 UFC/mL 

para sales biliares. La actividad antimicrobiana presentó halos de inhibición de 14 

mm para S. Typhimurium y 13 mm para L. monocytogenes. Con estos resultados 

se corroboró que en la matriz láctea ambas cepas presentaron las características 

probióticas que las distinguen. 

 

El perfil sensorial obtenido de la bebida fermentada con L. mesenteroides P45 

presentó atributos de olor lácteo y fermentado, sabor ácido y cremoso, así como 

una textura suave y fueron de mayor agrado para los evaluadores. 
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2. INTRODUCCIÓN. 

 
El pulque es una bebida alcohólica no destilada, que se obtiene a partir de la 

fermentación del aguamiel extraído de algunas especies de maguey, al ser su 

proceso de elaboración tradicional, las condiciones en las que se produce esta 

bebida genera una amplia diversidad microbiana (Escalante et al., 2012).  

 

Se le atribuyen al pulque propiedades benéficas hacia la salud de su consumidor 

tanto medicinales como nutricionales, entre las que destaca; la prevención de 

trastornos gastrointestinales, que están ligadas a microorganismos presentes en la 

bebida, ya que algunos microorganismos pertenecen a bacterias ácido-lácticas 

(BAL), en donde algunas son empleadas como probióticos (Saad et al., 2013).  

 

Se han realizado diversos estudios acerca de la microbiota presente en la 

fermentación del pulque. Campos (2010), a partir de pulque aisló BAL utilizando 

como criterios de aislamiento, la resistencia a pH ácido y sales biliares, obtuvo 13 

cepas con potencial probiótico, dentro de las cuales destacó la cepa designada 

como Leuconostoc mesenteroides P45. Matus (2011), destacó que esta cepa 

presentó las mejores características probióticas al disminuir en al menos un ciclo 

logarítmico la infección en hígado y bazo generada con la cepa Salmonella enterica 

serotipo Typhimurium. Ramírez (2018), elaboró una bebida a base de la 

fermentación del aguamiel con L. mesenteroides P45, donde demostró que 

conservó su carácter probiótico. 

 

Gutiérrez (2015), realizó el aislamiento e identificación de distintos lactobacilos, tras 

pruebas preliminares, L. plantarum se destacó como microorganismo con 

posibilidad a ser probiótico. Morales (2019), caracterizó el potencial probiótico de L. 

plantarum P46 in vitro e in vivo. 

 

En México, el consumo de probióticos se encuentra limitado a productos que en su 

mayoría son lácteos, por lo que el objetivo de este trabajo es realizar bebidas lácteas 

fermentadas con las cepas L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46, así como 

corroborar que mantienen sus propiedades probióticas.  
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3. ANTECEDENTES. 

 

3.1 Bacterias ácido lácticas.  

 
Las bacterias ácido lácticas (BAL), pertenecen al phylum Firmicutes, que 

comprende aproximadamente 20 géneros, de los más representativos se 

encuentran Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus 

y Weisella (Maldonado et al., 2018). 

 

La clasificación de BAL comprende un diverso grupo de microorganismos con las 

siguientes características: cocos y bacilos Gram-positivos, de longitud variable y de 

un grosor de 0.5-0.8 µm, que son aerobios facultativos o microaerófilos, no 

esporulados, inmóviles, catalasa-negativo y citocromo-negativo. Además de los 

requerimientos nutricionales, la temperatura es uno de los factores más importantes 

que influyen en el crecimiento de las BAL (Waldir et al., 2007). 

 

Gracias a sus propiedades metabólicas, las BAL desempeñan un papel importante 

en la industria alimentaria, por su contribución al sabor, olor, textura, características 

sensoriales, propiedades terapéuticas y valor nutricional. Se usan ampliamente 

como cultivos iniciadores para la fermentación de la leche, vegetales, carnes, 

bebidas y productos de panadería. 

 

Según la fermentación de la lactosa las BAL se clasifican en homofermentativas 

(produce sólo ácido láctico) y heterofermentativas (producen ácido láctico y otros 

metabolitos) y según la temperatura de crecimiento en mesófilos y termófilos (Figura 

1). 

 

La lactosa es transportada al interior de la célula y fosforilada por un sistema de 

fosfotransferasa (PTS), posteriormente la lactosa-P es hidrolizada por una fosfo-β -

galactosidasa en galactosa-6-P que es excretada y la glucosa que es canalizada a 

la glucólisis al ser fosforilada por la glucocinasa.  
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También se puede transportar la lactosa por una permeasa y ser hidrolizada por 

una β -galactosidasa en galactosa y glucosa (Lessard, et al. 2003).  

 

 

Figura 1. Utilización de lactosa de las bacterias lácticas a) Ruta homofermentativa 

y b) Ruta heterofermentativa de utilización de lactosa de las bacterias ácido 

lácticas. (Elaborado a partir de Tamang, et al., 2010). 

 

El grupo de las BAL heterofermentativas está compuesto por los géneros: 

Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y 

Pediococcus, estas bacterias contienen la enzima fosfocetolasa, pero carece de la 

aldolasa y hexosa isomerasa; así que, en lugar de seguir la vía Embden-Meyernof-

Parnas (EMP), utilizan las vías de la hexosa monofosfato o la de las pentosas. 
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Estas fermentan un mol de glucosa para formar un mol de ácido láctico, un mol de 

etanol y un mol de CO2. Además de los productos ya mencionados, las BAL 

producen distintos metabolitos como acetaldehído y diacetilo, además de algunas 

sustancias antimicrobianas (Savadogo et al., 2009). 

 

3.2 Pulque.  
 

El pulque es una bebida alcohólica no destilada tradicional producida por la 

fermentación de la savia conocida como aguamiel, la cual es extraída de especies 

pertenecientes al género Agave: A. atrovirens, A. mapisaga, A. ferox, A. hookori y 

A. americana (Escalante et al., 2008). Esta bebida es probablemente la más antigua 

y tradicional de México. Es un líquido blanco, viscoso, ligeramente ácido y con un 

contenido alcohólico menor a 6% y gracias a su impacto en el aspecto nutricional, 

económico y químico, ha sido la bebida más estudiada desde diferentes puntos de 

vista.  

 

Durante la producción de pulque ocurren tres tipos de fermentación: ácida, 

alcohólica y viscosa; lo que hace de esta bebida un ambiente interesante de 

microorganismos o genes con potencial biotecnológico, como los que codifican para 

transportadores de azúcares, enzimas hidrolíticas, exopolisacárido (EPS), o 

aquellos genes de las vías fermentativas involucrados en la producción de ácido 

láctico o etanol podrían ser aislados. Se han determinado importantes  cambios en 

la diversidad microbiana durante la fermentación del aguamiel hasta el producto 

fermentado final (Escalante et al., 2008).  

 

El proceso de fermentación se inicia en un ambiente ácido (pH= 3.8) y rico en 

carbohidratos, con una diversidad bacteriana compleja compuesta tanto por 

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas a partir de la cual las bacterias 

heterofermentativas L. citreum, L. mesenteroides y L. kimchi fueron las especies 

más abundante durante la primera hora de fermentación. Después de 3 h de 

fermentación se observan cambios importantes en la diversidad bacteriana, 

Lactobacillus sp, L. mesenteroides y Enterobacter agglomerans se convierten en las 

especies bacterianas predominantes. Otras bacterias como Zymomonas mobilis, 
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Acetobacter malorum y Acinetobacter radioresistens se encontraron relativamente 

constante desde la inoculación.  

 

Al final de proceso de fermentación (6 h), la diversidad bacteriana observada se 

compone principalmente de L. acidophilus, así como las BAL heterofermentativas 

L. mesenteroides (50%), L. lactis subsp. lactis (12.5%), Lactobacillus spp.  

(Escalante et al., 2008).   

 

Se ha reportado que algunas especies de BAL son capaces de crecer en ambientes 

con concentraciones de etanol de hasta el 20% por lo tanto, la capacidad de las BAL 

para resistir altas concentraciones de etanol y su capacidad de crecer en ambientes 

ácidos (pH 4.5) podría explicar su abundancia relativa durante el proceso de 

fermentación (Escalante et al., 2008).  

 

Una de las principales propiedades distintivas de pulque es su consistencia viscosa, 

que es dependiente de la producción de EPS. El principal microorganismo asociado 

con esta propiedad ha sido L. mesenteroides, ampliamente estudiado por su 

capacidad de producir dextranas (Escalante et al., 2008). 

 

3.3 Probióticos.  
 

Los probióticos son microorganismos vivos que cuando se administran en 

cantidades adecuadas confieren un beneficio a la salud del hospedero (Hill et al. 

2017).  

 

Los factores extrínsecos más importantes que afectan la viabilidad y sobrevida de 

las células probióticas son: pH (derivado de la fermentación), oxígeno disuelto 

(especialmente para bifidobacterias), interacciones antagónicas entre especies, 

composición química del medio de cultivo, concentración final de azúcares 

(aumento de presión osmótica), prácticas de inoculación (momento adecuado para 

el agregado del cultivo probiótico), temperatura y duración de la fermentación, 

condiciones de almacenamiento del producto (Olagnero et al., 2007). 
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3.3.1 Efectos benéficos. 

 

Los probióticos y su consumo favorecen algunos beneficios como: la producción de 

lactasa, la modificación del pH intestinal, una mejor conservación de la microbiota, 

la producción de sustancias antimicrobianas, la competencia contra 

microorganismos patógenos por nutrientes y evitar su proliferación, ayudan a una 

mejor asimilación de nutrientes, estimulan al sistema inmune y la generación de 

citocinas (Mata, 2013). 

 

Los mecanismos de acción generales y comunes de los probióticos son: funcionan 

como barrera microbiológica contra patógenos, normalizan la microbiota intestinal 

alterada, promueven la exclusión competitiva por patógenos, aumentan la 

producción de ácidos grasos de cadena corta, regulan el tránsito intestinal, por 

destacar algunos (Tabla 1).  

 

Los probióticos afectan al ecosistema intestinal estimulando los mecanismos 

inmunitarios y no inmunitarios de la mucosa a través del antagonismo y competencia 

con patógenos potenciales (Valdovinos et al., 2017).  

 

El efecto benéfico asociado al consumo de probióticos depende de su capacidad de 

adaptación y supervivencia al intestino del hospedero. Después de su ingesta se ve 

obligado a atravesar barreras que presentan diferentes características lo cual 

implica estrés para los microorganismos, entre estos factores se encuentra, la 

resistencia a la actividad de la lisozima (enzima presente en la saliva de humanos), 

los distintos pH que se presentan en el tracto gastrointestinal, la presencia de sales 

biliares, los mecanismos de resistencia de este tipo de bacterias mant ienen la 

integridad de la célula (Zhang et al., 2018).  

 

El principal efecto de los probióticos es aumentar las funciones de la inmunidad 

innata, incluida la fagocitosis y la toxicidad celular mediada por las células asesinas 

naturales, y regular la síntesis de citocinas en las células T polarizadas. Debido a 

que las células T reguladoras desempeñan un papel importante en la amortiguación 

de respuestas inmunes mal dirigidas, los probióticos pueden ejercer efectos 

antiinflamatorios al influir en esta población de células T (Moreno et al., 2014). Se 



16 
 

ha demostrado que las cepas probióticas difieren en su capacidad para inducir la 

diferenciación de células y la producción de citocinas (Ashraf et al., 2014). 

 

Tabla 1. Efectos benéficos para la salud de los probióticos. 

 Adaptado de Chandan (2013). 

Efectos corroborados por evidencia 

científica 

Efectos de naturaleza potencial 

Ayuda en la digestión de la lactosa. Control de infecciones por Candida sp.  y 

bacterias (vaginitis). 

Tratamiento de diarreas por rotavirus. Alivio de la constipación. 

Tratamiento de gastroenteritis infantil. Efectos 

antimutagénicos/anticarcinogénicos. 

Tratamiento de diarrea relacionada con 

antibióticos. 

Reduce el colesterol y la presión 

sanguínea. 

Modulación de la microbiota intestinal. Alivio de la superpoblación microbiana en 

el intestino delgado. 

Reducción de enzimas fecales 

peligrosas, biomarcadores de la 

iniciación del cáncer. 

Alivio de dermatitis y de alergias cutáneas. 

Estímulo/modulación del sistema 

inmune. 

Prevención y tratamientos de la 

enfermedad de Crohn. 

Efectos positivos sobre el cáncer de 

cérvix y de vejiga. 

Tratamiento de diarrea causada por 

Clostridioides difficile. 

 

Tradicionalmente, las bacterias probióticas han sido añadidas al yogur y a otros 

alimentos fermentados, los criterios para seleccionar estas cepas incluyen que sean 

viables y metabólicamente activas en el tracto gastrointestinal. Además, es 

importante que la viabilidad del microorganismo y la estabilidad de las 

características de las cepas puedan mantenerse durante la producción comercial, 

así como durante la vida útil del producto (Gilliand, 2003). 

 

La mayoría de los probióticos pertenecen al grupo de las bacterias ácido lácticas, 

las cuales participan en la elaboración de diversos alimentos fermentados como el 
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yogurt, siendo el producto con probióticos más conocido entre la población y cuya 

ingesta es asociada a diversos beneficios a la salud del consumidor (Tamang et al., 

2010). 

 

3.4 Género Leuconostoc.  
 

El género Leuconostoc pertenece al Phylum Firmicutes, que incluye 

microorganismos Gram-positivos, y presenta una forma de 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 

inmóviles, no forman esporas. 

 

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 lácteos (de Paula et al., 2015). 

 

Las bacterias del género Leuconostoc se encuentran clasificadas dentro del grupo 

de bacterias ácido lácticas heterofermentativas, las cuales producen  

mayoritariamente ácido láctico a partir de la fermentación de hidratos de carbono 

simples (Serrano, 2017), producen gas (CO2), compuestos aromáticos (diacetilo, 

acetoína, acetato, etanol y 2,3-butilenglicol), utilizado en diversos fabricantes de 

alimentos fermentativos (D’ Angelo et al., 2017), además de valiosos polisacáridos 

(dextrinas) (Shobha y Agrawal, 2008).  

 

3.4.1 Leuconostoc mesenteroides P45.  

 
L. mesenteroides es una BAL previamente aislada del pulque. Es uno de los 

microorganismos responsables del desarrollo de la viscosidad en esta bebida, por 

la producción de exopolisacáridos, la cual es una de las características distintivas 

de esta bebida (Escalante et al., 2004). 

 



18 
 

Campos (2010), aisló y caracterizó 13 bacterias lácticas del pulque con posible 

capacidad probiótica, por su resistencia a condiciones in vitro simulando el tracto 

gastrointestinal (pH 3.5 y sales biliares al 0.3%), posteriormente al realizar la 

identificación por secuenciación del ADNr 16S permitió que se identificaran como L. 

mesenteroides, L. durionis y L. kimchi. La cepa de L. mesenteroides P45 fue la que 

presentó una mayor capacidad de inhibición contra bacterias patógenas.  

 

Matus (2011), seleccionó a la cepa L. mesenteroides P45 para ser probada en 

modelos animales. Observó que el consumo de la cepa durante siete días 

consecutivos disminuyó de uno a dos ciclos logarítmicos el desarrollo de S. enterica 

serovar Typhimurium en hígado y bazo de ratones Balb/c, además realizó la 

identificación por secuenciación del operón ribosomal, mostrando un 92% de 

parecido con la cepa L. mesenteroides ATCC 8233. 

 

Por otro lado, Cerón (2014), realizó ensayos de adhesión celular in vitro por parte 

de la cepa P45, en cuatro líneas celulares de epitelio colorectal humano Caco-2, 

Hep-2, HT-29 y HeLa), presentando adherencia moderada en las primeras dos 

líneas.  

 

Al secuenciar el genoma de esta cepa, se encontró la secuencia de un gen 

codificante para una glucosiltransferasa (GTF;GtFg1:LP45), enzima responsable de 

la síntesis de dextrana a partir de sacarosa, dentro de los resultados obtenidos en 

este ensayo destacó la identificación de genes codificantes para una 

prebacteriocina, una lisozima (1,4-β-N-acetylmuramidasa) y un peptidoglicano 

amidasa (N-acetylmuramoyl-L-alanina amidasa; murain_hidrolasa) (Riveros-Mckay 

et al., 2014).   

 

Complementario a todos estos estudios, Martínez (2018), elaboró una bebida a base 

de aguamiel usando como cultivo iniciador L. mesenteroides P45, y demostró que 

conservó sus características que la distinguen como una cepa probiótica. También 

se hizo una evaluación sensorial del producto terminado para evaluar el nivel de 

agrado y aceptación del consumidor, con esto se amplió la variedad de productos 

fermentados probióticos, además que resultó una alternativa para la población 

intolerante a la lactosa. 
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3.5. Género Lactobacillus. 
 

El género Lactobacillus se encuentra naturalmente asociado a plantas, productos 

vegetales fermentados, masas fermentadas y a bebidas alcohólicas. Son habituales  

en productos lácteos y algunas cepas se utilizan en la preparación de leches 

fermentadas (Lahtinen et al., 2012). 

 

Comprende un amplio grupo de bacterias no esporuladas, catalasa negativo, de 

morfología bacilar o cocobacilar de distintas longitudes, además son microaerófilos, 

por lo que requieren una baja presencia de oxígeno en el medio donde se 

desarrollen, así mismo, la mayoría de estas bacterias pueden crecer en medios cuyo 

pH es inferior a cuatro, por lo cual, permanecen presentes en la mayoría de los  

alimentos fermentados tras metabolizar los carbohidratos presentes (Vasiee, et al., 

2014). 

 

Los lactobacilos presentan un papel importante en el hospedero, ya que realiza o 

complementa una serie de funciones metabólicas necesarias para el desarrollo del 

organismo, como la síntesis de vitaminas y la biodisponibilidad de minerales 

mediante la descomposición de taninos y fitatos (Zhang et al., 2018). 

 

Distintas cepas de este género pueden activar diversos componentes de la 

respuesta inmune, mediante la capacidad de producir y secretar metabolitos 

específicos que influyen en las células del hospedero (Su et al., 2017). 

 

El efecto benéfico asociado al consumo de lactobacilos como probióticos depende 

de su capacidad de adaptación al intestino del hospedero, ya que, tras su ingesta 

es sometido a factores de estrés como el pH gástrico y la presencia de sales biliares, 

por lo que, los mecanismos de resistencia de este tipo de bacterias mantienen la 

integridad de la célula, mediante la exportación de macromoléculas además de la 

detección de factores de estrés (Zhang et al., 2018).  
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El tracto gastrointestinal alberga una compleja comunidad microbiana, en donde se 

ha desarrollado una relación simbiótica ya que sus interacciones presentan un 

efecto sobre la salud del hospedero, puesto que las bacterias presentes en el 

intestino modulan el desarrollo del sistema inmune (Satokari, 2019). 

 

3.5.1. Lactobacillus plantarum P46. 
 

Gutiérrez (2015), realizó la detección de la capacidad probiótica de lactobacilos 

aislados del pulque, destacando las cepas L. brevis 2sS1.¨12b y L. plantarum 2S1.9, 

dado que la denominación numérica de las cepas resultaba complicada, Morales 

(2019), renombró las cepas como L. brevis P47 y L. plantarum P46, 

respectivamente. 

 

Se hicieron ensayos en donde dichas cepas se sometieron a condiciones de 

laboratorio que simulan al tracto gastrointestinal, sensibilidad a antibióticos y 

ensayos frente a patógenos, se demostró que L. plantarum P46 presentó mejor 

actividad probiótica.  

 

Asimismo, Morales (2019), evaluó y caracterizó el potencial probiótico de L. 

plantarum P46, mediante ensayos in vivo frente a S. enterica serovar Typhimurium 

en ratones Balb/c, confirmando que la cepa P46 disminuyó hasta el 95% de la carga 

infecciosa en ratones machos.  

 

3.6 Leches fermentadas.  

 
Las leches fermentadas han estado presentes en la dieta humana de diversas 

regiones del mundo desde hace 9000 a. C., por lo que se han consumido 

prácticamente desde la domesticación de animales. Se ha tenido evidencia de la 

utilización de leches fermentadas en yacimientos arqueológicos relacionados con 

culturas de Mesopotamia; también se han encontrado reportes antiguos medicinales 

que citan este tipo de leches como saludables y con propiedades para luchar contra 

enfermedades (Aneja et al., 2002). 
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Estos alimentos, son productos lácteos obtenidos por medio de la fermentación de 

la leche, por medio de la acción de cultivos adecuados y teniendo como resultado 

la disminución del pH con o sin precipitación isoeléctrica (coagulación). 

 

Los cultivos de microorganismos utilizados para este fin deberán ser viables, activos 

y abundantes en el producto, hasta la fecha de caducidad (Gilliand, 2003). 

 

Los microorganismos fermentativos degradan los azúcares presentes en la leche, 

como es el caso de la lactosa, en consecuencia, hace que esta sea más asimilable 

por los intolerantes, el principal producto de la fermentación de la lactosa es el ácido 

láctico, el cual se encuentra en mayor proporción, con esto se mejora la 

digestibilidad de las caseínas y se favorece la absorción de calcio por el intestino 

delgado. La composición mineral de la leche no resulta afectada por la fermentación, 

por lo que las leches fermentadas son una excelente fuente de calcio, fósforo, 

magnesio y zinc (Gilliand, 2003). 

 

La leche es el hábitat normal de numerosas bacterias ácido-lácticas, éstas son las 

responsables de la acidificación cuando se mantiene a temperaturas óptimas de 

crecimiento de las bacterias antes mencionadas, durante el tiempo suficiente. 

 

La leche ácida adquiere sabores y texturas dependiendo del tipo de bacterias que 

lleguen desde el entorno en el que se encuentre. 

 

Los productos lácteos fermentados pueden ser considerados alimentos funcionales, 

el concepto general es que son alimentos o componentes alimenticios cuyo 

consumo además de una nutrición básica, genera beneficios para la salud y/o 

reduce el riesgo de enfermedad (Sarmiento, 2006; Valdés et al., 2017; Salmerón, 

2017). 

 

Existe evidencia documentada que señala la relación de propiedades de las 

diferentes cepas probióticas con la salud del hospedero, se cree que las bacterias 

ácido lácticas tienen un papel importante en proporcionar efectos benéficos a los 

seres humanos. 
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Mediante estudios recientes se ha demostrado que algunos alimentos fermentados 

mexicanos muestran actividad probiótica (Wacher, 2014). En México existen 

diversos alimentos fermentados como lo son bebidas cuya producción es 

desarrollada en lugares específicos del país, por lo que algunos de estos alimentos 

únicamente son elaborados en poblados específicos, lo que genera un 

conocimiento limitado de su existencia, pero otros tales como el pozol, tepache, 

tegüino y el pulque, son elaborados en diferentes estados del país (Jiménez et al., 

2010). 

 

3.7 Leches probióticas.   
 

Las leches probióticas han adquirido importancia a partir de los años 80’s. Los 

probióticos forman una categoría dentro de la clasificación de los alimentos 

funcionales.  

 

Los alimentos funcionales son componentes alimenticios que aportan beneficios 

fisiológicos demostrados o que reducen el riesgo de padecer enfermedades 

crónicas además de sus funciones nutritivas básicas (Shah, 2001). 

 

3.8. Enfermedades gastrointestinales. 

  
A nivel mundial, los padecimientos gastrointestinales son problemas de salud 

pública, los cuales son resultado de estilos de vida poco saludables, el consumo de  

alimentos preparados con poca higiene, estas infecciones son de característica 

bacteriano o parasitario, causando gastroenteritis (Vila, et al., 2009). 

 

La alimentación y el estado inmunológico del hospedero influyen en la 

predisposición a contraer enfermedades de este tipo. Estas infecciones ocurren al 

ingerir alimentos contaminados, lo cual puede ocurrir a través de diferentes vías, 1) 

la contaminación de un alimento a otro, la cual ocurre en alimentos crudos; 2) de 

persona a alimentos, esto se debe a la manipulación al prepararlo o incluso al 

momento de ingerirlo. 
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3.8.1 Salmonella enterica serovar Typhimurium.  
 

Los microorganismos pertenecientes al género Salmonella son bacterias patógenas 

Gram-negativas ligados a padecimientos gastrointestinales. Este género de 

bacterias es no esporulado, anaerobio facultativo, poseen flagelos por lo que son 

móviles. Existen dos especies, S. bongori y S. enterica a su vez, divididos en 

subespecie y estos últimos subdivididos en serotipos (Figueroa et al., 2005). 

 

S. enterica subespecie enterica puede clasificarse en 1547 serovariedades o 

serotipos diferentes. Las serovariedades se distinguen por la reacción con 

antisueros específicos frente a dos antígenos de la superficie bacteriana altamente 

variables el antígeno O que refleja la variación en las porciones externas del LPS 

de la superficie bacteriana y el antígeno H el cual refleja la variabilidad en la 

flagelina, proteína constituyente del flagelo bacteriano. El serovar aislado con mayor 

frecuencia de infecciones humanas en todo el mundo es S. enterica serovar 

Typhimurium (Figueira et al., 2012). 

 

Una vez que Salmonella logra introducirse en el epitelio intestinal, se adhiere 

mediante el uso de distintas adhesinas, con esto comienza la invasión, para el cual 

emplea un sistema especializado de secreción de proteínas, mediada por el sistema 

de Secreción Tipo III (SST3) los genes involucrados en este sistema se encuentran 

codificados en Islas de Patogenicidad de Salmonella (SPI, por sus siglas en inglés) 

(Haraga, 2008).  

 

Las proteínas traslocadas hacia la célula intestinal generan cambios fisiológicos, lo 

cual induce modificaciones en las células blanco, permitiendo que el patógeno se 

internalice; una vez dentro se replica y posteriormente se disemina, induce la 

fagocitosis por macrófagos. 

 

Simultáneamente, se activa una respuesta secretora en el epitelio intestinal, en 

donde se acumulan fagocitos, asociado a la producción de citocinas 

proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa e interleucinas (IL-8, IL-23 

e IL-1 beta), este proceso inflamatorio provoca que se desencadene la diarrea, 

principal sintomatología de la salmonelosis (Figura 2). 



24 
 

 

3.8.2 Listeria monocytogenes. 
 

Las bacterias pertenecientes al género Listeria son bacilos Gram-positivos cortos, 

regulares, no esporulados ni ramificados que suelen observarse en disposición 

individual o formando cadenas cortas. Son anaerobias facultativas, catalasa 

positivas y oxidasa negativa. L. monocytogenes es la única especie implicada en 

patología humana. Se han aislado del suelo, materia vegetal en putrefacción, aguas 

residuales, comida animal, pollo fresco, y congelado, alimentos frescos y 

procesados, queso, leche no procesada (Iglesias, et al., 2017).  

 

L. monocytogenes produce una toxina citolítica y hemolítica, llamada listeriolisina O, 

que actúa como un importante factor de virulencia.  

 

Cuando es fagocitado, el microorganismo empieza a fabricar la listeriolisina, que se 

fija al colesterol y rompe la membrana del fagolisosoma. Este puede ser el principal 

mecanismo de supervivencia intracelular de este patógeno (Posada, et al., 2018).  

 

Figura 2. Mecanismo de patogenicidad de S. enterica serovar Typhimurium. 

(Elaborado a partir de Haraga et al., 2008). 
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3.9 Análisis Sensorial.  
 

El análisis sensorial es la evaluación de las propiedades organolépticas realizada 

por medio de los sentidos humanos. Sus principios científicos están basados en la 

fisiología, psicología psicofísica y estadística. Su objetivo es estudiar cómo se 

percibe a través de los sentidos (vista, olfato, gusto, tacto y oído), las propiedades 

de los alimentos (Stone & Sidel, 2004). 

 

Es la evaluación de la apariencia, olor, textura y sabor de un alimento o materia 

prima; esta disciplina comprende un conjunto de técnicas para la medición de las 

respuestas humanas hacia los estímulos provocados por los componentes de los 

alimentos.  

 

Evaluar sensorialmente, es entender el papel que juegan las características que son 

parte de un producto en la experiencia del consumo y así conocer la aceptación o 

agrado de este producto.  

 

La evaluación sensorial surge con la necesidad de evaluar la calidad de los 

alimentos, conocer la opinión del público consumidor y con esto mejorar los 

productos para conseguir la aceptación. Además, esta disciplina se encuentra 

relacionada con investigaciones sobre elaboración e innovación de productos 

nuevos para promover su introducción al mercado.  

 

La evaluación de las características sensoriales de los productos alimenticios ha 

sido, y seguirá siendo un método para determinar la calidad de estos. La calidad 

sensorial es un parámetro que solo puede ser evaluado por humanos y consiste en 

una serie de pruebas objetivas que siguen una metodología definida. Hay pruebas 

de tipo analítica y afectiva. Dentro de los métodos analíticos se encuentran pruebas 

como las discriminativas descriptivas, etc. 

  

3.9.1 Pruebas descriptivas. 
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Este análisis es una metodología que proporciona descripciones cuantitativas de los 

productos, dichas descripciones son obtenidas de las percepciones de un panel de 

sujetos calificados para este propósito (Keane, 1992; Brown, 2008). 

 

Este tipo de análisis puede ser utilizado como control de calidad, ya que es capaz 

de monitorear los posibles cambios que los productos sufren durante el proceso de 

manufactura, así como durante la refrigeración del producto final. 

 

3.9.2 Análisis descriptivo cuantitativo.  
 

Se utilizan escalas que van de izquierda a derecha con intensidades crecientes: 

débil a fuerte, poco a mucho, líquido a viscoso, etc. en ellas, el panelista evalúa por 

sí mismo usando estas escalas. 

 

Los valores que se asignan en esta escala sirven para obtener información sobre 

las diferencias o similitudes entre las muestras (Iñigo, 2013). 

 

3.9.3 Perfil Flash. 
  

Debido a que las pruebas descriptivas convencionales requieren de jueces 

entrenados y de un largo tiempo para realizar las evaluaciones, se han desarrollado 

otro tipo de metodologías rápidas dentro de las que se encuentra el Perfil Flash. 

En el perfil flash, durante la primera sesión los evaluadores reciben un conjunto de 

muestras de productos y se les pide que generen (individualmente) descriptores 

sensoriales que hagan distinguir a los productos; posterior a esto se hace una 

evaluación grupal para seleccionar la lista de atributos para elaborar el perfil de la 

muestra, posteriormente en las siguientes sesiones los jueces evalúan todos los 

atributos de las muestras (Hernández, 2005). 

 

3.9.4 Análisis de Procrustes Generalizado.  
 

Es un método multivariado utilizado ampliamente en la evaluación sensorial 

perteneciente a los métodos de análisis de datos derivados de individuos. Es un 
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consenso multidimensional que utiliza la rotación, la traslación y el escalamiento 

para dar cuenta de las diferencias de los panelistas (García, 2016). 

 

El GPA obtiene una matriz consenso con los datos de cada uno de los panelistas, y 

tata de conseguir que los objetos estén tan cerca como sea posible, mediante 

transformaciones. Una vez obtenida la matriz consenso, se realiza una gráfica de 

PCA (Zea, 2016). 

 

3.9.5 Análisis de Componentes Principales (PCA). 
 

El análisis de componentes principales (PCA por sus siglas en inglés), es una 

técnica utilizada para reducir las dimensiones de un conjunto de datos (Shlens, 

2009), construye una transformación lineal que escoge un nuevo sistema de 

coordenadas para el conjunto original de datos en el cual la varianza de mayor 

tamaño del conjunto de datos es capturada en el primer eje (llamado Primer 

Componente Principal), la segunda varianza más grande es el segundo eje, y así 

sucesivamente (Shlens, 2009).  

 

En la interpretación del PCA se debe contemplar:  

 

1.- La suma de la información del primer y segundo eje (%), es llamada 

representación acumulada; la información faltante, suele ser representada por las 

demás dimensiones. 

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

representan.  

3.- Mientras más cercanos estén los productos entre sí en la proyección, se 

demuestra semejanza entre sus propiedades sensoriales. 

4.- Cuando existe referencia, cuanto más se acerque al centro será considerada 

como mejor referencia, puesto que representa el promedio de acuerdo con los 

atributos calificados (Flores, 2017). 
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4  JUSTIFICACIÓN. 

 
Estudios previos del análisis de la diversidad bacteriana presente en aguamiel y 

durante la fermentación del pulque, han demostrado la presencia de una gran 

cantidad de BAL, L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46 cepas aisladas del 

pulque han destacado por su potencial probiótico.  

 
Dentro de las principales aplicaciones de los probióticos está la prevención y 

tratamiento de la diarrea, por consumo de alimentos contaminados con 

microorganismos patógenos, así como la asociada a la ingesta de antibióticos. 

Actualmente, diversos estudios, han inferido que los probióticos están involucrados 

en procesos mucho más complejos como lo son la reducción del colesterol en suero, 

la estimulación del sistema inmune, y brindar calidad de vida a los pacientes con 

enfermedad inflamatoria intestinal, por mencionar algunos.  

  

En México, el consumo de probióticos se centra en alimentos de origen lácteo. Los 

productos lácteos funcionales que actualmente más se comercializan a nivel 

mundial, son las leches fermentadas. Existe evidencia sobre los beneficios para la 

salud del consumidor, al incorporar bacterias probióticas en leches fermentadas.   

 

Tomando en cuenta lo anterior, el presente trabajo permitirá el desarrollo de bebidas 

lácteas fermentadas con las cepas L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46, con 

evidencia de que poseen un importante potencial probiótico, por primera vez se 

evaluará en una matriz distinta a la de su origen.    
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5 HIPÓTESIS. 

 

Las cepas L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46 caracterizadas previamente en 

el pulque por su potencial probiótico, serán capaces de desarrollar y fermentar leche 

descremada, manteniendo in vitro las características de resistencia a condiciones 

del tracto gastrointestinal, así como su efecto antagonista frente a microorganismos 

patógenos, además aportará características sensoriales a la bebida final para 

cumplir con las expectativas de consumidores de este tipo de productos.  
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6 OBJETIVOS. 

 

6.1 Objetivo General.  
 

Elaborar una bebida láctea fermentada con potencial probiótico utilizando las cepas 

Leuconostoc mesenteroides P45 y Lactobacillus plantarum P46 aisladas del pulque.   

 

6.2 Objetivos particulares.  
 

● Realizar la fermentación de leche descremada usando como cultivo iniciador 

las cepas L. mesenteroides P45 y/o L. plantarum P46 aisladas del pulque.  

● Evaluar la viabilidad de las cepas L. mesenteroides P45 y/o L. plantarum P46 

utilizando leche descremada como medio de cultivo.  

● Determinar la resistencia in vitro de las cepas probióticas desarrolladas en 

leche descremada a condiciones de pH ácido y sales biliares, simulando las 

condiciones gastrointestinales.  

● Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de las cepas probióticas 

desarrollas en leche descremada frente a microorganismos patógenos 

asociados a enfermedades gastrointestinales.  

● Evaluar el perfil sensorial de las muestras de leche descremada para conocer 

sus atributos de aspecto, olor, sabor, textura y resabios para relacionarlos 

con sus ingredientes y los metabolitos productos de la fermentación.  
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7 METODOLOGÍA. 

7.1 Diagrama de la metodología. 
 

 
Figura 3. Metodología seguida para este proyecto. 

 

7.2 Activación y conservación de cepas.  

 
Las cepas L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46 fueron conservadas en 

ultracongelador a -70°C, Cada una se reactivó tomando con palillos de madera 

estériles una muestra y se inoculó en 4.5 mL de caldo APT (Difco) a 28°C/24 h y 

37°C/ 24 h respectivamente, esta última en condiciones de microaerofilia (atmósfera 

rica en CO2) esto se logró llevando a cabo la reacción de 1 g de ácido cítrico más  

2 g de NaHCO3 en jarra de anaerobiosis. Al término de la incubación, se 

reinocularon las cepas en placas de agar APT (Difco) por agotamiento radial, 

incubando a las condiciones antes descritas.  

 

Posterior al desarrollo en el medio, se corrobó su pureza, para considerarse puras 

se verificó homología en forma, tamaño y características en tinción de Gram.  
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Se realizó una suspensión saturada de cada cepa en 4.5 mL de caldo APT (Difco), 

de esta se tomaron 500 µL y se depositaron en crioviales (estériles) de 1 mL de 

capacidad, añadiendo además 500 µL de glicerol al 50% v/v, tras homogeneizar se 

preservaron en ultracongelación  -70°C. 

 

7.2.1 Corroboración de pureza de bacterias ácido-lácticas.  

 
A partir de cultivos de 24 h incubados en las condiciones descritas en el punto 7.2 

se corroboró su pureza mediante la observación morfo colonial en agar APT (Difco), 

posteriormente se realizó la tinción Gram y se observó su morfología al microscopio, 

del mismo cultivo se realizó la prueba de catalasa, ya que la ausencia de dicha 

enzima es característica de este género (Cástulo et al., 2008).  

 

7.2.2 Conservación y corroboración de pureza de cepas patógenas.  
 

Para los ensayos de antagonismo frente a patógenos se usaron las cepas L. 

monocytogenes CFQ-B-103 y S. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Tales 

microorganismos fueron seleccionados por ser previamente empleadas en retos 

microbianos frente a BAL (Matus, 2011; Giles-Gómez et al., 2016).  

 

Los microorganismos patógenos empleados fueron recuperados a partir de cultivos 

inoculados por agotamiento radial en agar luria o Agar infusión cerebro corazón 

(BHI), de los cuales se corroboró su pureza mediante tinción Gram, para 

considerarse puras se verificó la homología en forma y tamaño.   

 

Para su conservación a largo plazo se realizó una suspensión saturada en caldo 

Luria o BHI (acorde a la tabla 2) a partir de cultivos incubados a 37°C durante 24 h, 

del cual se depositaron 500 µL en un criovial de 1.0 mL de capacidad y 500 µL de 

glicerol al 50% v/v tras ser homogeneizado se conservó en ultracongelación a -70°C. 
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Tabla 2. Cepas patógenas empleadas. 

Microorganismo Medio de cultivo Procedencia 

L. monocytogenes 

CFQ-B-103 

Agar y caldo BHI 

(DIBICO) 

Colección del 

Cepario de la 

Facultad de Química S.enterica serovar Typhimurium 

ATCC 14028 

Agar y caldo Luria 

(DIBICO) 

 

7.3 Evaluación del desarrollo y capacidad probiótica de las cepas aisladas 

del pulque en la matriz láctea. 

 

7.3.1. Cuantificación de las cepas probióticas en la matriz láctea. 

 
Se reactivaron las cepas como se indica en el punto 7.2.1. Posterior al desarrollo en 

caldo APT se midió la densidad óptica a 600nm (D.O.600) en el espectrofotómetro 

Ultrospec (2000) y se ajustó a D.O.600= 0.2 para determinar el volumen necesario 

para inocular en matraces con 90 mL de leche descremada 10% v/v, esto por 

triplicado para cada cepa probiótica. Se incubaron los matraces a 28°C / 24 h para 

L. mesenteroides P45 y a 37°C / 24 h para L. plantarum P46. Al término de la 

incubación se hicieron diluciones decimales sucesivas en solución salina 0.9% 

estéril hasta 10-7. Se inocularon 100 µL de las diluciones 10-1, 10-2, 10-4, 10-6 y 10-7 

y se plaquearon por extensión superficial con perlas de vidrio en placas de agar 

APT.  

 

Las placas fueron incubadas a las condiciones descritas anteriormente para cada 

cepa durante 24 horas. Al cabo de este tiempo, se realizó el conteo en placas, 

tomando como criterio de cuantificación aquellas que contenían entre 30 – 300 

unidades formadoras de colonias (UFC).  

 

7.3.2. Cuantificación de resistencia a lisozima. 
  

Se tomaron al azar 3 colonias a partir de las cajas estadísticamente significativas 

(10-6) a partir de la cuantificación del desarrollo en la leche fermentada descrito en 
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el punto 7.3.1, y se inocularon en 4.5 mL de caldo APT con lisozima [7 mg/mL] y se 

incubaron a las condiciones descritas en el punto 7.2.1 durante 0.5, 1.0 y 2.0 h.  

Al término de la incubación se efectuaron diluciones decimales seriadas en solución 

salina estéril hasta 10-7. Se plaquearon únicamente de las diluciones 10-1, 10-2,        

10-4, 10-6 y 10-7, 100 µL por extensión superficial en placas de agar APT con perlas 

de vidrio.  

 

7.3.3. Cuantificación de la resistencia a pH ácido y sales biliares 0.3 % a las 
24 h. 

 
De las colonias obtenidas en el ensayo descrito en 7.3.1 se tomaron 3 de distintas 

placas de las diluciones 10-6 las cuales se inocularon en los medios a las siguientes 

condiciones 1) 4.5 mL de caldo APT a pH 3.5 y 2) 4.5 mL de caldo APT con 0.3% 

de sales biliares (OXOID).  

 

Después de realizar el inóculo se incubaron los medios a las condiciones descritas 

en 7.2.1 durante 24 h. Pasado el tiempo, se efectuaron diluciones decimales 

seriadas en solución salina estéril hasta 10-7, se plaquearon 100 µL únicamente de 

las diluciones 10-1, 10-2, 10-4, 10-6 y 10-7 por extensión superficial en placas de agar 

APT con perlas de vidrio. 

 

Cada una de las determinaciones descritas en los puntos 7.3.1, 7.3.2 y 7.3.3, se 

realizaron por triplicado y para determinar la concentración de microorganismos se 

consideraron las placas que tuvieran entre 30 – 300 UFC. Posteriormente, obtenidos 

los resultados se realizó el análisis estadístico. 

 

7.3.4. Evaluación de la actividad antimicrobiana contra microorganismos 
patógenos.  

 

7.3.4.1. Reactivación e inoculación de la cepa probiótica.  
 
De la misma manera que se describió en el punto 7.3.2 se tomaron colonias 

procedentes del desarrollo en leche y se inocularon en caldo APT incubando a las 

condiciones anteriormente descritas durante 24 horas.  
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Posteriormente, utilizando el equipo Vortex (Thermolyne) se homogeneizaron las 

muestras durante 15 segundos, asegurándose que se generara el vórtice al centro 

del tubo. Posteriormente se dividió la caja en 4 cuadrantes, se transfirieron 4 gotas 

de 3 µL de cultivo estandarizado a D.O.600= 0.2, en el centro de cada cuadrante en 

placas de agar APT, después de 1 h, tiempo en el que se espera se absorba el 

cultivo en la placa de agar, se incubaron a las condiciones descritas en el punto 

7.2.1.  

 

7.3.4.2. Preparación de microorganismos patógenos. 

 
A partir de los cultivos conservados según lo descrito en el punto 7.2.2, se 

reactivaron los microorganismos patógenos en sus medios líquidos de acuerdo con 

la tabla 2, incubando durante 24 h a 37°C, después del tiempo de incubación se 

recurrió a una segunda reactivación de los microorganismos con el fin de utilizar 

células competentes viables siguiendo las mismas condiciones de incubación.  

 

Se procedió a medir la D.O. de cada microorganismo y llevando a cabo el ajuste a 

DO600= 0.2 con el fin de conocer el volumen de patógeno a adicionar en 9 mL de 

medio semisólido BHI o Luria (de acuerdo con la Tabla 2), adicionado con 0.5% de 

agar bacteriológico, el cual previamente fundido y a una temperatura aproximada 

de 45°C.  

 

Una vez obtenida la mezcla final de patógeno con medio semisólido se procedió a 

homogeneizar la muestra durante 15 segundos, procurando generar el vórtice. Se 

hizo este procedimiento para cada microorganismo patógeno utilizado. 

 

7.3.4.3. Evaluación de la actividad antimicrobiana.  
 

Con las mezclas de cada uno de los patógenos, se procedió a verterlas en las placas 

obtenidas en el punto 7.3.4.1 procurando se realice de la parte media de la placa 

generando la extensión hacia los alrededores de esta, siguiendo el mismo 
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procedimiento para todos los microorganismos. Una vez solidificado el agar, se 

realizó la incubación de las placas a 37°C/ 24 h, posterior al tiempo de incubación 

se determinó el efecto antagonista de las cepas probióticas contra patógenos 

observando la presencia o ausencia de halos de inhibición, registrando su diámetro 

en mm.  

 

 

 

 

 

           

 

 

Figura 4. Metodología empleada para el ensayo de antibiosis contra cepas 

patógenas. 

 

7.4 Elaboración de la bebida fermentada.  

 
Se reactivaron las cepas probióticas de acuerdo con lo descrito en el punto 7.2, 

posterior a esto se realizó una reinoculación de ellas en 100 mL de caldo APT 

siguiendo las mismas condiciones de incubación de cada cepa durante 24 h. 

 

Terminado el tiempo de incubación se realizó el ajuste de D.O. 600nm= 0.2 para 

conocer el volumen de cultivo necesario para adicionar (~ 50 mL) a 500 mL de leche 

descremada. Estos lotes obtenidos de cada cepa fueron utilizados para la 

evaluación sensorial.  

 

En el caso de los probióticos, es fundamental comprobar la viabilidad, así como las 

características de la cepa utilizada como cultivo iniciador, para asegurarle al 

Verter agar BHI o Luria (según 
sea el caso) previa inoculación 
de la cepa patógena. 

Inoculación de 3 µL de 
cultivo de cepa probiótica 
con concentración DO600nm 

por cuadriplicado.  

Incubación a 37°C o 
28°C (respecto a la 
cepa) /24 h. 
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consumidor que al ingerirlos obtendrá los beneficios a la salud de los que ya se ha 

hablado antes, para evaluar esto los ensayos de viabilidad en leche, resistencia a 

sales biliares y pH ácido, además de antagonismo frente a patógenos se repitieron 

de acuerdo a lo descrito en los puntos  7.3.1, 7.3.2, 7.3.3, 7.3.4,  después de 7, 14 

y 21 días de refrigeración (10°C), esta información podría servir a futuro para 

determinar la vida de anaquel del producto final. 

7.5 Evaluación sensorial: Perfil Flash. 

 
Se realizó el perfil flash en los días 1 y 21 de fermentación, del lote de la bebida 

fermentada con la cepa probiótica L. mesenteroides P45, durante este periodo se 

mantuvo bajo condiciones de refrigeración (10°C). Se colocaron 20 mL de cada una 

de las muestras en vasos de plástico del #0 codificados con 3 dígitos de números 

aleatorios. Las muestras se conservaron bajo condiciones de refrigeración hasta el 

momento de la evaluación.  

 

7.5.1 Generación de atributos.  

 
Se realizó una reunión con jueces entrenados en metodología descriptiva del área 

de Evaluación Sensorial, esto con el fin de generar los atributos de la muestra de la 

bebida fermentada. Durante la sesión, a cada juez se le presentó una charola de 

plástico con la muestra de leche, así como un vaso de agua potable, servilletas y 

una galleta, con el objetivo de no saturar a los gustos de los jueces. 

 

De esta muestra se le pidió a los jueces señalaran todos los atributos que eran 

capaces de percibir con el fin de agruparlos en las categorías: aspecto, color, olor, 

sabor y textura. Posteriormente en una reunión grupal se revisaron los atributos 

generados por el grupo de jueces y se seleccionaron aquellos que consideraron 

importantes de ser evaluados, con esta información se procedió a elaborar los 

cuestionarios.  
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Se evaluaron sensorialmente dos muestras de leche fermentada, una con la cepa 

P45 y otra con la cepa P46, con ayuda de un panel de 25 jueces con un rango de 

edad entre 20 y 28 años. 

 

Las muestras se prepararon como se describe en el punto 7.4 de este apartado. 

Esta evaluación se efectúo bajo condiciones controladas: luz blanca, en mamparas 

blancas, las muestras previamente codificadas se colocaron en una charola 

acompañadas de servilletas y un vaso de agua purificada, así como laptops en las 

que se encontraban cargados los cuestionarios diseñados en el software FIZZ 

Acquisition 2.5.1 mediante el empleo de la técnica de Perfil Flash. Esta evaluación 

se realizó en el anexo del Laboratorio 4D, Laboratorio de Evaluación Sensorial del 

Departamento de Alimentos y Biotecnología. 

 

7.5.2 Análisis estadístico 

 
Para el análisis estadístico de los datos obtenidos en la evaluación sensorial, se 

utilizó un software electrónico FIZZ (2.3) módulo Calculations 2.50 (BYOSISTEMES, 

2007, Courtenon, France). El análisis de los datos se llevó a cabo mediante el 

software estadístico XLSTAT versión 10.0 (Addinsoft, 2012) mediante el Análisis de 

Procrustes Generalizado (PGA por sus siglas en inglés). 

 

Dicho análisis procesa los datos originales mediante transformación de la matriz de 

los resultados de cada juez resolviendo las diferencias producidas por el efecto de 

la escala, el efecto de interpretación y el efecto de magnitud, con la restricción de 

conservar las proporciones entre los productos para cada juez, el análisis 

Procrustes cada panelista corresponde a una matriz de datos y se produce un 

consenso espacial (Dijksterhuis, 1996; Lawless y Heymann, 1998). Una vez que se 

obtiene la matriz consenso, los promedios grupales espaciales de los jueces por 

muestra, se realiza un Análisis de Componentes Principales (ACP) por este se 

puede obtener un porcentaje que explique la varianza de las dimensiones 

(Dijksterhuis, 1996).   
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8 RESULTADOS Y DISCUSIÓN.  
 

8.1 Reactivación y comprobación de pureza de las cepas L. mesenteroides 

P45 y L. plantarum P46. 

 
Se logró la recuperación de las cepas L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46 en 

caldo APT a 28°C y 37°C respectivamente. Esto indicó que se encontraban viables 

tras el tiempo de almacenamiento, y así generar inóculos de los microorganismos 

de estudio. Para ambas cepas se observaron en agar APT colonias blancas, 

puntiformes, bordes enteros y elevación convexa. 

 

Se hicieron observaciones al microscopio de tinciones Gram realizadas a cultivos 

de 24 h a 28°C de la cepa L. mesenteroides P45, se observaron diplococos Gram-

positivos (Figura 5). 

 

 
Figura 5. Morfología y Gram de L. mesenteroides P45 desarrollada en caldo APT a 

28°C por 24 h. Aumento total: 1000X.  Las flechas muestran Diplococos Gram-

positivos.   
 
La observación macroscópica de las colonias de la cepa P45 fueron colonias 

grandes, blancas, de 0.5 – 1.5 mm de ancho, bordes redondos, con forma lenticular 

en agar APT. 
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Las cepas de Leuconostoc son Gram-positivas, generalmente cocos ovoides, en 

agrupación de diplococos, que a menudo forman cadenas durante su crecimiento 

exponencial, son inmóviles, no formadoras de esporas, anaerobias facultativas con 

características mesofílicas, con un crecimiento óptimo entre 20°C y 30°C (de Paula 

et al., 2014). 

  

En la Figura 6, se presentan las observaciones al microscopio de la tinción de Gram 

(aumento 1000x) de la cepa L. plantarum P46 la cual es Gram positiva, se 

observaron cadenas cortas de dos bacilos de grosor mayor y de extremos redondos 

(Melgar-Lalanne et al., 2012). 

 

Dentro de las características del género Lactobacillus se encuentra la carencia de 

la enzima catalasa, ya que, al ser microorganismos aerotolerantes, no hay 

producción de peróxido de hidrógeno en el medio al ser este uno de los productos 

finales del metabolismo aeróbico (Madigan et al., 2015), esto coincide con los 

resultados obtenidos para la prueba de catalasa, dando un resultado negativo.  

 

 
Figura 6. Morfología y Gram de L. plantarum P46 desarrollada en caldo APT, 

incubada a 28°C por 24 h. Aumento total: 1000X.Las flechas muestran bacilos en 

cadenas, Gram-positivos. 
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L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46, que fueron aisladas de la fermentación 

del pulque (Giles et al., 2016 y Gutiérrez, 2015), se evaluó su capacidad de 

crecimiento en una matriz láctea dado que la gran mayoría de los alimentos 

probióticos se encuentran en productos lácteos.  

 

8.2 Reactivación y comprobación de pureza de las cepas patógenas S. 
enterica serovar Typhimurium y L. monocytogenes. 

 
Se recuperaron las cepas patógenas S. enterica serovar Typhimurium y L. 

monocytogenes en los medios correspondientes según la Tabla 2.  

 

En la figura 7, se muestra la microscopía de S. enterica serovar Typhimurium, se 

muestran bacilos cortos, formando cadenas o de forma individual,  las cepas de S. 

enterica serovar Typhimurium son no esporuladas, anaerobias facultativas, móviles 

(Figueroa et al., 2005) 

 

 
Figura 7. Morfología y Gram de S. enterica serovar Typhimurium desarrollada en 

caldo Luria, incubada a 37°C / 24 h. Aumento total: 1000X. Las flechas muestran 
bacilos cortos, Gram-negativos. 
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Figura 8. Morfología y Gram de L. monocytogenes desarrollada en caldo BHI, 

incubada a 37°C/ 24 h. Aumento total: 1000X. Las flechas muestran bacilos cortos 
Gram-positivos.  

 

Las bacterias del género Listeria, son bacilos cortos Gram-positivos, regulares, no 

esporulados, suelen observarse en disposición individual o formando cadenas 

cortas. En la figura 8, se muestran los resultados de la microscopía de L. 

monocytogenes, se observan bacilos Gram-positivos, cortos, algunos de forma 

individual y otros  en pequeñas cadenas. 

  

8.3 Cuantificación preliminar las cepas probióticas en una matriz láctea.  

 
La cuantificación se realizó con el fin de tener una referencia del crecimiento de los 

microorganismos en la matriz láctea, además de poder realizar la comparación 

sobre su capacidad de crecimiento a condiciones similares a las del tracto 

gastrointestinal. 

  

8.3.1 L. mesenteroides P45. 
 

La cuenta de las células viables de la cepa L. mesenteroides P45, cuando se inoculó 

en leche descremada en una concentración de 10% v/v, resultó de 9.16 Log10 

UFC/mL (100%), (luego del ajuste de DO600 = 0.2) incubado a 28°C/24 h. Estas 

cuantificaciones se realizaron con el fin de tener una referencia sobre el crecimiento 

de este microorganismo en la matriz láctea. 
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En este trabajo L. mesenteroides P45 fue evaluada por primera vez en un ambiente 

distinto al de su origen, además de poder realizar comparaciones sobre su 

capacidad de desarrollo en otros ensayos que se efectuaron para evaluar su 

potencial probiótico en un ambiente lácteo; así como la posible viabilidad que 

pudiera tener la cepa en la bebida final. 

  

El requisito básico para los probióticos es que los productos deben contener 

suficientes cantidades de microorganismos hasta su fecha de caducidad (Sharma 

et al., 2014); en este sentido (Iglesias et al. 2017), señalan que la concentración 

mínima de probióticos con efecto en la salud humana tiene un rango que va de 5 – 

9 Log10 UFC/mL.  

 

En este sentido, el crecimiento y viabilidad de la cepa probiótica, permite la 

obtención de una bebida láctea con características adecuadas para su consumo y 

comercialización, así como el cumplimiento de normas internacionales respecto al 

diseño de alimentos funcionales probióticos. 

 

Tabla 3. Resultados de la evaluación del crecimiento de L. mesenteroides P45 y L. 
plantarum P46 en leche al 10% (v/v) 

 L. mesenteroides P45 

(Log10 UFC/mL) 

L. plantarum P46 

(Log10 UFC/mL) 
 

Leche descremada 9.16 9.14 

 

Al realizar la primera evaluación de viabilidad para la cepa antes mencionada, en 

medio lácteo mostro un 97.03% de supervivencia, comparado con el control (caldo 

APT); este porcentaje fue considerablemente más alto comparado con la viabilidad 

que presenta L. mesenteroides P45 en aguamiel (Figura 9), esto podría atribuirse a 

que el medio contiene factores de crecimiento idóneos para el crecimiento óptimo 

de la cepa ya mencionada.  

 

  

Medio 

Microorganismo 
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Tabla 4. Resultados de pH de matriz láctea fermentada con L. mesenteroides P45 

y L. plantarum P46. 

Microorganismo L. mesenteroides P45 L. plantarum P46 

pH 5.4 4.6 

 

Existen diversas investigaciones enfocadas en el estudio de microorganismos 

aislados del pulque, Ramírez (2018), efectúo la cuantificación de la cepa P45 en 

caldo APT registrando un crecimiento de 9.44 Log10 UFC/mL (Tabla 5) después de 

incubar durante 24 h a 28°C, se elaboró una bebida a base de aguamiel, 

demostrando un crecimiento de 8.70 Log10 UFC/mL (después de 24 h de 

fermentación), observando que mantiene su viabilidad. El nivel de crecimiento 

mostrado en la bebida de aguamiel fue de 81.77%. 

 

8.3.2 L. plantarum P46. 
 

La cuenta de las células viables de la cepa L. plantarum P46, cuando se inoculó en 

leche descremada en una concentración de 10% v/v, resultó de 9.14 Log10 UFC/mL 

(100%), (luego del ajuste de DO600nm = 0.2) incubado a 37°C/24 h, tomando como 

referencia el criterio de la FAO/OMS (2002), para considerar un alimento probiótico 

y la concentración de desarrollo de esta cepa, cumple con el primer criterio para ser 

un alimento funcional.  

 
Gutiérrez (2015), aisló a L. plantarum P46 del pulque quien además caracterizó 

cualitativamente sus propiedades probióticas; Morales (2019), corroboró el 

potencial probiótico a partir de cultivos en concentración estandarizadas en caldo 

APT incubando durante 24 a 37°C en condiciones de microaerofilia, reportando una 

concentración de células viables de 7.72 Log10
 UFC/mL, con un porcentaje de 

crecimiento de 89.98%.  

 

El % de crecimiento de la cepa P46 (100.66%), fue más alto comparado con el % 

reportado por Morales (2019), en caldo APT (Figura 9), este porcentaje indicó una 

extraordinaria adaptación de la cepa a la matriz láctea. Algunas de las cepas del 

género Lactobacillus son de la más utilizadas como cultivos iniciadores de la 
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fermentación de muchos productos lácteos comerciales y no comerciales (Iñiguez-

Palomares et al., 2014). 

 
Tabla 5. Evaluación del crecimiento de L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46 

en distintos medios. (Elaborada a partir de Giles et al., 2016; Ramírez 2018 y 

Morales 2019). 

Microorganismo L. mesenteroides 
P45 

(Log10
 UFC/mL) 

L. plantarum P46 

(Log10
 UFC/mL) 

Caldo APT              
 Ajuste a D.O. 600nm = 0.2 

9.44  9.08  

Aguamiel 
Ajuste a D.O. 600nm = 0.2 

8.72  
N.D. 

% de crecimiento 81.77% N.D. 

 
Leche descremada 

Ajuste a D.O. 600nm = 0.2 
9.16  9.14 

% de crecimiento 97.03% 100.66% 

N.D.: No se ha determinado el crecimiento de L. plantarum P46 en aguamiel. 

 

En la actualidad, cada vez es más común que la población presente intolerancia a 

la lactosa, debido a la deficiencia de actividad la enzima β-galactosidasa, por lo cual 

la lactosa no es digerida, lo que origina diversos, como puede ser dolor abdominal, 

diarrea y flatulencias (Savaino et al., 2013).  

 

Las bacterias del género Lactobacillus, producen la enzima β-galactosidasa, la cual 

actúa igual que la enzima de origen humano, permitiendo su digestión en personas 

con deficiencia en la actividad de esta enzima (Madry et al., 2012), favoreciendo así 

la disminución de los malestares causados por el consumo de productos lácteos. 

 

8.4 Ensayo de sobrevivencia Lisozima, pH ácido y sales biliares.  
 

La FAO y la OMS (2002), han establecido criterios y recomendaciones para la 

evaluación de la funcionalidad de microorganismos como probióticos dentro de los 

cuales se encuentran: tolerancia a condiciones del tracto gastrointestinal pH ácido 

y sales biliares, adhesión a células epiteliales e inhibición de patógenos.  
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Figura 9. Evaluación del crecimiento de las cepas probióticas en distintos medios 

Nota    : No se ha evaluado en estudios el crecimiento de L. plantarum P46 en 

aguamiel   

 

Es importante garantizar la sobrevivencia de las BAL a las condiciones del tracto 

gastrointestinal de los seres humanos, para esto es necesario probar su estabilidad 

y resistencia a lisozima, a pH ácido y a sales biliares (Giles et al., 2016) esto con el 

fin de asegurar su potencial benéfico en el huésped. 

 

En todos los factores descritos anteriormente se han evaluado las cepas probióticas 

empleadas en el presente estudio, sin embargo al haber desarrollado la 

fermentación en una matriz láctea pudieran cambiar dichas características. Por ello 

se realizaron los ensayos correspondientes a resistencia a lisozima, pH 3.5 y sales 

biliares 0.3%, dichas condiciones fueron definidas dado que el primer paso de la 

digestión de alimentos se da en la boca, lugar donde se encuentra la enzima 
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lisozima, por otro lado en el estómago se presentan las condiciones más extremas 

de acidez (pH entre 2.5 y 3.5). Una vez que han sobrevivido a estas condiciones, 

llegan a intestino delgado donde se encuentra el segundo reto, las sales biliares 

presentes (0.35%) para la digestión de los alimentos (De Castro y Pérez, 2006; 

Ganong, 1996).  

 

8.4.1 Resistencia a lisozima.  
 

La lisozima es una enzima que tiene la capacidad de romper la pared celular de 

bacterias, esto porque hidroliza los enlaces glucosídicos beta 1,4 entre el ácido N-

acetilmurámico (NAM) y N-acetilglucosamina (NAG); esta se encuentra presente en 

sustancias segregadas por los seres vivos, tales como las lágrimas, leche y la saliva.  

 

Por esto es importante evaluar la resistencia de las cepas involucradas en la 

fermentación de las bebidas a realizar en el presente trabajo, al ingerir, la saliva va 

a participar en el primer paso de digestión y al mismo tiempo será el primer 

obstáculo al que deberán enfrentarse. 

 

8.4.1.1 Resistencia a lisozima de L. mesenteroides P45.  
 

Después de permanecer en contacto a lisozima durante 30 minutos, L. 

mesenteroides P45 presentó 7.54 Log10 UFC/mL de células viables, esto representó 

un 82.31% de nivel de crecimiento. 

 

La cepa P45 al fermentar una matriz distinta a la de su origen, sigue siendo una 

cepa de alta resistencia a esta enzima, lo cual garantiza que sobreviva al primer 

paso de la digestión de los alimentos. 

 

La resistencia de la cepa P45 fue reportada previamente. Esta cepa después de 

desarrollar en caldo APT y al ser sometida a una concentración de 100 mg/mL de 

lisozima, presentó un nivel de crecimiento del 89.56% (Giles et al., 2016), por lo que 
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es posible afirmar que en la matriz láctea esta cepa presentó un comportamiento 

similar.  

 

Tabla 6. Resistencia de las cepas L. mesenteroides P45 y 

L. plantarum P46 a lisozima [7 mg/mL]. 

Tiempo de 
incubación 

L. mesenteroides 
P45  

(Log10
 UFC/mL) 

L. plantarum P46  

(Log10
 UFC/mL) 

30 minutos 7.54 9.41 

60 minutos 7.36 9.39 

120 minutos 7.17 9.36 

 

8.4.1.2 Resistencia a lisozima de L. plantarum P46. 
 

L. plantarum P46, al realizar el ensayo frente a lisozima [7 mg/mL], presentó una 

concentración de 9.41 Log10
 UFC/mL de células viables (Tabla 6), haciendo una 

comparación con su viabilidad en leche, presenta crecimiento de 97.13%.  

 

Cabe destacar que esta es la primera ocasión en la que la cepa se pone a prueba 

a dicha condición, demostrando a pesar de no estar en su ambiente de origen, 

presenta una alta resistencia en contacto con lisozima.  

 

Las BAL son capaces de resistir el efecto producido por la enzima lisozima debido 

a que pueden presentar modificaciones en los componentes que forman su pared 

celular, (Chapot et al., 2014) describen que existen mecanismos de O-acetilación, 

N-acetilación o amidación de N-acetilmurámico (NAM) y N-acetilglucosamina 

(NAG), lo cual impide que la lisozima reconozca el enlace glucosídico entre estos 

(Pushkaram, et al., 2015).  
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8.4.2 Evaluación de crecimiento de L. mesenteroides P45 a condiciones 
similares a tracto gastrointestinal.  
 

Estos ensayos se realizaron con la metodología descrita en el inciso 7.3.3. Posterior 

a la inoculación e incubación en la matriz láctea, se observó que la cepa P45 

muestra una concentración de 9.12 Log10
 UFC/m en el reto de condiciones de acidez, 

y de 8.53 Log10
 UFC/mL en el reto de sales biliares (Tabla 7),  se registraron  

porcentajes de sobrevivencia de 91.13% y 89.18% respectivamente (Tabla 7). Con 

esto se corroboró la presencia de células viables después del tiempo de incubación 

ante dicha condición gastrointestinal. Este resultado concordó con estudios previos, 

Campos (2010), Matus (2011) y Giles et al., (2016), reportaron una evaluación de la 

cepa P45 ante dichas condiciones, mostrando que mantuvo su viabilidad (Figura 

10). 

 

Hasta este punto, L. mesenteroides P45, demostró además de ser viable en la 

matriz láctea, que conservó sus propiedades que la hacen una cepa resistente a 

condiciones similares a las que enfrentaría en el tracto gastrointestinal, con esto ya 

ha cumplido con dos de los criterios más importantes para ser parte de un producto 

probiótico. 

 

Tabla 7. Resultados del desarrollo de las cepas L. mesenteroides P45 y L. 
plantarum P46 a condiciones de pH ácido y sales biliares 0.3%. 

Cepa 

Control (Desarrollo 

en leche)  

(Log10
 UFC/mL) 

pH 3.5 

(Log10
 UFC/mL) 

Sales biliares 0.3% 

(Log10
 UFC/mL) 

L. mesenteroides P45 9.16 9.12 8.53 

L. plantarum P46 9.14 9.24 9.45 
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8.4.3. Evaluación de crecimiento de L. plantarum P46 a condiciones similares 

a tracto gastrointestinal. 

 

L. plantarum P46 al ser sometida al reto de acidez presentó una concentración de 

viables de 9.24 Log10
 UFC/mL (Tabla 7) un % de crecimiento de 101.10%, comparado 

con lo reportado por Morales (2019), en caldo APT. 

 

8.4.3. Evaluación de crecimiento de L. plantarum P46 a condiciones similares 
a tracto gastrointestinal. 
 

L. plantarum P46 al ser sometida al reto de acidez presentó una concentración de 

viables de 9.24 Log10
 UFC/mL (Tabla 7) un % de crecimiento de 101.10%, comparado 

con lo reportado por Morales (2019) en caldo APT.  

 

En cuanto al reto de sales biliares presentó una viabilidad 9.45 Log10
 UFC/mL (Tabla 

6), con un % de crecimiento de 103.39%, (Tabla 7), comprobando que la cepa 

además de adaptarse a la matriz láctea fue capaz de mantener su resistencia a 

condiciones de pH ácido y sales biliares.  

 

Morales (2019), al realizar ensayos con concentraciones estandarizadas de cultivo 

de la cepa P46 reportó que pierde viabilidad en el reto frente a sales biliares, sin 

embargo, en la matriz láctea no se presentó una disminución en la viabilidad ya que 

en ella se presentó un porcentaje de crecimiento  de 103.39%, comparada con el 

control desarrollado en caldo APT donde se obtuvo un porcentaje de crecimiento de 

6.22% (Figura 8), lo cual indicó un incremento en la viabilidad de 97.17%. 

 

Wang et al., (2018), mencionan algunos de los mecanismos de resistencia a 

ambientes ácidos 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 ácidos.  
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Figura 10. Crecimiento de las cepas P45 y P46 bajo condiciones de pH ácido y 

sales biliares 0.3% durante 24 h. 
 

 
La resistencia de las cepas probióticas a sales biliares es una característica 

esperada en estos microorganismos al tener contacto con tracto intestinal. La 

función de las sales biliares es actuar como detergentes biológicos que emulsifican 

y solubilizan las grasas, con ello también pueden ser capaces de emulsificar y 

solubilizar fosfolípidos y proteínas presentes en la membrana celular, confiriéndole 

así un potencial antimicrobiano (Miremadia et al., 2014). 

 

Se sabe que la bilis se produce en el hígado, se concentra en la vesícula biliar y se 

libera en el duodeno, donde ayuda a la digestión de las grasas al emulsionar y 

solubilizar los lípidos. El nivel de concentración fisiológica de la bilis humana varía 

y depende de la raza, condiciones fisiológicas y el género. Además la bilis es una 

sustancia antimicrobiana, que se compone de ácidos biliares, colesterol y 

fosfolípidos. Las cepas probióticas con alta tolerancia (>0.3%) a la bilis se 

desarrollan mejor en el intestino delgado superior (de Paula et al., 2014). 
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Tabla 8. Comparación de crecimiento a pH 3.5 y sales biliares 0.3%.  

Realizado a partir de Giles et al., 2016; Morales, 2019 y Ramírez, 2018. 

Cepa L. mesenteroides 
P45 

L. plantarum 
P46 

APT 

pH 3.5 
 

 
74.98%  39.6% 

Sales biliares 
0.3% 

 

 
100% 6.22% 

Aguamiel 

pH 3.5 
 

 
95.17%  

N.D. 

Sales biliares 
0.3% 

 

 
96.09% 

N.D. 

Leche descremada 

pH 3.5 91.13%  101.10% 

Sales biliares 
0.3% 

 

 
 89.18% 

 

 
 103.39% 

N.D.: No se ha determinado el crecimiento de L. plantarum P46 en aguamiel. 

 

Algunas BAL tienen la capacidad de hidrolizar las sales biliares enzimáticamente 

por medio de la enzima hidrolasa de sales biliares, este fenómeno aumenta la 

demanda de colesterol, que a su vez provoca más síntesis de sales biliares; como 

resultado de este proceso se puede conducir a la reducción de los niveles de 

colesterol sérico (de Paula et al., 2014). 

 

La actividad de la enzima hidrolasa de las sales biliares, se encarga de la hidrólisis 

de enlaces peptídicos con el aminoácido al cual se encuentran conjugados, lo cual 

provoca la pérdida de su actividad antimicrobiana (de Paula et al., 2014). Estos 

ensayos implican un gran desafío para los microorganismos ya que es uno de los 

parámetros para poder considerarse probióticos.  
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8.5 Ensayo frente a patógenos.  
 

Las BAL, por medio de su metabolismo, son capaces de producir ácido láctico, 

acético, peróxido de hidrógeno y bacteriocinas como sustancias antimicrobianas, 

estas suprimen la multiplicación de microorganismos patógenos. Por lo cual, se 

determinó el efecto inhibitorio de cada cepa probiótica desarrollada en la matriz 

láctea.  

 

8.5.1 Evaluación de actividad antimicrobiana de L. mesenteroides P45. 
 

En el caso de L. mesenteroides P45 se observaron halos de inhibición de 13 mm 

frente a S. enterica serovar Typhimurium y de 16 mm (Figura 11), contra L. 

monocytogenes (Tabla 9), estos resultados nos indicaron que esta cepa conservó 

su actividad antimicrobiana frente a los patógenos antes mencionados, esta es de 

las características más importantes para describir el efecto benéfico que se confiere 

al consumidor de probióticos.  

 

Cerón (2014), describió genes que codifican para moléculas con actividad 

antimicrobiana en el genoma de la cepa P45, encontrando genes para una 

prebacteriocina, una lisozima (1,4-β-N-acetylmuramidasa) y una peptidoglicano 

amidasa. La bacteriocina descrita induce la formación de poros en la membrana de 

las células blanco. 

 

Las bacteriocinas son péptidos, sintetizados con antagonismo contra bacterias 

(Messaoudi et al., 2013). Han sido estudiadas por su actividad antimicrobiana contra 

bacterias patógenas tales como L. monocytogenes, Staphylococcus aureus, 

Bacillus cereus, Clostridium botulinum y Salmonella spp. (Flores, 2013). 
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8.5.2 Evaluación de actividad antimicrobiana de L. plantarum P46. 
 
En el ensayo de antibiosis de la cepa P46 contra la cepa patógena se presentaron 

halos de inhibición de 14 mm (Figura 12) frente a S. enterica serovar Typhimurium, 

mientras que para L. monocytogenes fueron de 13 mm (Tabla 9), con este ensayo 

se demostró que mantuvo su capacidad antagónica frente a estos microorganismos 

patógenos, estos resultados presentaron una mayor actividad antimicrobiana en 

comparación con los obtenidos a partir del crecimiento en caldo APT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) 
 

a) 
 

Figura 11. Halos de inhibición producidos por L. mesenteroides P45  
a) Frente a L. monocytogenes  
b) Frente a S. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.   

b) a) 

Figura 12. Halos de inhibición producidos por L. plantarum P46 
a) Frente a L. monocytogenes 

b) Frente a S. enterica serovar Typhimurium 
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Gutiérrez (2015), realizó un ensayo preliminar para determinar la posible actividad 

antimicrobiana de BAL aisladas del pulque de manera cualitativa. Asimismo, 

Morales (2019), realizó ensayos más precisos estandarizando la concentración de 

la cepa probiótica P46, obteniendo halos de inhibición que demuestran la actividad 

antimicrobiana.  

 

L. plantarum al desarrollar en la matriz láctea, es capaz de generar halos de 

inhibición ligeramente más grandes comparados con los generados a partir del 

crecimiento en caldo APT.  

 

Como se mencionó para el caso de la cepa P45, las cepas de BAL probióticas 

producen una gran variedad de compuestos, algunos de ellos, ácidos orgánicos, 

que en conjunto provocan una disminución del pH del medio, lo cual a su vez genera 

un efecto antimicrobiano sobre bacterias entericas (O’ hara et al., 2007), lo cual 

puede explicar la inhibición del desarrollo de bacterias patógenas como las antes 

mencionadas, ya que el pH del medio después de 24 h de crecimiento fue 4.46. 

 
Además, un mecanismo que posiblemente explica el tratamiento con probióticos 

contra diarrea, causada por infecciones gastrointestinales, es que estas bacterias 

compiten por la colonización del epitelio intestinal, mediante la producción de 

sustancias antimicrobianas; así mismo pueden estar involucrados en potenciar la 

respuesta del sistema inmunológico (Valdovinos et al., 2017). 

 

Tabla 9. Ensayo de antibiosis contra microorganismos patógenos S. enterica 
serovar Typhimurium ATCC 14028 y L. monocytogenes CFQ-B-103. 

 

Patógeno Halo de inhibición (mm) 

L. mesenteroides P45 

S. enterica serovar 
Typhimurium ATCC 14028 

13 

L. monocytogenes  CFQ-B-103 16 

L. plantarum P46 

S. enterica serovar 
Typhimurium ATCC 14028 

14 

L. monocytogenes  CFQ-B-103 13 
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8.6 Elaboración de las bebidas lácteas fermentadas. 
 
Dado que ya se ha determinado que las cepas L. mesenteroides P45 y L. plantarum 

P46, conservaron su potencial probiótico en la matriz láctea, se procedió a la 

elaboración de las bebidas lácteas, para posteriormente efectuar la evaluación 

sensorial.  

 

A partir de los inóculos de cada cepa aislada de pulque desarrollados y 

estandarizados de acuerdo con el inciso 7.3.1, se inocularon lotes con 500 mL de 

leche descremada en frascos de vidrio con tapón de rosca (para uso de laboratorio) 

(KIMAX). Posterior a la inoculación se incubaron a 28°C (L. mesenteroides P45) y 

37°C (L. plantarum P46) durante 24 h. Se volvieron a corroborar las propiedades de 

resistencia a pH ácido, sales biliares y actividad antimicrobiana de acuerdo con los 

incisos 7.3.2, 7.3.3 y 7.3.4 para tener los parámetros del potencial probiótico inicial 

de cada bebida (Tabla 10).  

 

8.6.1. Bebida láctea fermentada con L. mesenteroides P45 y evaluación de 
estabilidad del carácter probiótico en conservación en refrigeración. 

 
La cepa L. mesenteroides P45 presentó una concentración de 9.36 Log10

 UFC/mL 

durante el desarrollo de células viables en la cuantificación inicial de la bebida 

fermentada después de incubar durante 24 h a la temperatura previamente descrita, 

comparado con la cuantificación en el ensayo preliminar en leche se obtuvo una 

viabilidad de 9.16 Log10
 UFC/mL (inciso 8.3.1), lo cual indicó un incremento del  2% 

(Tabla 10). 

 

En los ensayos preliminares de resistencia a lisozima de la cepa L. mesenteroides 

P45, se obtuvieron concentraciones de 7.54 Log10
 UFC/mL, después de 3 semanas 

de permanecer en refrigeración se obtuvo una concentración de 6.95 Log10
 UFC/mL, 

disminuyendo 7.8% la viabilidad de la cepa, sin embargo esta concentración se 

encuentra dentro de los límites establecidos para ser un cultivo con potencial 

probiótico.  
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Respecto a los parámetros de resistencia a pH ácido y sales biliares 0.3% descritos 

en la Tabla 6, los resultados de la bebida fermentada después de 24 h de incubación 

presentaron concentraciones de 8.53 Log10
 UFC/mL para pH ácido y 7.88 Log10

 

UFC/mL (Tabla 10) para sales biliares. En este sentido, se observó una disminución 

de la viabilidad de 5% y 3% (Tabla 10), sin embargo, se conservó el carácter de 

resistencia a estas condiciones dado que la concentración de viables cumplió con 

los criterios establecidos para ser un probiótico.  

 

En cuanto al efecto antagónico contra cepas patógenas, se obtuvieron halos de 

inhibición de 12 mm para S. enterica serovar Typhimurium (Figura 13A) y 14 mm 

para L. monocytogenes (Figura 13B). Los resultados no presentaron diferencias con 

los determinados en las evaluaciones preliminares (inciso 8.5). 

 

Después de 24 de incubación para obtener la bebida fermentada, ésta se conservó 

en refrigeración a una temperatura de 10°C durante 3 semanas. Cada semana se 

realizaron evaluaciones de estos parámetros para determinar la estabilidad de la 

cepa probiótica P45 en la bebida durante la conservación.   

 

La primera semana de refrigeración se obtuvo una concentración de viables de 8.95  

Log10
 UFC/mL, lo cual significó una pérdida de la viabilidad en un 8% a partir de la 

concentración inicial de la bebida fermentada. Con respecto a la resistencia a 

pH=3.5 y sales biliares al 0.3%, la cepa después de la primera semana presentó 

una concentración de microorganismos viables de 8.68 y 7.62 Log10
 UFC/mL, 

respectivamente. 

 

Esto significó para el pH ácido un incremento de viabilidad de 1.5% mientras que en 

sales biliares una disminución del 1%. Respecto a la actividad antimicrobiana, se 

observó una disminución de 1 mm en el diámetro del halo de inhibición para ambas 

cepas patógenas (Tabla 11).  

 

En la segunda semana de evaluación, al determinar la concentración se obtuvo una 

cuenta de viables en la bebida de 8.63 Log10
 UFC/mL, indicando un 10 % menos 

que la concentración inicial de la bebida fermentada.  
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Tabla 10. Parámetros iniciales de las bebidas fermentadas. 

 
L. mesenteroides P45 L. plantarum P46 

pH 5.47 4.46 

Crecimiento en leche 

(Log10
 UFC/mL) 

9.36 8.17 

Resistencia a pH 3.5 

(Log10
 UFC/mL) 

8.53 8.24 

Resistencia a sales biliares 

0.3%            

(Log10
 UFC/mL) 

7.88 3.45 

Halo de inhibición S. 

enterica serovar 

Typhimurium (mm) 

12 14 

Halo de inhibición Listeria 

monocytogenes (mm) 
14 14 

 

 
Figura 13. Ensayo de antibiosis con cepa P45 previo a la elaboración de bebidas 

fermentadas. 

A) Antagonismo frente a S. enterica serovar Typhimurium   
B) antagonismo frente a L. monocytogenes. 

 

 

Microorganismo 

Parámetro 

A B 
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Para la evaluación de la concentración de viables a pH=3.5 y sales biliares se 

obtuvieron concentraciones de 8.65 Log10
 UFC/mL y 7.62 Log10

 UFC/mL, lo que 

indicó que en el caso de sales biliares se mantuvo la viabilidad de la semana 1, sin 

embargo en condiciones de pH ácido aumentó 1.4% comparado con la inicial y 

disminuyó 0.34% comparado con los resultados de la primera semana. En cuanto a 

la actividad antimicrobiana, se observaron halos de inhibición de 10mm para S. 

enterica serovar Typhimurium, 4 mm menos que en la evaluación preliminar; y 9 

mm para L. monocytogenes, 3 mm menos (Tabla 11).  

 

En el último tiempo de evaluación de estos parámetros (3 semanas), se determinó 

una concentración de viables de 8.76 Log10
 UFC/mL, 8% mayor que la inicial en la 

bebida, lo cual indicó que la cepa continúa viable, en el caso de las determinaciones 

a pH ácido, se obtuvo una concentración de 7.62 Log10
 UFC/mL 20% menos que la 

inicial, asimismo en el caso del ensayo a sales biliares 0.3%, presentó una 

concentración de 6.77 Log10
 UFC/mL, disminuyendo un 15% comparado con la 

concentración inicial.  

 
Ramírez (2018), al realizar una bebida a base de aguamiel con la cepa L. 

mesenteroides P45 evaluó la estabilidad de la cepa durante la refrigeración de la 

bebida durante 14 días, realizando monitoreos a los 7 y 14 días.  

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el monitoreo de 1 semana de refrigeración 

del ensayo a condiciones de pH ácido, obtuvo concentración de viables de 8.26 

Log10
 UFC/mL, mostrando un aumento de la viabilidad de la cepa de 5%, en el caso 

de la bebida láctea obtenida en el presente proyecto, al realizar el monitoreo 

después de una semana de refrigeración se obtuvo un aumento de 1.5%, de la 

viabilidad, lo que demuestra que la cepa se sigue adaptando al medio y a las 

condiciones generadas después de la fermentación tanto en aguamiel, como en la 

matriz láctea.  

 

En el ensayo de resistencia a sales biliares, después de 7 días de refrigeración 

obtuvo concentraciones de 8.28 Log10
 UFC/mL, mostrando un descenso de la 

viabilidad de 8.7%, en el caso de la bebida láctea en el monitoreo de la estabilidad 

después de una semana se registró una disminución de 1% en la viabilidad; en este 
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caso se observa que la resistencia de la cepa a esta condición se mantiene en la 

matriz láctea, potenciando su carácter probiótico.   

 

De acuerdo con esto, a los 14 días se obtuvo una concentración de células viables 

de 7.24 Log10
 UFC/mL para el reto de sales biliares, mostrando una disminución de 

la viabilidad de 13.39% con respecto a los resultados después de incubar 24 h. 

 

En la segunda semana de evaluación de estabilidad en la bebida láctea se obtuvo 

una concentración de 7.62 Log10
 UFC/mL, en esta misma condición, disminuyendo 

la viabilidad 3.3%, con esto se demuestra que la cepa además de adaptarse 

adecuadamente a la matriz láctea, se conserva estable en condiciones de sales 

biliares, luego de 14 días.  

 

En el caso de condiciones de altas concentraciones de pH, se obtuvieron 

concentraciones de microorganismos viables de 7.26 Log10
 UFC/mL en el monitoreo 

de 14 días, registrando una pérdida de la viabilidad de 12.31% con respecto a los 

parámetros luego de incubar durante 24 h (8.28 Log10
 UFC/mL); en cambio en la 

bebida láctea, en la segunda semana de monitoreo se observa un aumento de la 

viabilidad de 1.40% respecto a la concentración luego de incubar durante 24 h (8.53 

Log10
 UFC/mL), lo cual es indicativo de que se mantiene estable luego de 14 días 

de refrigeración.  

 

L. mesenteroides P45, ha demostrado ser una cepa resistente a condiciones de 

estrés ambiental como pH ácido y sales biliares, Ramírez (2018), al realizar una 

bebida fermentada a base de aguamiel, corroboró su potencial probiótico, sin 

embargo al realizar ensayos de estabilidad durante la refrigeración de la misma, 

ésta  demostró pérdida gradual de la viabilidad, lo cual más evidente en los 14 días 

de refrigeración, mostrando una disminución de 13.39% para pH ácido  y 12.31% 

para concentraciones altas de sales biliares.  

 

En cambio, en la bebida láctea fermentada con esta cepa se observó que, en 

condiciones de sales biliares, disminuye la concentración de viables solo un 3.3% 

mientras que a pH ácido aumenta la viabilidad de esta 1.40%. Demostrando que se 

adapta favorablemente a la matriz láctea, mantiene su carácter probiótico, y además 
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después de 2 semanas de refrigeración estas características se mantuvieron dentro 

de los criterios establecidos para ser un producto probiótico, cumpliendo con el 

tiempo de viabilidad de productos lácteos.  

 

VidyaLaxme et al. (2014), señaló que algunos de los factores que afectan 

considerablemente el rendimiento general de la fermentación, son la composición 

del sustrato y los requerimientos nutricionales de la cepa, además el crecimiento 

microbiano también depende de factores ambientales como el pH, la temperatura y 

la acumulación de productos metabólicos.  

 

Las BAL utilizadas como cultivos iniciadores están expuestas a muchos factores 

adversos (factores de estrés) durante su preparación y almacenamiento, así como 

durante la fabricación del producto fermentado. Los factores de estrés son diversos 

e incluyen variación de pH (acidez o alcalinidad), temperatura (calor y frío), cambios 

oxidativos y osmóticos entre otros. 

 

El determinar la estabilidad de las características probióticas de la cepa en la bebida 

láctea fermentada se realizó como un estudio preliminar para un eventual estudio 

de vida de anaquel de esta. Se conoce como vida de anaquel al período de tiempo 

en el que un alimento conserva los atributos esperados por los consumidores, 

además se considera como el momento adecuado para ser comercializado.  

 

Es importante medir los atributos críticos del alimento en relación con el sabor, 

textura, color y otras características sensoriales que predominan en alimentos 

lácteos fermentados, asimismo, conocer las variables que pudieran provocar el 

deterioro de éstos. Las principales causas del deterioro de los alimentos son de 

origen químico, físico o microbiológico.  

 

8.6.2 Elaboración de la bebida láctea con L. plantarum P46. 

 

La cepa L. plantarum P46 presentó una concentración de 8.17 Log10
 UFC/mL (Tabla 

10) durante el desarrollo de células viables en la cuantificación inicial de la bebida 

fermentada después de incubar durante 24 h a la temperatura previamente descrita, 



62 
 

comparado con la cuantificación en el ensayo preliminar en leche se obtuvo una 

viabilidad de 9.14 Log10
 UFC/mL (inciso 8.3.1), lo cual indicó un descenso del 25%.  

 

Tabla 11. Resultados de ensayos de estabilidad de la bebida fermentada láctea con 
L. mesenteroides P45 en condiciones de refrigeración. 

Crecimiento 

en leche 

(Log10
 

UFC/mL) 

pH 3.5 

(Log10
 

UFC/mL) 

Sales 
biliares 

0.3% 
(Log10

 

UFC/mL) 

Antagonismo frente a 

patógenos 
(halos de inhibición mm) 

Lisozima 
[7 mg/mL] 

30minutos 
(Log10

 

UFC/mL) 

SEMANA 1 

8.95 8.68 7.62 
S.enterica serovar 
Typhimurium: 13 

L.monocytogenes: 11 

 

SEMANA 2 

8.83 8.65 7.62 
S. enterica serovar 
Typhimurium: 10 

Listeria monocytogenes: 9 

 

SEMANA 3 

8.76 8.58 6.77 
S. enterica serovar 

Typhimurium: 8 

L. monocytogenes: 6 

6.95 

 

Se obtuvieron concentraciones de 8.24 Log10
 UFC/mL y 3.45 Log10

 UFC/mL, para 

pH ácido y sales biliares 0.3% respectivamente; comparado con los ensayos 

preliminares, se observa una pérdida de la viabilidad de 10% para condiciones 

ácidas, y de 85% para condiciones de sales biliares, este último coincide con lo 

descrito por Morales (2019), quien observó que la cepa P46 pierde viabilidad de 

hasta 80% luego de efectuar este ensayo en caldo APT.  

 

Sin embargo, en la evaluación sensorial preliminar de esta bebida fermentada con 

la cepa P46, los resultados demuestran que no cuenta con las características 

sensoriales esperadas por consumidores de este tipo de productos, al resaltar más 

la nota ácida. 

 

Esto se debe al descenso de pH del producto del propio metabolismo, además de 

tener una consistencia desagradable, por lo que se sugirió cambiar el tipo de matriz 

láctea por una leche comercial, se procedió a realizar la evaluación preliminar en 

leche Alpura 2000.   
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8.7 Evaluación sensorial: perfil flash  

 

8.7.1 Generación de atributos  
 

Figura 14. Bebida fermentada con 

L. mesenteroides P45 para la 
generación de atributos. (LOTE 
P45t0) 

 

Esta bebida presenta una 

apariencia suave sin separación del 
suero, un olor característico de 
leche fermentada (acidificada), un 

color blanquecino y una 
consistencia viscosa.  

 

Figura 15. Bebida producto de la 
fermentación con L. plantarum 
P46 para la generación de 

atributos.  LOTEP46t0. 
       

La bebida presentó una apariencia 

suave con separación de suero, 
con un color natural al de la leche, 
olor característico a leche 

acidificada, sabor ácido y 
consistencia aflanada, al ser 
agitada se presentó la formación 

de grumos.  
 

La generación de atributos se realizó con jueces entrenados del Anexo del 

Laboratorio 4D, Laboratorio de Evaluación Sensorial, del Departamento de 

Alimentos y Biotecnología de la Facultad de Química.  

 

En la primera evaluación, se detectó que el sabor del LOTEP46 estaba 

extremadamente ácido, y al ser agitada se formaron grumos que volvieron 

desagradable la textura y la apariencia; por lo que se decidió no continuar con la 

evaluación preliminar para la generación de sus atributos.  
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Respecto al LOTEP45, la evaluación preliminar tuvo mejores resultados, ya que fue 

posible la generación de los atributos a evaluar con el Perfil Flash, además, se 

hicieron pruebas adicionando esencias artificiales de sabor vainilla, chocolate y 

fresa (de la marca DEIMAN), se determinó usar el saborizante a fresa, dado que fue 

el más compatible con el perfil ácido de la muestra, y el más solicitado por los 

consumidores de estos productos lácteos.  

 

Por su alto poder edulcorante también se adicionó sucralosa. La sucralosa no se 

absorbe adecuadamente en el tracto gastrointestinal y la poca  absorbida se elimina 

intacta en la orina, y la porción que no es posible absorber se excreta con las heces, 

es por esto que no agrega valor nutritivo.  Se mantiene estable al calor y a 

condiciones ácidas durante el proceso y almacenamiento de los alimentos. 

 

En la tabla 12, se muestran los atributos generados para la bebida fermentada con 

L. mesenteroides P45. 

 

 Tabla 12. Atributos de Bebida fermentada con L. mesenteroides P45. 

ASPECTO OLOR SABOR TEXTURA 

Color beige Agrio Lácteo Viscosidad 

Brillante Fermentado Dulce Sensación grasa 

Homogéneo Lácteo Agrio Cremosidad 

 Dulce Fermentado  

 Fresa Salado  

  Fresa  

  Ácido  

 

Con los descriptores principales definidos, y una vez generados los cuestionarios, 

se definió la escala a utilizar en la evaluación final. En las tablas, 13, 14, 15 y 16 se 

muestran las escalas definidas para evaluar atributos.  

 

Tabla 13. Escala definida para atributos pertenecientes a aspecto. 

ATRIBUTO ESCALA 

Color beige Claro – intenso 

Brillante Opaco – brillante 

Homogéneo Heterogéneo – homogéneo 
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Tabla 14. Escala definida para atributos pertenecientes a olor. 

ATRIBUTO ESCALA 

Agrio Suave – Intenso 

Fermentado Suave – Intenso 

Lácteo Suave – Intenso 

Dulce Suave – Intenso 

Fresa Suave – Intenso 

 

Tabla 15. Escala definida para atributos pertenecientes a sabor. 

ATRIBUTO  ESCALA 

Lácteo Suave – Intenso 

Dulce Suave – Intenso 

Agrio Suave – Intenso 

Fermentado Suave – Intenso 

Salado Suave – Intenso 

Fresa Suave – Intenso 

Ácido Suave – Intenso 

 

Tabla 16. Escala definida para atributos pertenecientes a textura. 

ATRIBUTO  ESCALA  

Viscosidad  Líquido – Viscoso  

Sensación grasa Poca – Intensa  

Cremosidad  Suave – Intensa  

 

8.7.2 Obtención del perfil sensorial y análisis estadístico.  
 

Obtenidos todos los atributos para la muestra, se procedió a realizar la evaluación 

sensorial a la muestra después de 24 h de incubación con el cultivo iniciador, y 

después de 21 días bajo condiciones de refrigeración, colocando las muestras, así 

como una galleta y un vaso con agua potable, como enjuague entre muestra y 

muestra. 
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En la Figura 16, se muestran los resultados provenientes del PCA, obtenidos a 

través de un análisis GPA para los atributos sensoriales de sabor, se observa que 

el componente F1 explica el 59.34% de la variabilidad de los datos, mientras que el 

segundo componente (F2), explica el 40.66% de la variabilidad de los datos. 

Correlacionadas positivamente al componente 1 se encuentran las cepas P45 –t0 

caracterizadas por un sabor fermentado y ácido y la cepa P45-t21 caracterizada por 

un sabor agrio y salado que son dos sabores que se potencian y esto podría producir 

rechazo en el consumidor. Por otro lado la cepa CEPA P46 fue diferente a la cepa 

P45 independientemente del tiempo de almacenamiento y presentó un sabor fresa 

dulce y láctea. 

 

En el PCA (Figura 17), muestra que el componente o eje 1 explica el 58.31% de la 

variabilidad de los datos, mientras que el eje 2 el 41.69%. Correlacionados al 

componente 1 se encuentra la muestra de la CEPA P45- t21 y el lote CEPA P46, 

mostrando similitud en el atributo de olor a fresa; el saborizante añadido a la bebida, 

además de proporcionarle la nota fresa también aporta compuestos volátiles que 

son captados por la nariz.  

 

Por otro lado, se observa que la muestra CEPA P45-t0 presenta correlación con los 

atributos de olor dulce, lácteo, fermentado y agrio, lo que demuestra que después 

de los 21 días de refrigeración la muestra CEPA P45 disminuye la intensidad de los 

atributos antes mencionados los cuales son importantes porque son los esperados 

en alimentos de este tipo, por lo que se espera que se mantuvieran a lo largo del 

tiempo de almacenamiento para que el producto cumpla con las expectativas del 

consumidor.  

 

El PCA para el atributo de aspecto (Figura 18), se muestra que el componente 1 

explica el 59.30% de la variabilidad de los datos, correlacionados positivamente a 

este componente se encuentra la CEPA P45 a t0 y al t21días, mostrando similitud 

en las características correspondientes al aspecto de color beige, por otro lado, el 

componente 2 explica el 40.70% de la variabilidad, la muestra con la CEPA P46 

presenta correlación a este con el atributo de aspecto brillante y homogéneo. 
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Figura 16. Análisis de PCA proveniente del GPA para el atributo de sabor de las 
muestras de leche fermentadas con P45 Y P46 respectivamente. 
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Figura 17. Análisis de PCA proveniente del GPA para el atributo de olor de las 
muestras de leche fermentadas con P45 Y P46 respectivamente. 

 

CEPA P45-t0

CEPA P45-t21

CEPA P46

AGRIO
FERMENTADO

LACTEO

DULCE
FRESA

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

-2 -1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2

F
2
 (

4
1
.6

9
 %

)

F1 (58.31 %)

Biplot (ejes F1 y F2: 100.00 %)OLOR



69 
 

 
 

Figura 18. Análisis de PCA proveniente del GPA para el atributo de aspecto de las 

muestras de la bebida de leche fermentadas con P45 Y P46 respectivamente. 

 

El PCA para atributos sensoriales de textura (Figura 19), el eje 1 explica el 61.99% 

de la variabilidad de los datos, correlacionado a este se encuentran las muestras de 

las bebidas CEPA P46 y CEPA P45 t21, mostrando similitud en el atributo de 

cremosidad, mientras que la bebida CEPA P45 t0 se encuentra correlacionada al 

componente 2, resaltando atributos de viscosidad y sensación grasa.  
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Figura 19. Análisis de PCA proveniente del GPA para el atributo de textura de las 
muestras de leche fermentadas con P45 y P46 respectivamente. 
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9 CONCLUSIONES. 

 

Se realizaron bebidas lácteas fermentadas con potencial probiótico utilizando como 

cultivos iniciadores las cepas L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46, se evaluó 

y caracterizó el potencial probiótico de las cepas ya mencionadas por primera vez 

en una matriz láctea, demostrando que son viables. A través de la evaluación de la 

resistencia a condiciones simuladas de tracto gastrointestinal (lisozima, pH ácido, 

sales biliares 0.3%) se demostró que las cepas conservan su viabilidad ante dichas 

condiciones.  

 

Las cepas P45 y P46 presentaron actividad antagonista contra los microorganismos 

patógenos S. enterica serovar Typhimurium y L. monocytogenes.  

 

Con los resultados obtenidos de viabilidad en la matriz láctea, y sobrevivencia a 

condiciones simuladas de tracto gastrointestinal se demuestra que las cepas  

conservaron sus características probióticas. 

 

Finalmente se realizó un monitoreo, cada semana durante los 21 días de 

refrigeración para evaluar que se conservara el potencial probiótico, demostrando 

que conserva sus características probióticas. 

 

Por otro lado, los resultados del perfil sensorial muestran que la bebida producida 

con la cepa P45 presentó atributos de sabor, olor esperados en bebidas lácteas.  La 

bebida fermentada con la cepa L. plantarum P46 presentó características 

organolépticas que resultaron desagradables para los jueces. 
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10. PERSPECTIVAS  
 

Determinar si L. mesenteroides P45 y L. plantarum P46 presentan capacidad de 

adherencia a células epiteliales además de los mecanismos de modulación de la 

respuesta inmune de manera in vitro e in vivo  

 

Evaluar el alimento funcional con L. mesenteroides P45 con consumidores tipo. 

 

Evaluar la viabilidad de L. plantarum P46 en leche comercial, para comprobar si se 

mejoran los atributos sensoriales. Posteriormente realizar ensayos de resistencia a 

pH ácido, sales biliares, lisozima y antagonismo frente a patógenos para seguir 

siendo considerado un alimento funcional.  

 

Realizar análisis sensorial de la bebida obtenida a partir de la fermentación con L. 

plantarum P46.  
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