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Resumen 
En la actualidad la salud humana en conjunto con la seguridad alimentaria ha tomado 

una creciente importancia por su relación directa con el acelerado crecimiento 

poblacional, el cual ha generado que muchos problemas salud se hayan incrementado 

también. Así es que se han elaborado productos con efecto más allá de la nutrición 

básica, tal como los denominados simbióticos. 

Por ello, el objetivo de este trabajo fue determinar la influencia de la presencia de jarabe 

de aguamiel en un producto lácteo fermentado simbiótico en cuanto a la liberación de 

péptidos con capacidad antihipertensiva y en la sobrevivencia de Lacticaseibacillus 

rhamnosus GG.  

Se usó jarabe de aguamiel concentrado a 70ºBx, determinando la concentración de 

oligosacáridos por HPLC. Se enriquecieron soluciones de leche descremada en polvo al 

10% con el 2% de fuente de carbono proveniente del jarabe preparado. Usando inulina 

como control. La fermentación se realizó durante 48 horas midiendo sobrevivencia del 

probiótico y la actividad metabólica por medio de los análisis de pH y producción de ácido 

láctico. El perfil proteolítico fue determinado por medio del análisis de grupos amino libres 

por TNBS, separación de péptidos por SDS-PAGE y fraccionamiento peptídico por HPLC. 

La actividad antihipertensiva se determinó evaluando la inhibición de actividad de la 

enzima convertidora de angiotensina. 

Los resultados no mostraron diferencia en los parámetros metabólicos analizados ni en 

la concentración de grupos amino libres. Sin embargo, la concentración de péptidos de 

bajo peso molecular fue superior en la fermentación con jarabe de aguamiel que en el 

control corroborando con la separación por HPLC. Esto coincidió con la mayor actividad 

antihipertensiva (45.3 %) en el simbiótico con jarabe de aguamiel. 

Estos resultados reflejan la incidencia del jarabe de aguamiel en productos lácteos 

fermentados con microorganismos probióticos para realizar un alimento simbiótico. Este 

derivado del aguamiel permite la viabilidad de Lacticaseibacillus rhamnosus GG similar a 

la inulina y ejerce sus efectos benéficos activando la producción de péptidos de bajo peso 

molecular  derivando en una mayor capacidad antihipertensiva.   



Marco 
teórico 
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1. Marco teórico  

1.1 La leche como materia prima de productos lácteos fermentados. 

El CODEX alimentario define a la leche como “…secreción mamaria normal de animales 

lecheros, obtenida mediante uno o más ordeños sin ningún tipo de adición o extracción, 

destinada al consumo en forma de leche líquida o a una elaboración posterior” (CODEX 

STANDARD 206-1999). La leche es un sistema coloidal heterogéneo (Fig. 1) compuesto 

por tres sistemas: un sistema de dispersión, una emulsión y una suspensión. Además, la 

leche está compuesta en general de glóbulos de grasa, caseína, lactosa, trazas de calcio, 

fósforo y compuestos de potasio, proteínas, ácidos orgánicos y algunas vitaminas 

(Ebringer et al., 2008).  

 

 

Fig 1. Estados coloidales de los componentes de la leche 

La capacidad tecnológica de la leche como materia prima ha evolucionado con el tiempo. 

Debido a sus características fisicoquímicas y su valor nutricional, también ha sido 

utilizada para la elaboración de diversos productos que van desde los ancestrales 

mantequilla y queso hasta productos lácteos fermentados (Silveira et al., 2003).  
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La leche puede sufrir procesos bioquímicos como la fermentación, donde su alto 

contenido de la lactosa se convierte en ácido láctico. Durante este proceso se generan 

diferentes compuestos. Además del lactato, hay producción de acetato, etanol y CO2. Así 

mismo, las proteínas propias de la leche son hidrolizadas debido al metabolismo propio 

de las bacterias ácido lácticas (BAL) (Jay, 2005). 

Los productos lácteos fermentados son el resultado de la fermentación de la leche 

causada por la inoculación de microorganismos específicos como las BAL. Dentro de 

estos microorganismos se encuentran principalmente, bacterias de los géneros 

Lactobacillus, Lactococcus y Streptococcus (Tabla 1), los cuales al ser adicionados a 

productos lácteos fermentados han sido relacionados con efectos benéficos a la salud 

(Sakandar et al., 2021).  

Tabal 1. Bacterias ácido lácticas y probióticos utilizados para la fabricación de bebidas lácteas fermentadas 
y su efecto en la salud humana 

Producto lácteo Bacteria ácido láctica o probiótica Beneficio probado 

Koumiss 
L. rhamnosus LV108, L. casei grx08, L. 
fermentum grx08, L. fermentum WW, L. 
fermentum MTCC, Streptococcus 
thermophilus spp. 

Reducción de colesterol y 
presión arterial 

Leche fermentada 
L. plantarum B7, L. rhamnosus S1K3, L. 
paracasei ST11, L. casei 431, L. plantarum 
nF1, L. delbrueckii ssp. bulgaricus 
OLL1073R-1, Bifidobacterium animalis 
subsp. Lactis GCL2505, L. rhamnosus, B. 
breve Yakult	 

Reducción de la concentración 
de Salmonella, erradicación del 
virus de la influenza, incremento 
en la concentración de 
bifidobacterias, Incremento de 
IgA, decremento en IgG, IgG 1, 
IgE, modulación de la microbiota 
intestinal, reducción de fenol  

Yogur simbiótico 
L. casei, L. reuteri, L. rhamnosus GG, and S. 
boulardii  Modulación de la microbiota 

intestinal 

Kefir 
L. kefiri, L. casei Zhang  

Modulación de la microbiota 
intestinal 

Suero fermentado 
S. thermophilus 2 K, L. delbrueckii bulgaricus 
BK, S. thermophilus 2 K, L. bulgaricus BK, L. 
plantarum W42, B. lactis Bi30  

Decremento en inflamación 
intestinal y estrés oxidativo 

Adaptado de Sakandar et al., 2021 
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El efecto químico principal de estos microorganismos en la leche, es la disminución del 

pH del producto que dependiendo del pH alcanzado tendrá o no, precipitación isoeléctrica 

de las proteínas (Tamimé, 2006). Este proceso de fermentación se realiza con diferentes 

fines: aumento de la vida de anaquel, mejora o producción de características 

organolépticas como sabor, olor y mejora en la digestibilidad de la leche, por la 

degradación tanto de lactosa como de proteínas (caseínas) (Bamforth y Cook, 2019). 

1.2 Bacterias ácido lácticas (BAL) y probióticos 

Las BAL son un grupo de bacterias estrechamente relacionadas entre sí dado que 

producen ácido láctico como el principal o único producto de fermentación a partir de 

hexosas y pentosas. Las BAL no cuentan con un ciclo de Krebs funcional, no forman 

esporas, no tienen motilidad, son anaerobias o aerobias facultativas, son ácido tolerantes, 

son Gram positivos y son catalasa-negativas (Bamforth y Cook, 2019). 

Tomando en cuenta los productos de la fermentación, las BAL pueden clasificarse en: 

homofermentativas (BAL-HM) o heterofermentativas (BAL-HT). Las BAL-HM producen 

principalmente ácido láctico a partir de la glucosa y obtienen el doble de energía que las 

BAL-HT. Se llama homofermentativa a una cepa cuando metaboliza glucosa, pero no se 

considera homofermentativa cuando metaboliza pentosas. Todas las especies de los 

géneros Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, y Vagococcus al igual que algunas 

especies del género Lactobacillus son BAL-HM (Jay, 2005; Tamimé, 2006) 

Las BAL-HT producen cantidades molares equivalentes de ácido láctico, CO2 y etanol. 

Suelen desplazar a las BAL-HM al modificar ciertas condiciones de crecimiento óptimas 

tales como: concentración de glucosa, pH y disponibilidad de ciertos nutrientes. Además, 

las BAL-HT producen más compuestos responsables del aroma (acetaldehído y diacetilo, 

etc.) que las BAL-HM (Jay, 2005; Tamimé, 2006). 

Los probióticos, aunque no exclusivamente, pertenecen al grupo de las BAL. La 

Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO) y la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) definen a los probióticos como 

"microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas confieren 

un beneficio determinado para la salud del huésped". En relación con los alimentos, esta 
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definición se reajusta enfatizando que el efecto beneficioso es ejercido por los 

microorganismos "cuando se consumen en cantidades adecuadas como parte de los 

alimentos" (FAO/OMS 2001). Se ha reportado que el rango de concentracion entre 109 y 

1012, es el rango más adecuado para que un probiótico al ser consumido ejerza su acción 

benéfica (Zendeboodi et al., 2020).  

El número de especies microbianas que pueden ejercer propiedades probióticas es muy 

extenso pero los géneros Lactococcus y Bifidobacterium así como algunas especies de 

Streptococcus thermophilus y Lactococcus lactis, son las BAL más importantes comercial 

y tecnológicamente hablando (Felis y Dellaglio, 2007). 

1.2.1 El papel de los probióticos en los alimentos funcionales  

Los alimentos funcionales con una gran relevancia actual que tienen el soporte de 

estudios científicos son aquellos que en su composición tienen microorganismos 

probióticos. El yogur fresco y las demás leches fermentadas que no han sufrido un 

tratamiento térmico posterior a la fermentación cumplen las características requeridas 

para considerarse un alimento probiótico. Así mismo, podrían considerarse funcionales 

según los criterios establecidos por la FAO (FAO, 2006). 

Las bacterias probióticas que son utilizadas tecnológicamente en alimentos deben de 

tener la capacidad de sobrevivir durante el proceso digestivo y proliferar en el intestino. 

Como probióticos se utilizan fundamentalmente los géneros Lactococcus, Lactobacillus 

y Bifidobacterium (Olagnero et al., 2007). Sin embargo, la sobrevivencia de un probiótico 

está supeditada por factores externos y medio ambientales que provocan su muerte o 

bien una baja viabilidad. Dentro de los factores físicos y químicos que provocan la muerte 

celular están la temperatura de almacenamiento, pH, disponibilidad de acarreadores de 

electrones, en específico de oxígeno, entre otros. Aunque se sabe que la actividad, la 

sobrevivencia y el crecimiento adecuado de los probióticos está influenciada 

estrechamente a la presencia de sustancias prebióticas como lo son la inulina, 

hidrolizados enzimáticos de la inulina, oligofructosacáridos, fructosacáridos, lactulosa, 

galactooligosacáridos fibra y otros que son su principalmente fuente de energía. (Oliviera 

y Gonzáles, 2007). 
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1.2.2 Lacticaseibacillus rhamnosus GG en la industria láctea 

Para el caso de Lacticaseibacillus rhamnosus se ha progresado mucho desde su 

descubrimiento y uso inicial en la fermentación de productos lácteos, hasta sus 

aplicaciones biotecnológicas actuales en ingeniería genética para la producción de 

diversas proteínas y metabolitos recombinantes. L. rhamnosus se ha utilizado durante 

siglos en la fermentación de alimentos, especialmente queso, yogur, chucrut y similares, 

lo que hace que la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en 

inglés) lo reconozca generalmente como seguro (GRAS). Además de impartir sabor, L. 

rhamnosus GG es una bacteria ácido láctica (BAL) que también produce ácido que 

conserva los alimentos (Song et al., 2017).  

L. rhamnosus GG está asociado a diversas funciones fisiológicas en el ser humano. Sin 
embargo, cuando se requiere utilizarlo en productos fermentados, sus tiempos de 

desarrollo son largos. Es por lo que tecnológicamente es un microorganismo poco 

funcional. Así es que, se han implementado algunas estrategias para su uso tal como la 

fermentación en cocultivo o la adición de micronutrientes o factores de crecimiento como 

vitaminas y minerales. Estos estudios han dado cuenta que el enriquecimiento de leche 

con cisteína, arginina, prolina, asparagina, glutamina guanina, uracilo y xantina es 

recomendable para reducir los tiempos de fermentación (Sun et al., 2019).  

Esta bacteria exhibe la mayoría de las características generalmente deseadas para una 

buena cepa probiótica, incluida la capacidad de sobrevivir al paso por el tracto 

gastrointestinal humano después de la ingestión y la capacidad de colonizar 

transitoriamente el íleon y el colon (Doron et al., 2005). De hecho, cepas de L. rhamnosus 

suelen ser colonizadores transitorios del tracto gastrointestinal, pero la cepa GG en 

específico se adhiere a la mucosidad y las células epiteliales (Lebeer et al., 2007; Hou et 

al., 2015). Con frecuencia, este microorganismo se usa como probiótico, especialmente 

en el tratamiento del crecimiento excesivo de bacterias en el intestino debido a sus 

propiedades ácidas y básicas y que produce exopolisacáridos (Klopper et al., 2018). 

Por lo tanto, L. rhamnosus GG es un excelente iniciador para la fabricación de leche 

fermentada. La leche fermentada con este microorganismo tiene muchas funciones 
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probióticas para adultos y niños. Esta bacteria tiene las ventajas de resistir niveles bajos 

de pH y tiene una excelente vida útil (Hekmat et al., 2009). También es un posible 

candidato para la síntesis de acetoína y diacetilo, compuestos de sabor similar a la 

mantequilla que se utilizan ampliamente en la industria láctea (Jyoti et al., 2004). Sin 

embargo, la mayoría de los probióticos, incluido L. rhamnosus crecen lentamente en la 

leche y la tasa de producción de ácido suele ser demasiado lenta para soportar un 

proceso de fermentación adecuado (Shah, 2000).  

En la actualidad, muchos productos lácteos fermentados del mercado se preparan con 

una sola cepa probiótica, como Yakult (Lactobacillus casei cepa Shirota, Yakult, 

Guangzhou, China), LAJOIE (Lactobacillus paracasei LPC-37, Wanjiabao Dairy Co., Ltd, 

Harbin, China) y Cherita (L. rhamnosus GG ATCC 53103, Hebei Fermented 

Biotechnology Co., Ltd., Beijing, Porcelana). Sin embargo, la viabilidad de probióticos de 

los productos lácteos fermentados que utilizan una sola cepa probiótica deben ser mucho 

mayores que los que utilizan cepas mixtas. Además, los productos lácteos fermentados 

preparados con una sola cepa probiótica tienen largos tiempos de fermentación (Byung-

Ju et al., 2005) lo que limita su uso. Sin embargo, muchas de estas bacterias probióticas 

y en especial L. rhamnosus han sido usadas por su capacidad de producir compuestos 

bioactivos tales como péptidos con diferentes funciones derivado de la acción del sistema 

proteolítico (Kashyap et al., 2023). 

1.3 El sistema proteolítico de bacterias lácticas 

La proteólisis es la degradación de las proteínas por acción de un sistema proteolítico. 

Las BAL poseen un sistema proteolítico que es capaz de reducir a pequeñas subunidades 

(oligopéptidos, cadenas de aminoácidos o aminoácidos libres) grandes fracciones y 

estructuras proteicas como lo son las caseínas (Parra, 2010). 

Durante la fermentación las BAL utilizan enzimas específicas que inducen la ruptura de 

enlaces péptidos de fracciones proteicas. Estas enzimas son principalmente proteasas 

(peptidasas endopeptidasas, aminopeptidasas, y exopeptidasas), las cuales proveen y 

mejoran la disponibilidad de aminoácidos para la célula bacteriana (Rodríguez et al., 

2018). La actividad proteolítica de las BAL tiene una influencia tecnológica en la formación 
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de compuestos que afectan directamente las características organolépticas, 

nutricionales, fisicoquímicas y funcionales del alimento en el que se empleen. Es así 

como suelen producir compuestos como ácidos grasos libres, ácidos orgánicos (acético, 

propiónico, isobutírico y láctico), acetaldehído, diacetilo, CO2, etcétera (Toldrá et al., 

2018). 

Dentro de las BAL mesófilas del género Lactobacillus se encuentran las cepas de 

Lactobacillus rhamnosus, cuyo sistema proteolítico se no ha sido caracterizado 

completamente (Monzón, 2012). Recientemente Olvera-Rosales et al. (2023) han 

destacado algunos aspectos importantes del sistema proteolítico de este microorganismo 

y que se detallan a continuación (Fig. 2). 

 

Fig. 2. Sistema proteolítico de Lacticaseibacillus rhamnosus GG. Tomado de Olvera-Rosales et al., (2023).  

En L. rhamnosus la proteólisis se realiza mayormente a partir de la acción de su 

proteinasa (PrtR). Los oligopéptidos generados serán transportados a través del sistema 

OPP, mientras que los dipéptidos y tripéptidos se transportarán a través de los sistemas 

DPP y DtPT. Finalmente, Los péptidos serán degradados a partir del complejo de 

endopeptidasas y amino peptidasas intracelulares (PepN, PepO, PepC, PepF,PepX, 

PepP, PepL, PepT, PepI, PepV, PepD, PepQ, PepR). Una vez que las cepas han cubierto 

sus auxotrofías, liberarán al medio aquellas secuencias peptídicas que no les sean 

necesarias. Durante este proceso se forman fracciones pequeñas de proteínas, 
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aminoácidos libres e incluso péptidos bioactivos, los cuales pueden llegar a tener 

actividad antihipertensiva (Mayo et al., 2010). 

1.3.1 Los péptidos bioactivos antihipertensivos liberados por bacterias lácticas y 
su efecto sobre la tensión arterial 

La tensión arterial es la fuerza que ejerce la sangre circulante contra las paredes de las 

arterias. Cuando esta es demasiado elevada, se considera hipertensión que, al no ser 

tratada, puede desencadenar diferentes complicaciones (OMS, 2018). 

Una de las formas de tratamiento de la hipertensión es el consumo de compuestos o 

medicamentos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). Esta enzima 

participa en el mecanismo responsable de la alteración de la presión normal de la sangre, 

cuando circula a través de las venas y arterias del cuerpo humano. En la alteración de la 

presión arterial juega un importante papel específicamente el sistema renina angiotensina 

aldosterona (SRAA), en el que a través de una cascada de reacciones enzimáticas se 

obtienen angiotensina II y aldosterona. (Arenas-Carvajal et al., 2009).  

La angiotensina se transforma en angiotensina II por acción de la enzima convertidora de 

angiotensina (ECA). La angiotensina II es la responsable de regular y mantener la presión 

sanguínea mediante acciones farmacológicas (Díez, 2017). De igual manera, la 

angiotensina II tiene propiedades profibróticas y vasoconstrictoras, lo que promueve el 

remodelamiento miocárdico. El uso de inhibidores de ECA ayuda a prevenir eventos 

isquémicos y aterogénesis (Jubany y Kuster, 2014). 

Los péptidos antihipertensivos son los péptidos bioactivos más estudiados en los 

alimentos. El mecanismo de acción de estos péptidos está relacionado con la inhibición 

de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) la cual influye en la regulación de la 

presión arterial por la modulación del sistema renina-angiotensina. La ECA es una 

metaloproteasa dependiente de zinc presente en diversos tejidos como los de los vasos 

sanguíneos, pulmón, riñón y en el corazón (cardiomiocitos y fibroblastos cardiacos). Los 

péptidos antihipertensivos pueden ser obtenidos por procesos de hidrólisis de proteínas 

bajo la influencia de enzimas como las producidas por algunos microorganismos 

fermentativos (Domínguez et al., 2014). 
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Los péptidos bioactivos antihipertensivos han sido aislados de diferentes fuentes, tanto 

animales como vegetales. Estas pequeñas fracciones peptídicas pueden ser liberadas 

durante la elaboración de productos lácteos fermentados o por acción enzimática. En el 

caso de los cultivos de BAL, estos contienen una gran diversidad de enzimas proteolíticas 

que son responsables de la actividad y formación de péptidos y aminoácidos en la 

elaboración de leches fermentadas (Oliviera y González, 2007). De hecho, algunos 

péptidos bioactivos con capacidad antihipertensiva son los derivados de la hidrólisis de 

proteínas lácteas (Korhonen y Pihlanto 2006). 

Sekiya et al. (1992) fueron de los primeros que abordaron la producción de productos 

antihipertensivos derivados de proteínas de leche, ya que demostraron que el consumo 

de 20 g/día de un hidrolizado de caseína con tripsina durante 4 semanas, producía una 

disminución de la presión arterial sistólica (PAS) y diastólica (PAD) en pacientes 

hipertensos. También Nakamura et al. (1995), demostraron que una leche llamada Calpis 

mostraba efecto antihipertensivo en ratas espontáneamente hipertensas (SHR, por sus 

siglas en inglés). Además, se sabe que los péptidos Val-Pro-Pro (VPP) e ile-Pro-Pro (IPP) 

son los principales responsables de la actividad antihipertensiva de esta leche (Fitzgerald 

et al., 2004).   

1.4 Los prebióticos en la industria láctea: importancia tecnológica y en salud 
humana 

Además de los probióticos, se encuentran los prebióticos los cuales son cadenas de 

oligosacáridos que específicamente los probióticos usan como fuente de carbono. Los 

prebióticos como los fructanos tipo inulina, son el sustrato trófico de los probióticos 

(Olagnero et al., 2007). 

Originalmente, un prebiótico era definido como un ingrediente alimenticio no digerible con 

beneficios al huésped al estimular selectivamente el crecimiento y / o la actividad de una 

o un número limitado de bacterias en el colon. Esta definición se mantuvo prácticamente 

sin cambios durante más de 15 años después de su primera introducción en 1995 por 

Gibson y Roberfroid. Así es que, solo unos compuestos del grupo de carbohidratos se 
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han considerado prebióticos, especialmente los ß-fructanos de cadena corta y larga 

(fructo-oligosacáridos (FOS) e inulina), galacto-oligosacáridos (GOS) y lactulosa. 

Sin embargo, en la sexta reunión de la Asociación Científica Internacional de Probióticos 

y Prebióticos (ISAPP, por sus siglas en inglés) realizada en 2008, actualizaron la 

definición de "prebióticos en la dieta" como "un ingrediente fermentado selectivamente 

que produce cambios específicos en la composición y/o actividad de la microbiota 

gastrointestinal, confiriendo así beneficios a la salud del huésped”. 

De esta manera, se ha definido a un prebiótico como un compuesto no digerible que, a 

través de su metabolización por microorganismos en el intestino, modula la composición 

y/o actividad de la microbiota intestinal, confiriendo un efecto fisiológico beneficioso sobre 

el huésped. Además de FOS y GOS, se incluyen compuestos como almidones 

resistentes, pectina, arabinoxilanos (AXOS), granos integrales y compuestos no 

carbohidratos como los polifenoles (Valcheva y Dielman, 2016). 

Recientemente, la importancia de la microbiota intestinal en la salud humana ha sido 

expuesta como un factor relevante en la prevalencia de diversas patologías. Por lo tanto, 

existe un interés creciente en ingredientes alimentarios que regulen la microbiota y sus 

relaciones con el anfitrión. En este sentido, los prebióticos representan una de las 

sustancias más utilizadas para mantener un microbioma saludable o restablecer su 

equilibrio cuando la homeostasis bacteriana se ve afectada (Quigley, 2019). 

Carbohidratos no digeribles como los polisacáridos (almidón resistente, pectina y 

dextrina) y oligosacáridos tales como fructooligosacáridos (FOS), galactooligosacáridos 

(GOS), xilooligosacáridos (XOS), isomaltooligosacáridos (IMO), mananooligosacáridos 

(MOS), oligosacáridos de rafinosa (RFO), arabinoxilanoligosacáridos (AXOS), lactulosa, 

inulina y otros se consideran componentes alimentarios con propiedades prebióticas 

(Colantonio et al., 2019; Mano et al., 2018; Mohanty et al., 2018). En la Fig. 3 se observa 

la clasificación más general de los ingredientes considerados prebióticos. 



 12 
 

 

Fig. 3. Clasificación general de ingredientes considerados prebióticos. (Adaptado de: Cardoso et al., 2021) 

 

Debido a que el intestino humano está habitado por un gran número de especies de 

microorganismos que viven en una relación simbiótica con el huésped, su desequilibrio 

deriba en disbiosis (en otras palabras, la alteración de la homeostasis microbiana). Al 

aparecer bacterias intestinales que pueden ser dañinas para la salud debido a la 

disbiosis, se da lugar a la aparición de alergias, colon irritable, depresión, autismo y otros 

tipos de enfermedades (Joshi et al., 2018). Por lo tanto, la ingesta de prebióticos puede 

reflejarse en una mejora de los problemas de salud derivados de la disbiosis o incluso 

reequilibrar la microbiota intestinal (Khangwal & Shukla, 2019). 

Los prebióticos tienen el potencial de mejorar la salud humana y animal controlar el 

desequilibrio de la microbiota intestinal a través de la estimulación del crecimiento de 

bacterias beneficas como Lactobacillus y Bifidobacterium que son responsables de inhibir 

la proliferación de bacterias dañinas y permitir que las bacterias saludables aumenten la 

producción de ácidos grasos de cadena corta, como acetato, butirato y propionato 

(Gibson et al., 2017; Mohanty et al., 2018; Xie et al., 2019). Esto, a su vez, da como 

resultado una mejora de la integridad de la membrana intestinal y la absorción de 

nutrientes. De esta manera, se conduce a la reducción de los niveles glucémicos y peso 
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corporal, aumento de la inhibición de la toxicidad carcinógena, mejoramiento de 

inmunidad y modulación de biomarcadores metabólicos, cardiovasculares e inflamatorios 

(en este último caso, relacionados con enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2) 

(Althubiani et al., 2019; Colantonio et al., 2019). 

Los prebióticos también influyen en el metabolismo y la obesidad ya que regulan la 

expresión de hormonas anoréxicas intestinales, como la tirosina y de hormonas gástricas, 

como la grelina. También se sabe que la suplementación con prebióticos previene las 

señales proinflamatorias, las cuales son perjudiciales para los procesos cognitivos. De 

igual manera, se ha observado que el consumo de prebióticos conduce a efectos 

positivos sobre el aprendizaje y la memoria. Así mismo, estos compuestos son 

considerados como una potencial alternativa para el tratamiento de neuropatologías 

como la esquizofrenia (Kao et al., 2018).  

Por sus características tecnológicas, algunos prebióticos como los carbohidratos no 

digeribles pueden conducir a mejoras en la calidad de productos finales en cuanto a 

propiedades sensoriales, textura y características fisicoquímicas. Así mismo, suelen 

utilizarse en la adición de fibras y en la parcial sustitución de azúcares y grasas (Glisic et 

al., 2019; Xavier-Santos et al., 2019). 

Por esta razón, estos compuestos se han aplicado cada vez más en la industria 

alimentaria, particularmente con el objetivo de sustituir ingredientes clásicos y/o combinar 

estos con oligosacáridos (Jeddou et al., 2018). Por ejemplo, la sustitución de grasas por 

cadenas largas de inulina en el queso fresco, producido con leche de cabra. Dicha 

sustitución puede afectar significativamente sus propiedades reológicas, resultando en 

valores más bajos de compresión, resistencia, rigidez, viscosidad y adhesividad del 

producto (Salvatore et al., 2014).  

Los prebióticos se han utilizado para enriquecer productos lácteos, como el yogur griego 

(Costa et al., 2019a,b), el yogur de leche de oveja (Balthazar et al., 2016), el yogur de 

leche de vaca (Delgado-Fernandez et al., 2020a; Delgado-Fernandez et al., 2020b), 

queso crema fresco (Speranza et al., 2018), quesos de cabra (Kınık et al., 2017 ), kéfir 

(Delgado-Fernandez et al., 2019), postres cremosos de chocolate con leche (Valencia et 
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al., 2016), bebidas de suero (Souza et al., 2019) y helados de leche de oveja (Balthazar 

et al., 2018), resultando en mejoras en los parámetros de calidad de los productos debido 

a los efectos tecnológicos que los prebióticos confieren (Fig. 4).  

 

Fig. 4. Principales efectos tecnológicos de la adición de prebióticos a productos lácteos. (Adaptado de Rosa 

et al. 2021) 

 

En yogur con eritritol como sustituto del azúcar, la adición de oligofructosa y polidextrosa 

(6%) disminuye los parámetros de textura (firmeza, consistencia, cohesividad e índice de 

viscosidad), lo que resulta en una mayor aceptación (Costa et al., 2019b). Asdemás, en 

postres cremosos de chocolate con leche, la adición de FOS (4%) contribuye a aumentar 
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la aceptación del producto probiótico (Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LBC 81) 

en el sabor, dando como resultado productos similares al control (Valencia et al., 2016). 

En el helado de leche de oveja, la adición de inulina (10%) a los productos probióticos 

dio como resultado valores de pH, viscosidad aparente y dureza más altos (Balthazar et 

al., 2018).  

Sin embargo, la adición de componentes prebióticos también puede tener un impacto 

potencialmente negativo en las características de los productos lácteos. La adición de 

lactulosa u oligosacáridos derivados de lactulosa (2 o 4%) a yogures simbióticos (L. 

acidophilus y Bifidobacterium animalis ssp. lactis) resulta en geles más blandos y yogures 

menos viscosos, principalmente debido a la menor tasa de fermentación (Delgado-

Fernández et al., 2020b). Aún así, es importante evaluar el impacto de las alteraciones 

de textura en la aceptación del consumidor. 

En un sentido estricto, los efectos sobre la salud asociados a los compuestos prebióticos 

están relacionados con su concentración en el producto; por lo tanto, es importante 

evaluar su estabilidad ante el procesamiento y almacenamiento de productos 

alimenticios. Delgado-Fernandez et al. (2019) observaron que la concentración de los 

componentes prebióticos (oligosacáridos derivados de lactulosa, lactulosa y GOS, 2 y 

4%) se mantuvo inalterada durante el procesamiento (fermentación durante 24 h) y 

almacenamiento (28 días) del kéfir, sin impacto en la viabilidad de bacterias y levaduras 

ácido lácticas, pH y metabolitos (glicerol, ácido láctico y ácidos grasos de cadena corta). 

Por tanto, los prebióticos evaluados fueron estables en kéfir. Con base en lo anterior, se 

han buscado fuentes prebióticas emergentes para mejorar la viabilidad de bacterias 

probióticas y mejorar los aspectos tecnológicos y sensoriales de los productos donde 

serán agregados. Esto es el caso de alimentos tradicionales tales como el aguamiel. 

1.4.1 El aguamiel: una bebida con potencial prebiótico  

El aguamiel es la a savia que excreta el agave tras ser cortadas las pencas céntricas del 

tallo. Esta savia es un líquido translúcido que llega a tener un color ámbar, de un pH 

neutro y con un ligero olor herbal cuando se encuentra recién secretado. Está constituido 
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principalmente por agua, azúcares, proteínas, vitaminas y sales minerales (Lappe-

Oliveras et al., 2008). 

La composición del aguamiel es muy compleja, predominan diferentes tipos de glúcidos 

los cuales representan el 95 % de los sólidos solubles procedentes del aguamiel como 

glucosa, sacarosa, fructosa y fructanos (Guzmán y Contreras, 2017). Entre 0.26-0.30 % 

de los sólidos solubles son aminoácidos, de los cuales el ácido glutámico, valina, 

fenilalanina, ácido aspártico y prolina son los principales. 

Todos estos compuestos en conjunto o algunos por si solos, hacen que se considere al 

aguamiel como una fuente alternativa y económica de nutrientes beneficiosos para la 

salud humana (Romero et al., 2015). Dentro de los componentes del aguamiel están los 

oligosacáridos, los cuales se han encontrado como potenciales prebióticos. Estos 

compuestos estimulan el crecimiento selectivo de bacterias probióticas en el colon del 

huésped, además activan la proliferación de la microbiota benéfica en el ser humano 

(Cervantes-Elizarrarás et al., 2019). Adicionalmente, se ha observado que el aguamiel 

tiene un efecto directo en la estimulación de la proteólisis durante los procesos de 

fermentación (Jaimez-Ordaz et al., 2019). 

En gran parte de casos donde se desea mejorar o eficientizar la actividad metabólica de 

un probiótico se recurre a la adición o incorporación de compuestos prebióticos, durante 

los procesos fermentativos. Los prebióticos de gran auge tecnológico suelen ser en 

mayoría fructanos, galacto-oligosacáridos y lactulosa; estos compuestos entre otros más 

han sido encontrados en el aguamiel. (Guzmán y Contreras, 2017). El aguamiel es un 

líquido al que se le ha demostrado su actividad prebiótica (Jaimez-Ordaz et al., 2019) 

dada su composición rica en carbohidratos como la oligosacáridos, glucosa, fructosa y 

sacarosa. Además, también ha sido reportada la presencia de aminoácidos, vitaminas, y 

minerales que le confieren características especiales como una buena fuente de 

nutrientes para microorganismos probióticos. Es de ahí su potencial para la elaboración 

de alimentos simbióticos. La actividad metabólica de probióticos en presencia de 

aguamiel conlleva a una producción de enzimas proteolíticas. Dichas enzimas, estarán 

implicadas en la acumulación de péptidos con características bioactivas. Así mismo, 

estos péptidos favorecerán al probiótico para mantener su viabilidad y sobrevivencia en 
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el medio donde se encuentra (Toldrá et al., 2018). Recientemente se ha publicado una 

revisión en la cual se reporta que las características fisicoquímicas y prebióticas del 

aguamiel se mantienen después de concentrarlo para la producción de jarabe de 

aguamiel (Castañeda-Ovando, et al., 2023).  

1.4.2 El jarabe de aguamiel: subproducto funcional 

El jarabe de aguamiel, comúnmente conocido como miel de maguey es un producto que 

se ha creado para diversificar el uso industrial de la savia de maguey. El principal efecto 

que sufre el aguamiel es la hidrólisis de los carbohidratos por evaporación de agua con 

la consecuente concentración de estos (Castañeda-Ovando et al., 2023). Debido al 

origen del aguamiel, el proceso de concentración permite no solo la concentración de 

azúcares, sino también de minerales y aminoácidos (García-Aguirre et al., 2009). A 

diferencia del jarabe de aguamiel, el jarabe de agave surgió a partir de la diversificación 

de usos del A. tequilana, el cual es el producto de la hidrolisis acida o térmica de los 

fructanos presentes en el jugo de agave crudo extraído de la piña y su posterior 

concentración hasta 80°Brix. 

La calidad nutrifuncional del jarabe está relacionada directamente con la composición del 

aguamiel. Es así, que se han reportado efectos benéficos de su consumo debido a su 

buena calidad nutricional. Dentro de sus componentes se puede encontrar azúcares 

simples, fructanos, proteínas, aminoácidos libres, minerales y vitamina C en 

concentraciones cercanas a las reportadas para jugo de cítricos.  

En el jarabe de aguamiel de 70-75°Brix se han reportado como compuestos principales 

de 20-58% de sacarosa, 5-23% fructosa, 4-18% glucosa, 4-10% de fructanos y 3-4% de 

proteínas (Moreno-Vilet et al., 2010). También se ha reportado la presencia de elementos 

minerales como hierro (3.2-10.19 mg/100 g), magnesio (71.24 – 88.9 mg/100g), potasio 

(921.98-1113.05 mg/100 g), calcio (31.27-43.88 mg/100g) y sodio (70.26-123.34 

mg/100g), los cuales son necesarios en diversas funciones vitales del cuerpo humano. 

Dicha concentración se cree depende en gran parte del exceso o deficiencia de minerales 

en el suelo de cultivo que repercute en la composición de la savia o aguamiel y por lo 

tanto del jarabe de aguamiel (Hernández-Ramos, 2020). 
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El contenido de compuestos bioactivos también ha sido analizado en jarabes de 

aguamiel, reportando concentraciones de polifenoles totales entre 146-593 mg EAG/100 

g, de flavonoides entre 0.57-1.49 mg EQ/100 g y vitamina C entre 0-197 mg EAA/100 g. 

En este caso, el jarabe de aguamiel fue obtenido por tres métodos (convencional, 

liofilizado y evaporación a presión reducida) reportado por Hernández-Ramos (2020). En 

este estudio, se concluye que el método convencional permitió obtener miel de maguey 

o jarabe de aguamiel con el doble de actividad antioxidante, respecto al aguamiel y a los 

otros métodos de elaboración de miel de maguey.  

Una miel de maguey más oscura presenta mayor actividad antioxidante asociada a la 

formación de melanoidinas y al contenido de compuestos fenólicos. La actividad 

antioxidante reportada para jarabes de aguamiel es de 245-1122 μM Eq Trolox/ 100 g), 

la cual es mayor en comparación con la miel de abeja (130-460 μM Eq. Trolox / Kg) debido 

a la presencia de mayor contenido de compuestos antioxidantes como vitamina C y 

compuestos fenólicos (Hernández-Ramos, 2020). 

Finalmente, también se ha reportado contenido de saponinas en los jarabes de aguamiel 

(224,2 a 434,7 equivalentes de protodioscina / gramo de peso seco) (Santos-Zea et al., 

2016), de las cuales se ha reportado el efecto directo sobre la reducción de colesterol 

LDL, reducción de peso y al mismo tiempo en la reducción de niveles de glucosa y de 

resistencia a la insulina (Leal-Díaz et al., 2016). 

1.5 Los alimentos simbióticos 

Gibson y Roberfroid (1995) introdujeron el término "simbiótico" para describir una 

combinación de probióticos y prebióticos que actúan sinérgicamente. Diferentes estudios 

avalaron este concepto, ya que una combinación adecuada de ambos componentes en 

un solo producto aseguraba un efecto superior en comparación con la actividad del 

probiótico o prebiótico por sí solo (Bengmark, 2005).  

Este enfoque también está en expansión y en realidad abarca la idea de que los 

simbióticos se utilizan no sólo para mejorar la supervivencia de los microorganismos 

beneficiosos agregados a los alimentos. También los simbióticos son usados para 
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estimular la proliferación de cepas bacterianas nativas específicas presentes en el tracto 

gastrointestinal (Olvera-Rosales et al., 2021).  

Hoy en día existe una gran cantidad de combinaciones posibles y la aplicación de 

simbióticos para la modulación de la microbiota intestinal en humanos parece 

prometedora (Scavuzzi et al., 2014). En los últimos años se han propuesto numerosas 

bebidas simbióticas, principalmente bebidas a base de leche y se han encontrado 

combinaciones de leche con algunas preparaciones con cereales como la soya. Este tipo 

de bebidas se han formuladas gracias a las nuevas tecnologías que permiten mejorar sus 

características sensoriales. Además se han enriquecido con este tipo de materiales por 

que son fuente de proteínas de alta calidad y nutrientes equilibrados, considerados como 

un medio óptimo para el desarrollo de la bebida simbiótica según lo sugerido por diversos 

autores (Evangelista et al., 2012; Brandão et al., 2013; Durazzo et al., 2015).  

También se utilizan otras materias primas para desarrollar bebidas simbióticas, dentro de 

ellas se encuentra la avena (Gokavi et al., 2005) la cual además de ser fuente de proteína 

provee B-glucanos que en últimas fechas ha sido relacionado con efectos prebióticos 

(Chávez de la Vega et al., 2021). Adicionalmente se han probado materiales tradicionales 

y autóctonos como el aguamiel para desarrollar simbióticos potenciales y elevar la 

sobrevivencia de microorganismos probióticos como L. rhamnosus GG y L. pentossus 

ABHEAU-05 (Jaimez-Ordaz et al., 2019, Contreras-López et al., 2023). Sin embargo, las 

bebidas lácteas fermentadas simbióticas más importantes y más estudiadas contienen 

inulina como prebiótico, junto con bacterias probióticas L. acidophilus y Bifidobacterium 

(Walsh et al., 2014, Semjonovs et al., 2014). 

Una de las grandes ventajas de los alimentos simbióticos es que el probiótico contenido 

ayuda a disminuir diversas condiciones como la intolerancia a la lactosa, la incidencia y 

duración de las diarreas por rotavirus en lactantes. Lo anterior, debido a su mecanismo 

de competencia y desplazamiento de bacterias patógenas de la microbiota intestinal. 

Además, este tipo de productos mejoran el proceso de digestión de la leche (Oliviera y 

Gonzáles, 2007). 
  



Justificación 
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2. Justificación  

Los problemas cardiovasculares y de síndrome metabólico son de suma importancia en 

la salud pública al ser esta una de las principales razones de muerte en el mundo. Una 

de las enfermedades derivadas de estos padecimientos es la hipertensión, la cual se 

caracteriza por una vasoconstricción de las vesículas sanguíneas provocando el bajo flujo 

de sangre. Este proceso bioquímico es debido a su vez, al acelerado proceso de 

producción de angiotensina, reacción catalizada por la ECA.  

El tratamiento de la hipertensión se basa en el uso fármacos sintéticos de alto grado de 

severidad sobre hígado y riñón, lo que suele derivar en reacciones secundarias. Por otra 

parte, existe evidencia científica de que algunos compuestos resultantes de una hidrólisis 

proteica por acción microbiana, tienen un efecto antihipertensivo sin provocar efectos 

adversos sobre pacientes sintomáticos y asintomáticos. 

Por ello la presente investigación se enfocó en un análisis complejo basado en una 

caracterización de aguamiel como agente prebiótico, adicionado a una bebida láctea 

enriquecida con un probiótico. Durante el proceso de fermentación, como muchos 

estudios lo indican, se generan péptidos bioactivos, principalmente aquellos con efecto 

antihipertensivo. De esta manera se determinó el potencial que tiene la bebida 

fermentada como alimento funcional simbiótico y sustentar su propuesta como un 

tratamiento alternativo coadyuvante natural y seguro para la hipertensión. 
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3. Hipótesis  
La adición de jarabe de aguamiel tendrá un efecto prebiótico similar al de la inulina, lo 

que mantendrá constante la viabilidad del microorganismo probiótico durante su 

fermentación en leche. Así mismo, el proceso de fermentación generará fracciones 

peptídicas con actividad antihipertensiva.  



Objetivos 
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 4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

• Evaluar la influencia de la adición de jarabe de aguamiel a un producto lácteo 

fermentado sobre la sobrevivencia de Lacticaseibacillus rhamnosus GG y la 

producción de péptidos antihipertensivos a través de un análisis microbiológico y 

técnicas in vitro para valorizar a este derivado del aguamiel.  

4.2 Objetivos específicos 

• Elaborar un jarabe de aguamiel a través de un proceso estandarizado para enriquecer 

una leche fermentada 

• Evaluar la viabilidad y la actividad metabólica de Lacticaseibacillus rhamnosus GG 

durante la fermentación de una bebida simbiótica a través del recuento en placa, 

análisis de pH y producción de ácido láctico para determinar la influencia de la 

presencia de jarabe de aguamiel 

• Determinar el grado de hidrólisis y el perfil proteolítico del probiótico en la bebida 

láctea durante una cinética de fermentación a través de los métodos del ácido 

trinitrobencilsulfónico (TNBS), electroforesis en gel (SDS-PAGE) y HPLC para evaluar 

el potencial prebiótico del jarabe de aguamiel  

• Evaluar la capacidad antihipertensiva in vitro de la bebida simbiótica a través de un 

ensayo enzimático para determinar su potencial bioactivo. 

  



Material y 
Métodos 
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5. Metodología 

5.1 Obtención y análisis del aguamiel  

El aguamiel se obtuvo del raspado de magueyes de los campos de San Gabriel Azteca, 
municipio de Zempoala en el estado de Hidalgo. Una vez obtenido, fue almacenado en 

botellas de plástico asépticas. Para evitar su fermentación durante el transporte, las 

muestras se mantuvieron a baja temperatura. El aguamiel se filtró y se pasteurizó en una 

autoclave a 90 °C durante 15 min en frascos previamente esterilizados. Lo anterior con 

el objetivo de eliminar la mayor concentración de microorganismos patógenos y 

fermentativos 

5.2 Producción del jarabe de aguamiel  

El jarabe de aguamiel se produjo de acuerdo a las condiciones estandarizadas 

implementadas por Pérez-Vargas (2020). El aguamiel recién obtenido (4 L) se filtró a 

través de una manta de cielo y se colocó en una olla de acero inoxidable. Se midió el pH 

del aguamiel y se ajustó a un pH de 6.0 ajustando con una solución de ácido cítrico al 

10%. El aguamiel fue calentado controlando la temperatura de calentamiento a 80 ºC 

durante todo el proceso hasta obtener un jarabe concentrado de 70 ºBx manteniendo 

agitación constante y monitoreando la concentración de sólidos con ayuda de un 

brixómetro de manera constante y frecuente. El jarabe fue almacenado a temperatura 

ambiente en frascos de vidrio estériles hasta su uso. 

5.3 Determinación de la distribución de tamaños de los fructanos en aguamiel y 
jarabe de aguamiel por HPLC. 

El análisis de fructanos en las muestras de aguamiel y del jarabe de aguamiel se realizó 

de acuerdo al método propuesto por Cruz-Guerrero et al. (2006). La concentración de 

carbohidratos (monosacáridos, disacáridos y polisacáridos de más de dos unidades) 

fueron determinados en un equipo de HPLC (Lab Alliance, Tokyo, Japón) en el laboratorio 

de Biotecnología Alimentaria de la Universidad Autónoma Metropolitana unidad 

Iztapalapa. Se usó una columna RCM-monosacáridos de 300 x 7.8 mm (Phenomenex, 

Torrance CA) y un detector Light Scattering (Polymer Laboratories, Amherst, MA). El 
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medio de elución utilizado fue agua pre-desgasificada (a 75°C) a un flujo de 0.3 mL/min. 

La corrida se llevó a cabo a una temperatura constante de 75°C y el detector se mantuvo 

a una temperatura de nebulización de 110° C. La concentración de carbohidratos (p/v) 

fue proporcional al área calculada para cada pico con un estándar de concentración. 

Adicionalmente, se determinó el tipo de carbohidrato de acuerdo al mismo estándar 

(Tabla 2) 

Tabla 2. Tiempo de retención de carbohidratos estándares en el análisis de fraciones de carbohidratos por 
HPLC 

Carbohidrato Número de unidades 

de monosacáridos 

Tiempo de retención 

(min) 

Fructosa 1 12.16 

Glucosa 1 11.15 

Rafinosa 3 8.2 

 

5.4 Cinética de fermentación 

5.4.1 Adaptación y preparación del cultivo iniciador 

Con el propósito de adaptar el microorganismo al medio de fermentación, se inóculo L. 

rhamnosus GG en un tubo con caldo MRS (cultivo de propagación), llevando a incubar a 

37 °C por 24 horas. 

Se preparó una solución de leche descremada en polvo (Skim milk) al 10% p/v utilizando 

agua desionizada estéril. La solución se colocó en un matraz Erlenmeyer estéril de 125 

mL con rosca y se pasteurizó a 90 °C por 10 min. Posteriormente, las soluciones de leche 

se inocularon con 10 mL del cultivo de propagación y se llevó a incubación a 37 °C por 

24 horas. Este sistema fue el cultivo madre con el microorganismo adaptado. 

5.4.2 Preparación de los sistemas de fermentación 

Con el propósito de ejecutar la fermentación se prepararon 2 sistemas. A cada sistema 

se les adicionó el 2% de fuente de carbono (jarabe de aguamiel o inulina) y el 10% (p/v 

respectivamente) de medio Skim-Milk (DibcoR). En el primer sistema (control) se 
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disolvieron 15 g de Skim-Milk en 150 mL de agua desionizada con 3 g de inulina 

(correspondiente al 2% de fuente de carbono). Esta mezcla se pasó a un matraz de 250 

mL previamente esterilizado. El sistema se pasteurizó a 90°C por 10 min en autoclave. 

Al segundo sistema (estudio) se le agregó el jarabe de aguamiel necesario para completar 

el 2% de fuente de carbono, de acuerdo a la concentración de carbohidratos obtenido en 

análisis por HPLC. Se agregaron 15 g de skim milk y se aforó a 150 mL con agua 

desionizada, llevando a esterilizar a 90°C por 10 min en autoclave. Una vez 

pasteurizados, a cada sistema se le adicionó 50 mL del cultivo madre y se incubaron a 

37°C.   

5.4.3 Muestreo y preparación de las muestras  

Se tomó una alícuota de 3 mL cada 3 horas de cada uno de los sistemas de fermentación. 

Se midió viabilidad, el pH y la acidez titulable de cada una de las muestras. 

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm a 4°C por 10 minutos, en 

una centrifuga (Eppendorf) con el objetivo de separar la biomasa y las proteínas de alto 

peso molecular. El sobrenadante se reservó y se conservó en congelación a -14°C para 

análisis posteriores. 

5.4.4 Determinación de pH y acidez titulable 

El pH se midió utilizando un potenciómetro calibrado previamente con soluciones tampón 

de pH=4 y pH=7. Para la determinación se introdujo directamente el electrodo en una 

alícuota de la solución fermentada temperatura ambiente de tal manera que esta cubriera 

el electrodo en su totalidad para evitar errores de medición. Para medir acidez total se 

tituló con una solución 0.1 N de NaOH una alícuota de 3 mL de solución fermentada hasta 

el punto en que una cantidad equivalente de base fuese añadida. Este punto se detectó 

con fenolftaleína como indicador. El resultado se expresó en términos de ácido láctico 

(g/ml) utilizando la siguiente fórmula: 

% ác. láctico = [(Vol. de NaOH 0.1 gastado x 0.009) / Vol. muestra] x (100) 
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5.4.5 Cuantificación de Lacticaseibacillus rhamnosus GG 

Con objeto de construir una curva de crecimiento a partir de la concentración en UFC/mL 

se llevó a cabo un recuento por la técnica de microgota (Miles y Misra, 1938). Se utilizó 

agar MRS, el cual se preparó según las indicaciones del proveedor y se esterilizó a 121°C 

por 15 min. 

Se tomaron alícuotas de 100 µL de cada muestra extraída durante la fermentación antes 

de la centrifugación y se procedió a hacer diluciones hasta 10-8. Posteriormente, se 

destinaron 20 µL de cada dilución en 2 placas Petri (previamente divididas en cuatro 

partes) conteniendo agar MRS. Las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C. la 

cuantificación se realizó contando el número de unidades formadoras de colonias con la 

ayuda de un contador de colonias y multiplicando por el factor adecuado, las unidades 

formadoras de colonias por mililitro se determinaron multiplicando por el factor de dilución 

y por una constante de acuerdo con la ecuación  

UFC/mL = (C) (10X) (Y) 

Donde: C es el número de colonias contadas, X la dilución y Y un factor que depende del 

volumen inoculado (1000/20).  

5.5 Perfil proteolítico 

5.5.1 Determinación de grupos amino libres  

Se realizó el análisis de la concentración de grupos aminos libres, por medio del método 

del ácido trinitrobencilsulfónico (TNBS). La reacción de TNBS se lleva a cabo 

específicamente con grupos amino primarios para formar un compuesto cromóforo con 

un máximo de absorbancia a 340 nm (Spellman et al., 2003). A continuación, se explica 

el procedimiento: 

• Se agregó 1 mL de solución amortiguadora de fosfatos 0.21 M pH 8.2 en tubos de 

ensayo forrados con papel aluminio (debido a la fotosensibilidad de la reacción) 

• En cada tubo, se adicionaron 125 µL de muestra. En el tubo que se utilizaría como 

blanco se agregó agua desionizada 
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• Se agregaron 1 mL de TNBS (Sigma) al 0.10% en amortiguador de fosfatos 0.21 

M pH= 8.2 y se agitó en vortex 

• Se incubó la muestra una hora a 50°C en oscuridad 

• Se paró la reacción adicionando 2 mL de ácido clorhídrico 0.1N 

• Las muestras se leyeron en un espectrofotómetro (GENESYS 10-VIS) en celdas 

de cuarzo a 340 nm 

• Se determinó la concentración de acuerdo a la curva patrón de glicina  

La curva patrón de glicina se realizó con una solución de concentración 3 mM con 1% de 

SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) y se realizaron diferentes diluciones: 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 

y 0.25 mg/mL. 

5.5.2 Separación de péptidos por electroforesis en gel de poliacrilamida (Tris-
Tricina-SDS-PAGE)  

Para observar el perfil de péptidos de las muestras se realizó la separación por 
electroforesis en gel de poliacrilamida (Tris-Tricina-SDS-PAGE). 

Para la preparación del gel de separación se colocaron en un matraz Kitazato 4 mL de 

solución base de acrilamida al 30% (relación acrilamida:bisacrilamida19:1), 4 mL de 

buffer a un pH de 8.45 y 160 µL de SDS al 10%. Esta solución se desgasificó durante 15 

min con agitación y a vacío, finalizado este proceso se agregaron 35 µL de persulfato de 

amonio y 5 µL de tetrametiletilendiamina (TEMED). Se vertió la mezcla de manera 

inmediata hasta llenar ¾ partes de la altura total de los cristales y el resto de lleno con 

agua desionizada para asentar los geles durante el proceso de polimerización y la 

solución se dejó polimerizar durante una noche en refrigeración y con los cristales bien 

sellados. 

Polimerizado el gel de separación, se preparó el gel de concentración. Para ello se 
adicionaron 0.8 mL de solución base de acrilamida al 30%, 5.2 mL de buffer con un pH 

6.8 y 160 µL de SDS al 10%. La solución se desgasificó en las mismas condiciones que 

el gel de separación. Se adicionaron 35 µL de persulfato de amonio y 5 µL de TEMED. 

La solución se vacío inmediatamente sobre el gel de separación. Se colocaron los peines 

para formar los carriles y se dejó polimerizar durante 2 horas. 
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Para la preparación de muestras, se tomaron 40 µL de las muestras centrifugadas y se 

colocaron en tubos Eppendorf, a cada uno de ellos se le agregaron 20 µL de buffer 

colorante y 3 µL de β-mercaptoetanol. Los tubos se llevaron a incubar a 40°C por 30 min. 

El estándar se preparó de acuerdo a la metodología propuesta por el proveedor 

(BIORAD®). En un tubo Eppendorf se colocaron 4 µL de estándar amplio espectro de 

BIO-RAD®, 20 µL de buffer pH 6.8, 20 µL de buffer colorante y 3 µL de β-mercapto-etanol. 

El estándar se incubó a 40°C por 30 min. Una vez polimerizados ambos geles se instaló 

el equipo de electroforesis (mini-PROTEAN II Tetra System) en baño de hielo para 

realizar la separación. 

En cada carril de los geles se inyectaron 15 µL de las muestras preparadas previamente. 

Se lleno la cámara del equipo de electroforesis con buffer de corrida a un pH de 8.3. Las 

muestras se corrieron a 30 V durante aproximadamente 60 minutos y 95 V hasta que el 

frente de migración de las bandas llegó casi al final del gel de separación. Una vez 

concluida la separación, se fijaron los péptidos con una solución de ácido acético al 7.5% 

(%v/v) durante una hora con agitación suave. Los geles se sumergieron en una solución 

de teñido con azul de Coomassie durante una hora y media para después desteñir el gel 

con una solución de ácido acético-metanol. Los geles se analizaron con el programa 

GelDoc (BioRad®). 

 5.5.3 Separación de fracciones peptídicas por HPLC a través de exclusión de 
tamaño. 

Para esta parte del estudio se analizaron las mismas muestras utilizadas en la separación 

de péptidos por electroforesis. La finalidad del análisis fue observar los cambios de 

concentración de las fracciones peptídicas durante la fermentación. 

Para la separación de péptidos por cromatografía (SEC-HPLC) se utilizó una columna de 

exclusión de tamaño (SEPAX-SEC-150, tamaño de partícula 5 μm, tamaño de poro 150 

Å, 7.8 x 300 mm). Se utilizó como fase móvil buffer de fosfatos de pH 6.8. Se inyectaron 

20 μL de la muestra, centrifugada de la leche fermentada al HPLC. El análisis se realizó 

a temperatura ambiente bajo las siguientes condiciones: flujo de 0.25 mL/min, durante 60 
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minutos, en un flujo isocrático. Los resultados fueron comparados con los puntos de 

referencia obtenidos de péptidos estándar de peso molecular conocido de la Tabla 3. 

Tabla 3. Pesos moleculares de las proteínas utilizadas como estándar 

Proteína Peso Molecular  
(kDa) 

Tiempo de retención 
(min) 

Seroalbúmina bovina 66.34 13.94 

Ovoalbúmina 45.00 14.83 

Lactoglobulina 18.40 16.39 

Bacitricina A 1.42 38.92 

 

5.6 Determinación de la capacidad antihipertensiva por medio del análisis de la 
inhibición de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) 

La determinación de la actividad antihipertensiva por inhibición de la enzima convertidora 
de angiotensina (ACE-I), se evaluó espectrofotométricamente según Cushman et al. 

(1977) con algunas modificaciones. El sustrato, hippuril-histidil-leucina (HHL; Sigma-

Aldrich, San Louis, EE. UU.), se disolvió en tampón de borato de sodio (0,1 M, pH 8,3 

con cloruro de sodio 0,3 M) a una concentración de sustrato 5 mM. Posteriormente, se 

adicionaron 20 µL de ECA (EC 3.4.15.1.5, 0.1U/mL; Sigma-Aldrich) a 200 µL de sustrato 

y 80 µL de muestra (AbsM). La reacción se llevó a cabo durante 80 min a 37 °C. 

Posteriormente, se adicionaron 250 µL de HCl 0.1 N. Todo el volumen de reacción fue 

llevado a tubos de ensaye donde se adicionaron 1.7 mL de acetato de etilo. Se tomaron 

800 µL de la fase orgánica y se evaporó a 80 °C. Se adicionaron 500 µL de agua, 300 µL 

de piridina y 150 µL de Bencensulfonil. Finalmente, se agitó por inversion y se midió la 

absorbancia a 410 nm en un espectrómetro Power Wave XS UV-Biotek (software KC 

Junior, Kansas, MO, EE. UU.). El mismo tratamiento se realizó para una muestra del 

control (Abs100) preparado con 80 µL de tampón borato en lugar de muestra. La actividad 

inhibidora de la ECA se determinó utilizando la siguiente fórmula de acuerdo a la 

absorbancia de cada medición: 

% de inhibición de la ECA = [(Abs100−AbsM)/ (Abs100)] × 100 
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6. Resultados y discusiones 

6.1 Análisis del aguamiel y del jarabe de aguamiel 

La figura 5 muestra el cromatograma obtenido durante la determinación de carbohidratos 
presentes en el aguamiel y en el jarabe elaborado de ese aguamiel. La identificación de 

estos compuestos se realizó comparando los tiempos de retención obtenidos con los 

tiempos de un estándar de carbohidratos. 

 
Fig. 5. Separación de carbohidratos por HPLC en el aguamiel y jarabe de aguamiel. (A-D)* oligosacáridos; 

(E) Trisacáridos; (F) disacáridos; (G) Monosacáridos.  

*El número de carbonos de oligosacáridos (A-D) no fue especificado 

En ambos productos se observan picos completamente coincidentes con mayor 

concentración de cada uno de ellos en el jarabe. Se observa una concentración mayor 

de disacáridos (F) y de monosacáridos (G). A partir de cadenas de tres carbonos (E) la 

concentración disminuye. Pero dentro de los oligosacáridos (A-D), el de mayor peso 

molecular (A) y por lo tanto cadenas más larga, presentó la mayor concentración entre 

ellos. La Tabla 4 muestra las concentraciones y tiempo de retención de cada una de las 

fracciones separadas durante el estudio de HPLC. 

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Willems & Low (2012) quienes 

encontraron que la fructosa y la glucosa fueron los carbohidratos principales presentes 

en 19 muestras de aguamiel provenientes de 3 de las regiones productoras de aguamiel 

más importantes del país (Nayarit, Jalisco y Michoacán). 
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Tabla 4. Concentración de los diferentes carbohidratos separados por HPLC de aguamiel y de jarabe de 

aguamiel.  

  Aguamiel Jarabe de Aguamiel 

Fracción Compuesto 

 

Tiempo de 
retención 

(min) 

Concentración 
(mg/mL) 

Tiempo de 
retención 

(min) 

Concentración 
(mg/g) 

A Oligosacárido 3.42 7.45 3.36 53.01 

B Oligosacárido 5.28 0.13 5.31 1.07 

C Oligosacárido 5.89 0.14 5.96 1.11 

D Oligosacárido 6.71 0.19 6.76 1.40 

E Trisacárido 7.69 1.41 7.74 9.08 

F Disacárido 8.9 52.16 8.96 345.74 

G Monosacárido 10.93 23.76 10.98 168.05 

 

Por otro lado, Rodríguez et al. (2007) mencionan que el aguamiel contiene una cantidad 

considerable de polisacáridos de más de dos unidades por lo que puede ser considerado 

como un prebiótico potencial. Estos autores demostraron el efecto del aguamiel como 

agente prebiótico termoprotector en B. bifidum, secadas por aspersión y durante 

almacenamiento refrigerado. 

Los fructanos de agave son parte de los componentes principales que se forman durante 

la fotosíntesis. Estos compuestos son almacenados y usados después por las plantas 

como fuente de energía. Al mismo tiempo funcionan como osmoprotectores durante las 

temporadas de frío (Moreno-Vilet et al., 2010). Sin embargo, estos fructanos han cobrado 

gran interés debido a sus posibles aplicaciones en la industria como ingrediente funcional 

(Villarreal-Morales et al., 2019; Guzmán-Pedraza et al., 2018; de la Rosa et al., 2019).  

En el caso del jarabe de aguamiel, estos compuestos se mantienen durante el 

procesamiento térmico favoreciendo, en el mejor de los casos, el incremento de todos los 

compuestos con respecto al nivel de concentración derivado del proceso el cual fue de 7 

a 8 veces. En el jarabe de aguamiel con 70-75ºBx, se han reportado del 20-58% de 
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sacarosa, 5-23% de fructosa, 4 -18% de glucosa y de 4 a 10% de oligosacáridos (García-

Aguirre, et al., 2009). 

6.2. Cinética de fermentación 

En la Tabla 5 se observan los cambios de cuenta viable, pH y acidez durante el proceso 

de fermentación. Los resultados mostraron un incremento gradual en la concentración 

del probiótico alcanzando un máximo de concentración en inulina de 9.30 log UFC/ mL a 

las 42 horas mientras que en jarabe de aguamiel se alcanzaron 9.45 log de UFC/ mL a 

las 18 horas. Esto podría indicar que hubo una mayor actividad en la leche enriquecida 

con aguamiel, sin embargo, en ninguno de los dos sistemas se observó una clara 

diferencia entre ellos.  

Tanto la adaptación como la velocidad de crecimiento en un sistema de fermentación 

pueden estar relacionadas con la facilidad en la obtención de la fuente de carbono por L. 

rhamnosus GG. Generalmente la glucosa y demás carbohidratos monoméricos, son 

aprovechados antes que los oligoméricos (Díaz et al., 2012), esto se debe a que, al ser 

unidades sencillas, no es necesaria su hidrólisis. Es decir, tanto el grado de 

polimerización o el número de unidades repetitivas en un carbohidrato como la estructura 

química, son factores determinantes en el desarrollo de cualquier probiótico (Stewart et 

al., 2008).  

El jarabe de aguamiel utilizado en este estudio mostró aparentemente, mayor capacidad 

de promover el crecimiento de L. rhamnosus GG en comparación con la inulina, debido 

a su composición en monosacáridos, disacáridos y oligosacáridos (Moreno-Vilet et al., 

2019). Se ha observado en estudios de comparación que al usar inulina el proceso de 

fermentación es más tardado debido a la ausencia de monosacáridos y a la alta 

concentración de cadenas complejas de carbohidratos, a pesar de que esta materia prima 

a la larga tiene una mayor contención de microorganismos probióticos en comparación a 

otras fuentes prebióticas como el almidón modificado (Hughes et al., 2022).  

Algunos estudios en los que se ha usado aguamiel como fuente de carbono para el 

desarrollo de BAL en diferentes productos lácteos, han demostrado su capacidad para 

mantener la viabilidad de estas a pesar de la concentración tan alta de sacarosa (Jaimez-
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Ordaz et al., 2019; Ramírez-Godínez et al., 2021). Actualmente el uso de jarabe de 

aguamiel en alimentos probióticos no es una práctica común por lo que no existen 

reportes al respecto. 

 

Tabla 5. Sobrevivencia de L. rhamnosus GG durante la fermentación de leche enriquecida con inulina y 

aguamiel monitoreando el comportamiento de pH y acidez.  

 
Tiempo 

(h) 
Cuenta viable  

(log UFC) 
pH  Acidez  

(mg/L) 
Inulina Jarabe 

de 
Aguamiel 

Inulina Jarabe 
de 

Aguamiel 

Inulina Jarabe 
de 

Aguamiel 
0 7.30±0.17 7.30±0.00 6.46±0.03 6.05±0.01 1.35±0.32 2.70±0.00 
3 7.83±0.09 8.40±0.14 5.68±0.02 5.22±0.02 1.44±0.00 2.77±0.10 
6 7.73±0.42 8.30±0.00 5.71±0.00 5.22±0.01 1.62±0.00 3.37±0.00 
9 8.30±0.00 8.53±0.17 5.63±0.01 5.20±0.00 1.62±0.00 3.67±0.21 
12 7.30±0.00 8.45±0.15 5.70±0.06 5.28±0.02 3.90±0.46 3.15±0.18 
15 8.30±0.00 8.40±0.14 5.57±0.05 5.23±0.02 4.12±0.38 4.12±0.10 
18 8.10±0.08 9.45±0.15 5.47±0.04 5.21±0.01 3.90±0.00 3.82±0.00 
21 7.77±0.17 9.30±0.00 5.10±0.02 5.10±0.00 3.20±0.00 4.27±0.00 
24 8.13±0.19 10.1±0.08 5.34±0.02 5.16±0.00 3.70±0.00 3.82±0.00 
27 8.73±0.19 9.30±0.00 5.17±0.01 4.98±0.01 4.10±0.00 4.50±0.00 
30 8.70±0.28 9.13±0.12 5.08±0.01 4.88±0.00 4.50±0.00 4.95±0.00 
33 8.40±0.14 9.30±0.00 4.92±0.02 4.81±0.00 4.50±0.00 4.50±0.00 
36 8.60±0.00 8.30±0.00 5.19±0.06 5.01±0.00 5.20±0.00 4.72±0.00 
39 8.60±0.00 8.30±0.00 5.22±0.03 4.93±0.00 5.20±0.00 4.95±0.00 
42 9.30±0.00 8.00±0.24 5.09±0.04 4.86±0.00 5.20±0.00 5.17±0.00 
45 8.23±0.09 8.23±0.05 5.13±0.04 4.80±0.01 5.40±0.00 5.40±0.00 
48 9.30±0.31 8.45±0.15 4.98±0.04 4.66±0.00 5.70±0.00 6.75±0.00 

 

Por otro lado, el descenso del pH es un indicador de la actividad metabólica (fermentación 

de azúcares) de los microorganismos. La evolución del pH durante la fermentación por 

L. rhamnosus GG en el sistema con jarabe de aguamiel alcanzó un valor final de 4.66±0.0 

a las 48 horas de fermentación, mientras que en el sistema con inulina en este tiempo el 

valor de pH fue de 4.98±0.04. Las diferencias entre los dos sistemas no solo fueron al 

final de la fermentación. Durante todo el proceso el pH del sistema con aguamiel se 

mantuvo por debajo del enriquecido con inulina. Esto pudo deberse a que el pH inicial fue 
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diferente entre los dos sistemas (Tabla 5). Sin embargo, se espera que en sistemas de 

fermentación de este tipo el pH de 4.5 sea alcanzado al menos durante el tiempo de 

fermentación que se tomó en este estudio (Jaimez-Ordaz et al., 2019, Ramírez Godínez 

et al., 2021).  

Los cambios en pH son debidos a la acidificación del medio principalmente. Aunque otros 

factores podrían afectar este valor. Sin embargo, se observa en los resultados de la tabla 

4 que este descenso de pH está relacionado con la acidez de las leches fermentadas en 

estudio debido a la producción de ácido láctico por L. rhamnosus GG. Estos valores se 

encuentran correlacionados directamente. Esto es debido a la disponibilidad de 

carbohidratos fermentables y a la estructura química de ellos, ya que el metabolismo 

fermentativo es más rápido entre menor sea el grado de polimerización del carbohidrato 

(Díaz et al., 2012). 

En un estudio realizado por de Souza-Pereira et al. (2015) sobre el crecimiento de L. 

rhamnosus en leche descremada con inulina el pH del medio tuvo un descenso más lento 

comparado con otros microorganismos, pero fue más rápido que en leches sin 

enriquecimiento. Estas fermentaciones se caracterizaron principalmente por un mayor 

crecimiento de Streptococcus thermophilus en comparación con L. rhamnosus. Así 

mismo, este tipo de fermentaciones se caracteriza por un consumo parcial de lactosa, 

formación de ácido láctico como principal producto metabólico y de ácido acético y etanol 

como coproductos típicos de la fermentación heteroláctica de azúcares. De igual manera, 

la liberación de galactosa como resultado de su lento metabolismo y la acumulación de 

diacetilo y acetoína en el medio a niveles muy bajos son propiedades de las 

fermentaciones de este tipo. Todos estos compuestos influyen directamente en la medida 

del pH.  

Un estudio ha revelado que la inulina es un ingrediente que podría ser usado en la 
fermentación de leche para la obtención de algunos metabolitos de interés bioactivo. Sin 

embargo, al comparar con otras fuentes prebióticas como glucanos derivados de avena 

tienen el mismo efecto tanto de sostenimiento en la viabilidad de L. rhamnosus GG como 

en la velocidad de producción de ácido láctico (Chávez de la Vega et al., 2021).  
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Por otro lado, el aguamiel ya había sido usado como ingrediente adicionado a leche para 

su fermentación. Jaimez-Ordaz et al. (2019), demostraron que el uso de aguamiel 

provoca un descenso más rápido del pH que fermentaciones de leche adicionadas con 

inulina, pudiendo deberse a la mayor cantidad de fructooligosacáridos del aguamiel que 

utilizaron.  

6.3 Perfil proteolítico 

6.3.1 Determinación de grupos amino libres 

Debido al comportamiento de la curva de crecimiento de cada fermentación, la 

concentración de grupos amino se determinó en las muestras de cada 6 horas y hasta el 

tiempo donde se observó la fase estacionaria (Tabla 6). La concentración inicial de grupos 

amino libres en la fermentación realizada con inulina fue de 0.106±0.01mg/L, alcanzando 

un valor final de 0.437±0.00 mg/L a las 36 horas de fermentación. Este fue el valor más 

alto obtenido en este sistema.  

En el caso del sistema con jarabe de aguamiel, la concentración de grupos amino libres 

aumentó gradualmente durante toda la fermentación alcanzando un valor máximo de 

0.509±0.00 mg/L al final. Al comparar los resultados obtenidos se observó que la 

concentración de grupos amino libres fue mayor en el sistema con jarabe de aguamiel lo 

cual probablemente es debido a que al inicio de la fermentación este valor fue mayor que 

en el sistema con inulina. Al inicio de la fermentación se observa una concentración de 

grupos amino libres en el sistema con jarabe de aguamiel (0.312±0.01 mg/L). Esto podría 

deberse a que inicialmente en el jarabe de aguamiel se encuentran aminoácidos libres 

provenientes del aguamiel de origen (Castañeda-Ovando et al., 2023). Además, 

comparando la concentración inicial y final de cada sistema, se logra observar que en el 

sistema control (inulina) se tuvo un incremento neto de 0.331 mg/L de grupos amino 

libres, mientras que en el de estudio (jarabe de aguamiel) fue de 0.197 mg/L. Esto da 

cuenta que la mayor liberación concreta de grupos amino libres se dio en el sistema con 

inulina. 
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Tabla 6. Concentración de grupos amino libres durante la fermentación de leche enriquecida con inulina y 
con jarabe de aguamiel 

Tiempo Grupos amino libres 
(mg/L) 

Inulina Jarabe de 
Aguamiel 

0 0.106±0.01 0.312±0.01 
6 0.130±0.02 0.336±0.00 
12 0.182±0.00 0.362±0.01 
18 0.190±0.00 0.388±0.00 
24 0.203±0.00 0.405±0.01 
30 0.395±0.00 0.453±0.00 
36 0.437±0.00 0.509±0.00 

 

Probablemente estos resultados se deben a que las BAL requieren de aminoácidos para 

su crecimiento, es por esto como la hidrólisis de proteínas es un marcador del 

metabolismo microbiano. Adicionalmente, la presencia de aminoácidos libres en el jarabe 

de aguamiel podría favorecer el desarrollo del microorganismo sin la necesidad de 

realizar cortes específicos en las cadenas polipeptídicas de las proteínas lácteas.  

El sistema proteolítico es dependiente de la capacidad que tiene el microorganismo de 

adaptarse al medio y de la concentración de aminoácidos esenciales para su crecimiento, 

en el medio (Sebastián-Nicolás et al., 2021). En el caso específico de L. rhamnosus GG, 

se ha reportado actividad de dipeptidasas y aminopeptidasas, las cuales actúan como 

liberadoras de aminoácidos derivados del carbono terminal de la secuencia de proteínas 

(Toldrá et al., 2018). Así mismo, las amino peptidasas de L. rhamnosus GG son reguladas 

a través de sistemas de operones. Estos sistemas se activan de acuerdo con la presencia 

de ciertos aminoácidos en el medio. Esto provoca que la expresión de estas enzimas sea 

dependiente de aminoácidos que actúan como promotores del sistema (Laakso et al., 

2011). 

Se sabe que la concentración de grupos amino libres sigue un patrón de aumento una 

vez que la fermentación ha iniciado. Es como se ha observado que durante las primeras 

horas de fermentación de suero de leche con L. rhamnosus GG, hay un decremento en 

la concentración de grupos amino libres seguida de un incremento hasta el final de la 



 37 
 

fermentación (Olvera-Rosales et al., 2023). Así mismo, el enriquecimiento de leche con 

aguamiel permite que la fermentación se lleve a cabo de manera más rápida y con 

liberación constante de grupos amino libres, pero con un patrón de aumento de 

concentración (Ramírez-Godínez et al., 2021). 

6.3.2 Separación de fracciones peptídicas por Tris-Tricina-SDS-PAGE 

Las muestras analizadas son las mismas que se analizaron durante la prueba de TNBS. 

La proteólisis en productos lácteos se da principalmente en caseínas es por ello que se 

define como los cambios en α’s-, β-, κ-caseínas y péptidos derivados de caseínas, los 

cuales pueden ser detectados por SDS-PAGE (Pavia et al, 2000).  

En la Fig. 6, se presentan las imágenes de los geles de electroforesis de las muestras de 

leche fermentada con Lactobacillus rhamnosus GG y enriquecida con inulina (A) y con 

jarabe de aguamiel (B). En esta figura se puede observar la formación de péptidos de 

bajo peso molecular en ambas fermentaciones. Sin embargo, en la fermentación con 

aguamiel se observan fracciones menores a 14.4 kDa, que corresponde al peso 

molecular de la proteína más pequeña en la leche que es la α-lactoalbúmina, a pesar del 

defecto que se observa en el gel (corrida desfasada). Adicionalmente, se logra observar 

una disminución en la concentración tanto de caseínas como de proteínas de suero.  

 

 

Fig. 6. Separación de péptidos por SDS-PAGE de leche enriquecida con (A) inulina y (B) jarabe de 

aguamiel. Usando un estándar (E) de péptidos con pesos moleculares de 200 a 6.6 kDa. Las líneas 

subsecuentes marcan las horas correspondientes a cada muestra analizada 
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Las fracciones de peso molecular menor a 6.6 kDa son de gran interés ya que es en esos 

pesos moleculares donde se ha observado capacidad bioactiva sobre todo 

antihipertensiva (Olvera-Rosales et al., 2022; Meisel, 2005). Entre estas bandas, algunas 

pueden corresponder péptidos de alto peso molecular que fueron degradadas a 

pequeños péptidos y aminoácidos por la acción de las proteasas y peptidasas (Sebastián-

Nicolas et al., 2021). Estas bandas se presentaron desde las primeras horas de 

fermentación y se conservaron en horas subsecuentes sobre todo en la leche enriquecida 

con jarabe de aguamiel.  

Estos resultados han demostrado que la acumulación de péptidos de bajo peso molecular 

está relacionada con el tiempo de fermentación y que la activación proteolítica podría 

estar estimulada por la presencia de una fuente con potencial prebiótico tal como el 

aguamiel (Ramírez-Godínez et al., 2021). Los resultados obtenidos son comparables con 

estudios similares reportados por Jaimez-Ordaz et al. (2019); Ramírez-Godínez et al. 

(2021) y por un estudio de Chávez de la Vega et al. (2021) quienes evaluaron la 

capacidad proteolítica de L. rhamnosus de leche enriquecida con prebióticos. En este 

último caso se evaluó la presencia de β-glucano de avena. Los autores concluyeron al 

realizar la optimización, que la presencia de esta fuente de carbono permitía tanto una 

mayor viabilidad de L. rhamnosus GG como una mayor capacidad proteolítica.  

6.3.3 Separación de péptidos por HPLC por exclusión molecular 

Los resultados obtenidos de la separación de péptidos por HPLC fueron comparados con 

los tiempos de retención de la curva patrón construida para este propósito y que se 

visualiza en Tabla 3. Los cromatogramas de las figuras 7 y 8 demuestran la separación 

de fracciones menores a 14.4 kDa. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos 

a través del estudio de SDS-PAGE. Como se puede observar se encontraron fracciones 

menores a 6.5 kDa en ambos sistemas.  
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Fig. 7. Cromatograma (HPLC) de la separación de péptidos de proteínas de leche enriquecida con inulina 

por exclusión de tamaño.  

 

Fig. 8. Cromatograma (HPLC) de la separación de péptidos de proteínas de leche enriquecida con jarabe 

de aguamiel por exclusión de tamaño.  
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Sin embargo, fue en el sistema enriquecido con jarabe de aguamiel que se lograron 

encontrar fracciones menores a 1.42 kDa. Adicionalmente en este sistema es que se 

observó una disminución muy importante de la concentración de las proteínas de alto 

peso molecular como las caseínas y lactoalbúmina. A pesar de que la separación de las 

fracciones no se encuentra bien resuelta, si se observa una acumulación al final de la 

corrida. Esto quiere decir que se encuentran acumulados péptidos de diferentes pesos 

moleculares y la diversidad de ellos podría estar relacionada a la acumulación 

encontrada.  

Este comportamiento no se observó en la leche con inulina ya que el perfil de proteínas 

separadas entre los tiempos entre 10 y 20 min fue constante mientras se desarrollaba la 

corrida cromatográfica, exceptuando la gráfica de las 6 horas, en la cual se observan 

cambios no correspondientes a lo observado para los otros tiempos. Esto podría deberse 

a una mala concentración inyectada en el HPLC, ya que no corresponde tampoco a los 

análisis de grupos amino libres y de electroforesis.  

Las áreas de cada pico observado no tuvieron variaciones considerables como en el caso 

de las leches con jarabe de aguamiel. Sin embargo, si se observó una acumulación de 

una fracción de un peso aproximado a los 10 kDa. Esto supone una degradación de 

proteínas de peso molecular alto para derivar en péptidos de peso molecular intermedio. 

A pesar de la capacidad metabólica relacionada a la degradación de proteínas, con no 

se observaron péptidos relacionados a bajo peso molecular (menores a 6.5 kDa). Esto 

además de deberse a la baja producción de este tipo de péptidos, se debe a la baja 

liberación de fracciones derivadas del fraccionamiento de péptidos de peso molecular 

intermedio. Los resultados demostraron un metabolismo activado y mejorado en el caso 

de la leche enriquecida con jarabe de aguamiel 

Una proteólisis mejorada se atribuye a la activación de la proteólisis (Gobbetti et al., 
2004). En el caso de BAL, la proteólisis es debida a un sistema enzimático proteolítico 

exhaustivo, debido a sus complejos requerimientos de aminoácidos (Bergamini et al., 

2006). De acuerdo a Gasson & de Vos (1994), el sistema proteolítico comienza con la 

acción de las proteasas asociadas a la pared celular de las BAL, que utilizan a las 
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proteínas como sustrato rompiéndolas en sitios específicos (prolina). En este corte se 

generará el primer peldaño de una serie de hidrólisis enzimáticas.  

Se ha observado que las BAL utilizan las caseínas, principalmente (80% de preferencia) 

sobre las proteínas del suero para generar los cortes primarios (González-Olivares et al., 

2011). Después de este corte se generan péptidos de alto peso molecular y de peso 

molecular intermedio, que posteriormente por acción de peptidasas serán hidrolizados en 

péptidos de bajo peso molecular, los cuales serán introducidos a la célula y en el interior 

se hidrolizarán nuevamente para excretar las secuencias peptídicas que no utiliza el 

microorganismo. Es por este mecanismo de cascada que se genera la acumulación de 

algunos péptidos, tanto de peso molecular intermedio como de bajo peso molecular, 

dependiendo de las necesidades nutricionales de cada BAL. 

Cuando los péptidos son generados a partir de caseínas, estos son nuevamente 

susceptibles al corte debido a la especificidad de las enzimas del sistema proteolítico. En 

estudios realizados con la obtención de aminoácidos y péptidos a través del rompimiento 

de caseínas y proteínas del suero de leche, se ha comprobado que el transporte de 

péptidos y de oligopéptidos (cadenas de aminoácidos no mayores a 12 unidades), solo 

se lleva a cabo cuando el péptido cumple con la especificidad de las peptidasas 

intracelulares, es por ello que los péptidos de bajo peso molecular acumulados en un 

medio de fermentación siempre son debidos a péptidos que no han sido transportados al 

interior de la célula (Akpemado & Bracquart, 1983). 

La liberación de fracciones peptídicas de bajo peso molecular es algo que se ha estudiado 

ampliamente en sistemas de fermentación de leche (Olvera-Rosales et al., 2022; Chávez 

de la Vega et al., 2021; Rodríguez y Chávez, 2018; Korhonen y Pihlanto, 2006; Fitzgerald 

et al., 2004). Sin embargo, son pocos los estudios que han estudiado la liberación de 

estas fracciones cuando los sistemas son enriquecidos con aguamiel o jarabe de 

aguamiel. Jaimez-Ordaz et al. (2019) determinaron que la presencia de aguamiel en una 

leche fermentada, además de mejorar la sobrevivencia de un probiótico, activaba la 

liberación de péptidos de peso molecular más pequeño que los encontrados en una leche 

enriquecida con inulina. Más recientemente, Ramírez-Godínez et al. (2021) reportaron la 

presencia de péptidos menores a 1.6 kDa liberados después de la maduración de un 
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queso adicionado con aguamiel. Estos estudios demuestran la importancia de la 

presencia de prebióticos no convencionales en la elaboración de productos simbióticos 

para elevar la concentración de fracciones peptídicas de menor peso molecular.  

6.4 Determinación de la capacidad antihipertensiva 

Los resultados obtenidos de la inhibición de ECA por fracciones derivadas de la hidrólisis 

de proteínas de leche por L. rhmanosus GG en sistemas enriquecidos con inulina y jarabe 

de aguamiel, se encuentran en la Tabla 7. Las muestras testadas fueron las obtenidas al 

inicio, medio y fin de la zona logarítmica de crecimiento de cada fermentación (0, 18 y 36 

horas). Debido al incremento de la concentración de grupos amino libres, a la presencia 

de péptidos de bajo peso molecular y a la acumulación de fracciones de peso molecular 

similar en la separación por HPLC, se realizó el análisis en las muestras de las horas 

especificadas. 

 

Tabla 7. Porcentaje de inhibición de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) por fracciones de 
péptidos derivadas de la hidrólisis de proteínas de leche obtenidas por fermentación con L. rhamnosus GG 

en sistemas enriquecidos con inulina y jarabe de aguamiel. 

 

Tiempo 

(h) 

Inhibición de ECA (%) 

Inulina Jarabe de aguamiel 

Inicio (0 horas) 20.4 ± 0.05 ND* 

Medio (18 horas) ND* ND* 

Fin (36 horas) ND* 41.6 ± 0.03 
*ND: no detectable 

 

Los resultados demuestran que, al inicio de la fermentación con inulina, hubo una 

inhibición cercana al 20 %, la cual se perdió durante el proceso de fermentación. Al final 

la inhibición fue nula. En el caso de la fermentación con jarabe de aguamiel el ejercicio 

fue contrario. Al inicio y a la mitad de la fermentación, la inhibición fue nula y al final se 
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encontró una inhibición del 41.6 %. Los resultados fueron los esperados debido a la 

liberación de fracciones de menor peso molecular durante la fermentación con jarabe de 

aguamiel ya que los péptidos antihipertensivos están relacionados con este tipo de 

cadenas aminoacídicas (Cushman et al., 1977).  

Adicionalmente se ha estudiado que en la estructura de los péptidos antihipertensivos 

hay implicados aminoácidos aromáticos (Sebastián-Nicolas et al., 2021). Se sabe que al 

inicio de la fermentación Lactobacillus rhamnosus GG requiere aminoácidos aromáticos 

(Phe, Trp) esenciales para su crecimiento (Sun et al., 2019). Sin embargo, 

aparentemente, estas necesidades impiden la acumulación de péptidos con residuos de 

aminoácidos aromáticos, lo cual puede ocasionar una disminución de la inhibición de 

ECA. Pero investigaciones han dado cuenta de un incremento en la inhibición de ECA 

durante la fermentación de leche con L. rhamnsosus al final del proceso (Begunova et al., 

2020).  

El uso de microorganismos probióticos para la liberación de secuencias peptídicas con 

capacidad antihipertensiva se ha estudiado, pero el uso de L. rhamnosus está limitado 

por el tiempo de fermentación, el cual suele ser más largo que en otras cepas. Sin 

embargo, este tipo de estudios como el presentado en este trabajo, podrían ayudar a 

determinar la importancia de colocar este microorganismo como cultivo iniciadores de 

productos lácteos fermentados y en presencia de jarabe de aguamiel o algún otro 

componente prebiótico. Así mismo, en esta investigación se han presentado los 

resultados del potencial prebiótico del jarabe de aguamiel los cuales representan el 

primer reporte hecho para este tipo de productos combinado de manera simbiótica en 

una matriz láctea con un probiótico como L. rhamnosus GG. 

  



Conclusiones 
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7. CONCLUSIONES 

Con los resultados obtenidos en este trabajo de investigación se concluye lo siguiente: 

• El efecto prebiótico del aguamiel durante el proceso de elaboración de la leche 

fermentada es comparable al efecto que ejerce un prebiótico convencional como 

la inulina.  

• El enriquecimiento de leche fermentada con jarabe de aguamiel permite obtener 

mayor inhibición de enzima convertidora de angiotensina y por lo tanto mayor 

capacidad antihipertensiva que cuando se enriquece con inulina.  

• A pesar de que el probiótico estudiado tiene una mayor actividad metabólica en 

presencia de inulina, la producción de péptidos de bajo peso molecular se 

incrementa con la presencia de jarabe de aguamiel.  

• Aunque la hidrólisis de proteínas es mayor con la presencia de inulina, la actividad 

antihipertensiva parece estar más relacionada a la producción de péptidos de bajo 

peso molecular producidos con la presencia de jarabe de aguamiel. 

• El jarabe de aguamiel podría ser un ingrediente de elección para la elaboración de 

productos lácteos simbióticos, toda vez que los estudios más recientes han 

demostrado que los resultados obtenidos en esta investigación son coincidentes 

con aquellos que demuestran su capacidad prebiótica.  

• La elaboración de alimentos funcionales simbióticos podría adaptar el uso de 

materiales naturales como el jarabe de aguamiel, para dar uso a un producto 

desvalorizado en nuestros días y dar un valor agregado a este.  

• Es necesario realizar estudios más profundos para determinar la posible activación 

de ciertos reguladores metabólicos implicados en la expresión de enzimas 

proteolíticas de Lacticaseibacillus rhamnosus GG. 
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