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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos que fomentan la conservacion por el
proceso de acidificacion, extraccion de compuestos bioactivos y sintesis de compuestos
antimicrobianos, mediante la fermentacion de los alimentos como la zarzamora. Este fruto es
originario de América, es consumido en fresco y procesado para la obtencidn de jugos, colorantes,
entre otros. Su composicién nutrimental varia al estado de madurez, su contenido en antioxidantes
es considerable por lo tanto ha generado importancia en la industria alimentaria y la salud, sin
embargo, los métodos comunes de conservacién eliminan o reducen compuestos bioactivos, siendo
el termoultrasonido un método de extraccion y una opcién eficaz para la inocuidad del producto.
El objetivo del presente estudio fue evaluar las propiedades microbiologicas, fisicoquimicas,
contenido y actividad antioxidante de una bebida probidtica de jugo de zarzamora fermentado con
BAL. Se verifico la pureza de las BAL mediante pruebas morfoldgicas, bioquimicas y fisioldgicas,
asi como una identificacién con la galeria de carbohidratos (API), ademas se obtuvieron 5 mezclas
diferentes de BAL con mutualismo. A las 24 h de incubacidn, las 5 mezclas llegaron a la unidad
minima terapéutica (UMT) (8.56 UFC Log/mL, en promedio). En las propiedades fisicoquimicas
durante ese tiempo, los valores de pH fueron de 3.30-3.59, el &cido lactico fue de entre 0.97- 1.46%
y de solidos solubles de 9.40- 11.07 °Brix. El porcentaje de estabilidad antes de iniciar la
fermentacion en promedio fue de 89.04, y al finalizar el proceso este pardmetro se vio disminuido
(74.72%, en promedio). El contenido en fenoles totales al final de la fermentacion en la M14
(233.76x1.25 mg EAG/100 mL) y C+ (255.86+3.91 mg EAG/100 mL) se vio aumentado (p<0.05)
con respecto al inicio (206.95+9.66 mg EAG/100 mL y 198.26+8.62 mg EAG/100 mL,
respectivamente), en antocianinas se observo una disminucion significativaen la M1, M11y M14.
Mientras que al comparar el inicio con el final de la fermentacidn de cada muestra en la actividad
antioxidante por ABTSe+ no hubo diferencias, en DPPHe+ la M6 aument6 (p<0.05) y la M11
disminuy0, en la M1 y C+ se vio disminuida la actividad por FRAP y finalmente en actividad
guelante las muestras M1, M6, M11 y M14 aumentaron significativamente. De acuerdo a las
propiedades analizadas en el presente trabajo el jugo de zarzamora fermentado con BAL podria

coadyuvar en enfermedades gastrointestinales o con estrés oxidativo.

Palabras clave: Zarzamora, bacterias acido lacticas, fermentacion, antioxidantes.



ABSTRACT

Lactic acid bacteria (BAL) are microorganisms that promote the preservation by the process of
acidification, extraction of bioactive and synthesis of antimicrobial compounds, by means of
fermentation of foods such as blackberry. This fruit is native of America and is consumed fresh, in
juices, dyes are obtained, among others. Its nutritional composition varies with the state of
maturity, its antioxidant content is considerable therefore has generated importance in the food
industry and health, however, common conservation methods eliminate or reduce bioactive
compounds, being thermoultrasound an extraction method and an effective option for product
safety. The objective of this study was to characterize the microbiological, physicochemical and
antioxidants properties of a thermoultrasonicated blackberry drink fermented with BAL from plant
sources. The purity of BAL by morphological, biochemical and physiological tests was verified,
as well as an identification with the carbohydrate gallery (API), in addition 5 different mixtures of
BAL with mutualism were obtained. At 24 hours of incubation the 5 mixtures reached the
minimum therapeutic unit (UMT) (8.56 CFU Log/mL, on average). In physico-chemical properties
during that time, the pH values were 3.30-3.59, lactic acid was between 0.97- 1.46% and soluble
solids of 9.40- 11.07 °Brix. The percentage of stability before starting the fermentation was on
average 89.04, and at the end of the process this parameter decreased (74.72%, on average). At the
end of the fermentation, the total phenolic increased (p<0.05) in M14 (233.76+1.25 mg AGE/100
mL) and C+ (255.86£3.91 mg AGE/100 mL) in relation to the start of fermentation (206.95+9.66
mg AGE/100 mL and 198.26+8.62 mg AGE/100 mL, respectively), in anthocyanins a significant
decrease in M1, M11 and M14 was observed. While when comparing the beginning with the end
of the fermentation of each sample, in antioxidant activity by ABTSe+ there were no differences,
in DPPHe the M6 increased (p<0.05) and M11 decreased, in M1 and C+ the activity by FRAP
decreased, finally in chelating activity the M1, M6, M11 and M14 samples increased significantly.
According to the properties analyzed in this study, fermented blackberry juice with BAL could

contribute to gastrointestinal diseases or oxidative stress.

Keywords: Blackberry, lactic acid bacteria, fermentation, antioxidants



| INTRODUCCION

Actualmente la industria alimentaria esta en la busqueda de alternativas sobre alimentos mas
saludables y completos nutricionalmente, que otorguen mayores propiedades benéficas a la salud

y que al mismo tiempo coadyuven en el tratamiento de enfermedades no transmisibles.

Otro aspecto que se considera al elaborar un producto es la practicidad y accesibilidad de consumo,
por lo cual, uno de los alimentos procesados de mayor adquisicion son las bebidas como los
refrescos, de los cuales México es el mayor consumidor a nivel mundial con 163 L por persona al
afio (1), sin embargo, son de los productos que mas dafio han ocasionado a la salud, aumentando
los casos de obesidad y sobrepeso entre la poblacién (2). Es por ello, que las bebidas son una buena

alternativa para llegar a la poblacion y mediante ellas promover la salud.

De los alimentos més utilizados por sus propiedades nutricionales que van més alla de su contenido
en macronutrientes, como los carbohidratos, proteinas y lipidos, son las frutas y verduras, que

destacan por sus compuestos bioactivos con alta actividad antioxidante (3).

Sin embargo, para poder tener una bebida con las mejores caracteristicas fisicoquimicas y
nutricionales de las frutas y verduras en su forma natural y ser presentadas al consumidor, es
necesario extender su vida de anaquel, ya que son perecederos y susceptibles a la fermentacion
espontanea, que sensorialmente afecta al alimento. Sin embargo, la fermentacion puede ser un
proceso controlado que utiliza cultivos iniciadores, como las bacterias acido lacticas (4). La
fermentacion lactica es la mas utilizada en frutas y verduras por su inocuidad, por su efecto
conservador, los beneficios sensoriales que brinda sobre su sabor y aroma, al mismo tiempo, se
busca que la fermentacion genere un valor agregado al producto final (5,6), que pueda intervenir

sobre la salud humana.

Existen muchos frutos con caracteristicas nutricionales importantes y que son pocos aprovechados
por su temporalidad de cosecha y caracteristicas perecederas, uno de ellos es la zarzamora, que por
su alto contenido en antioxidantes es un protector contra los radicales libres producidos en
enfermedades crdnicas no transmisibles, igualmente tiene propiedades antimicrobianas, por lo cual

podria ser utilizado para la formulacion de una bebida fermentada.

Lugo-Zavrate Liliana



Por lo anterior, en el presente proyecto se buscd elaborar una bebida de zarzamora
termoultrasonicada y fermentada con distintas combinaciones de bacterias acido lacticas (BAL),

mediante ensayos microbioldgicos, fisicoquimicos y antioxidantes.

Lugo-Zavrate Liliana



Il ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

2.1.1 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) se caracterizan por la produccién de &cido lactico como
producto final catabdlico a partir de la glucosa. Se agrupan en las bacterias Gram positivas que
incluyen un bajo contenido de guanina + citosina (7), se dividen en homofermentativas y
heterofermentativas, ambas productoras de acido lactico, ademas las segundas producen alcohol y
otros metabolitos (8). Estas bacterias evitan el deterioro de alimentos y el crecimiento de patdgenos
debido a su capacidad de fermentacion mediante la produccion de los metabolitos antes
mencionados, esto en alimentos como verduras, frutas, productos lacteos, entre otros (9).

Las BAL crecen en habitats con un rico suministro de alimento (9) siendo capaces de producir
metabolitos con actividad antioxidante (4). La actividad metabdlica de las BAL esta relacionada
con la produccion de sustancias benéficas como antibidticos, anticancerigenos (10,11),
antimicrobianos (12), acidos organicos, exopolisacaridos, entre otros (9). Forman parte de la
microbiota saludable del ser humano, y algunas se emplean como probiéticos que administrados
en cantidades adecuadas, tiene un beneficio en la salud del huésped (13). Se ha reportado que la
unidad minima terapéutica (UMT) de BAL probidticas es de 7 - 9 UFC Logl0/mL (14), con
resultados positivos en afecciones que van desde diarrea, colitis por Clostridium, infecciones por
Helicobacter pylori, cancer, entre otras (15). Por lo que los probidticos son importantes en la

prevencion y tratamiento de enfermedades.

2.1.1.1 Probidticos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define a los probi6ticos como microorganismos
vivos que administrados en cantidades adecuadas tienen un efecto benéfico sobre la salud del
huésped (16).

Los probidticos tienen mecanismos que son identificados frecuentemente en investigaciones, como
la resistencia a la colonizacion, la produccion de acidos grasos de cadena corta y acidificacion del
medio, normalizacion de la microbiota, exclusion competitiva de patdgenos, sintesis de vitaminas,
actividades enzimaticas, entre otros (17). Actualmente se busca analizar diferentes condiciones de

3
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los probidticos, como su viabilidad durante su procesamiento y almacenamiento, sensibilidad a pH
bajos, bilis, liquido gastrico, pancreatico e intestinal, adherencia celular e interacciones con
microorganismos patogenos (18).

Para que un microorganismo sea considerado como probidtico, es necesario que sean probados en
humanos y demuestren sus efectos concretos a la salud del huésped, algunos ejemplos de
probidticos son: Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus plantarum, Enterococcus,
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus casei, entre otros (17). Estos se consumen cominmente en
preparaciones con mono o cultivo mixto viable y activo de bacterias, afectando al huésped de
manera benéfica (19,20), y se ha demostrado que tienen propiedades antidiabéticas (21),
antiobesidad (22), antiinflamatorio como en la enfermedad de Crohn (23,24), anticancerigenas
(25), antialérgicas (26) y efectos sobre el sistema nervioso central (27).

Por lo anterior, las BAL han generado multiples investigaciones para conocer sus efectos de manera
mas especifica, por lo cual se realizan aislamientos e identificaciones principalmente de fuentes
naturales como frutas, verduras, lacteos, carnes, bebidas, entre otros, los cuales seran explicados a

continuacion.

2.1.1.2 Aislamiento de BAL

El aislamiento en el area de microbiologia, fisiologia, bioquimica, genética, medicina y
biotecnologia, tiene como propdsito obtener cultivos puros para su estudio, y tener cepas de
referencia para el perfeccionamiento de métodos moleculares (28). EI método mas comun de
separacion de células es en medio sélido, que consiste en tomar una sola colonia e inocular en una
nueva caja, su proceso se define por la etapa de separacion (difusion de las células en la placa), la
etapa de crecimiento (formacidon de colonias) y la de aislamiento (colonia por colonia) (29).

La mayoria de las BAL de suplementos comerciales, se aislaron de productos lacteos y del tracto
gastrointestinal (30), siendo los cultivos de fuentes vegetales poco utilizados (31). Las bacterias
autoctonas de productos alimenticios se encuentran adheridas a su matriz facilitando su
sobrevivencia (32) y posteriormente se pueden llevar a una fermentacion espontanea con los
microorganismo propios del fruto (33), estos productos tienen las condiciones aptas para el
crecimiento como acidez, vitaminas, minerales, carbohidratos (34), como es el caso de la

zarzamora, pulque y aguamiel. Sin embargo, para su inoculacién en productos, es necesaria la
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identificaciéon de las BAL, existen diferentes métodos de identificacion que se describen en el

siguiente tema.

2.1.1.3 Métodos de identificacion

La identificacién de un microorganismo es de importancia industrial y clinica, ya que da un
panorama del organismo que se pretende utilizar o que esté causando dafio a su huésped, ya sea a
la salud de una persona o aspectos sensoriales de un producto. Este método permite el avance de
estudios y andlisis mas especificos, debido a la caracterizacion del cultivo.

Para su identificacion existen diferentes métodos, empezando por los fenotipicos, los moleculares
y los protedmicos. Los fenotipicos son mas sencillos de realizar, se basan en las caracteristicas
observables del cultivo, como su morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas y metabdlicas,
este método es tradicional y permite identificar el género y especie del microorganismo (35). Son
diferentes las pruebas que existen para este tipo de identificacion como:

1. Caracteristicas microscépicas: morfologia, medios de cultivo, requisitos de crecimiento en

cuanto a temperatura y nutricion.

2. Pruebas bioquimicas: catalasa, oxidasa, prueba ureasa, reduccion de nitratos, fermentacion
de azlcares, lipasa, pruebas de resistencia a diferentes sustancias como bilis, entre otros
(36,37).

3. Sistemas comerciales: estas permiten realizar simultaneamente entre 10 y 50 pruebas
mediante celdillas, que contienen un sustrato que reacciona con el cultivo, un ejemplo de
estos sistemas son API (bioMérieux) y Oxi/Ferm Tube (BD) (35).

Los métodos moleculares o genotipicos son el siguiente paso de una identificacion fenotipica, se
han utilizado genes diana de distintas especies y géneros bacterianos que constituyen al analisis de
ARN 16S, un marcador inicial en diversas identificaciones (38). Los genes utilizados con mayor
frecuencia son: ARN 16S, 16S-23S ARNr, ARNr 23S, rpoB (subunidad B de la ARN polimerasa),
gyrB (subunidad B de la ADN girasa) (38).

Por ultimo, los métodos basados en protedmica, abordan el andlisis de un conjunto de proteinas
mediante electroforesis y espectrometria de masas (MALDI-TOF) (35). Este método es poco

usado, rapido y fiable, se ha comprobado su efectividad sobre la identificacion bacteriana y
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levaduras (39). Se han aislado e identificado diferentes BAL con los métodos anteriormente
descritos, ejemplos especificos de alimentos son la zarzamora, el aguamiel y el pulque, los cuales

se detallaran a continuacion.

2.1.1.4 Aislamiento e identificacion de BAL en aguamiel, pulque y zarzamora

El aguamiel o savia de maguey es una bebida rica en sacarosa, fructosa, glucosa y polifructanos, a
partir de esta se obtiene el pulque, en donde el aguamiel se lleva a fermentacion por un lapso de 12
a 24 horas. La fermentacion se lleva a cabo por microorganismos autoctonos del aguamiel (40), su
produccion es por Zymomonas mobilis y BAL (41).

Del aguamiel se ha reportado la presencia de L. plantarum y P. acidilactici (42), en aguamiel de
agave salmiana y atrovirens de diferentes temporadas del afio se identifico al L. casei, L.
plantarum, L. lactis entre otras (43), en muestras de Coahuila México se reporté la identificacion
de especies como Leuconostoc, Lactococcus lactis, Pediococcus (44).

Mientras que del pulgque se han aislado diferentes microorganismos entre ellos las BAL como L.
kefiri, L. acidophilus y L. hilgardii en pulque tratado por termoultrasonido (45), se identificé a
Lactobacillus sanfranciscensis, Lactococcus lactis, Lactococcus piscium, Lactococcus plantarum,
Leuconostoc citreum y a Leuconostoc gelidum (46), en un pulque del estado de Hidalgo se
identificaron diferentes cepas de L. plantarum y una de L. brevis (42).

Ademas, de la identificacion bacteriana de las bebidas anteriormente mencionadas, son pocos los
estudios que han aislado e identificado BAL de la zarzamora como L. plantarum (47,48), 10 cepas
de W. cibaria en frutos conseguidos localmente (49).

De estos aislados se formulan cultivos iniciadores individuales o en consorcios, que en conjunto
puedan crecer en el medio de cultivo, ademas los microorganismos deben tener mutualismo durante
su crecimiento mediante sus productos metabolicos y promover efectos benéficos a la salud, por lo

que se describe en el siguiente tema la relevancia del mutualismo.

2.1.1.5 Mutualismo
Uno de los conceptos utilizados para evaluar o determinar la convivencia en las bacterias es el

mutualismo, un tipo de simbiosis que se define como las interacciones positivas y reciprocas entre
especies, beneficiando a todos los participantes. EI mutualismo es una interaccion indirecta donde

se ven afectadas todas las cepas involucradas en el consorcio (50), un ejemplo de este es la
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convivencia de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus en yogur
(51). El mutualismo esta presente en todas partes y es un vector importante para la evolucion (52),
como en la microbiota intestinal que es de gran importancia en la digestion, metabolismo y funcién
inmune, su desequilibrio (dishiosis) se encuentra asociado al desarrollo de patologias, que
principalmente incluyen trastornos gastrointestinales, los cuales se pueden reducir y controlar
mediante la regulacidn de patogenos intestinales con el consumo de microorganismos probidticos
en cantidades adecuadas (53), sin embargo, la viabilidad y convivencia de las BAL son claves para
la estimulacion inmune intestinal (54,55). Una de las formas de consumir estos microorganismos

es mediante productos fermentados.

2.1.2 Behidas fermentadas

Las frutas son perecederas, lo cual ha llevado al estudio de su conservacion mediante diferentes
técnicas como la fermentacion, este proceso otorga propiedades nutricionales al producto final
debido a la actividad de los microorganismos y enzimas (56). La fermentacion se obtiene de la
accion de microorganismos propios del alimento, ingredientes alimentarios o del medio ambiente,
agregados como cultivo iniciador (57).

Las vias participantes en el desarrollo de sabor en los alimentos fermentados son la glucdlisis,
lipolisis y protedlisis (58), por lo cual una bebida fermentada debe tener un sustrato adecuado,
microorganismos apropiados, en condiciones ambientales ideales (temperatura, pH y humedad)
(59), siendo las bacterias &cido lacticas (BAL) las mas utilizadas para los procesos de fermentacion
(60). Entre los sustratos mas utilizados para los procesos de fermentacion estan las frutas como la

Zarzamora.

2.1.3 Zarzamora

El género Rubus comprende casi 740 especies y 12-15 sub-géneros donde se encuentra el Rubus
fruticosus (61,62). Este es un arbusto con frutos de sabor agradable y agridulce, conocidos como
zarzamora perteneciente a la familia de las rosaceas, esta formado por frutillos esféricos cada uno
con su semilla (62). En sus etapas de maduracion cambia de color de verde, rojo hasta negro, llega
a medir de 1-3 cm (62,63). Estas frutas se consumen en fresco e industrialmente se elaboran jugos,

jaleas, extractos, licores, colorantes entre otros, la zarzamora se encuentra en casi todo el mundo
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excepto en zonas desérticas, es originaria de América y crece en climas con temperaturas de 5-22

°C (64), estas caracteristicas de clima y temperatura influyen en la produccion de este fruto.

2.1.3.1 Produccion

En 2017, México fue el primer productor internacional de zarzamora con una produccion de 270
mil 399 toneladas de las cuales Michoacan aportd el 97.27%, seguido de Jalisco y Baja California
(65). Mientras que en Hidalgo, en el afio 2018 se produjo un total de 3 toneladas del fruto, las dos
terceras partes de la produccion estatal proviene de Atotonilco el Grande (66). Este producto tiene
un consumo anual per capita de 1.600 kg, siendo los meses de mayo, junio y noviembre en donde
se obtiene el mayor porcentaje de produccion nacional (65), con las mejores caracteristicas con

respecto a su composicion.

2.1.3.2 Composicion quimica

La composicién de la zarzamora varia segin su madurez, tipo de cosecha y condiciones de
almacenamiento (67), como componente mayoritario tiene 88.15 g/100 g de agua, seguido de los
carbohidratos (9.61g/100 g) y proteinas (1.39 g/100 g), ademas tiene lipidos, vitaminas, minerales
de los cuales se observa su proporcion en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica de la zarzamora.

Nutrimento Unidad 100 g
Agua g 88.15
Energia kcal 43
Proteina g 1.39
Lipidos totales g 0.49
Carbohidratos g 9.61
Fibra dietaria total g 5.3
Az(car total g 4.88
Minerales
Calcio mg 29
Hierro mg 0.62
Magnesio mg 20
Fasforo mg 22
Potasio mg 162
Sodio mg 1
Zinc mg 0.53

Fuente: (68)
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Las caracteristicas de este fruto se caracterizan por su cultivo, etapa de maduracion,
almacenamiento, temporalidad, entre otros, que determinan el contenido de compuestos bioactivos,

como los antioxidantes (56).

2.1.3.3 Antioxidantes de la zarzamora

Los antioxidantes son sustancias moleculares que neutralizan o inhiben la formacién de radicales
libres, ayudando a mantener la integridad celular del dafio causado por el estrés oxidativo (69),
ejercen su funcién por dos mecanismos principales: la transferencia de nitrogeno y donacion de
electrones. Estos compuestos son muy caracteristicos de las frutas, como la zarzamora, de la cual
destacan los polifenoles como &cidos fendlicos, en mayor proporcién las antocianinas, quienes
otorgan el color y olor caracteristico del fruto. Estos compuestos son conocidos por su actividad
contra los radicales libres otorgando propiedades nutricionales de interés (70-73), los cuales varian
de acuerdo a la temporada de cosecha (74). Un estudio realizado en moras silvestres de la especie
Rubus cuantificé 32 compuestos fendlicos de los cuales 8 fueron antocianinas, 15 flavonoles, 3
acidos hidroxicindmicos, 6 derivados &cido elagico y 2 flavonas (75), sin embargo, no todos son
aprovechados en la digestion ya que permanecen unidos a la fibra y algunas modificaciones
estructurales pueden aumentar la absorcidén de estos compuestos (74,76). Estos compuestos se

caracterizan mayormente por sus beneficios impartidos a la salud del huésped.

2.1.3.4 Beneficios a la salud

Los compuestos de la zarzamora han sido utilizados en el ambito de salud como protectores contra
los radicales libres y el estrés oxidativo de patologias (77), como las cardiovasculares (78,79).
Ademas, se han reportado propiedades antiinflamatorias y gastroprotectoras (71) atribuibles por su
contenido en polifenoles, teniendo un papel importante en el tratamiento de Glcera gastrica (80)
mediante su actividad antioxidante y por la disminucion en la expresion de la proteina COX-2, la
cual participa en los procesos de inflamacion de células normales a células cancerosas (81).
Asimismo, se han reportado propiedades antinociceptivas y antibacterianas de la zarzamora contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, relacionado con los efectos

inhibitorios sobre las citocinas proinflamatorias (82).
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Otro compuesto propio del fruto es su contenido en fibra (83), la cual es importante por sus
propiedades que promueven la salud, ejerciendo efecto prebiotico, prevencion de cancer de colon
entre otros efectos que estan relacionados principalmente con su digestién, mediante el transporte
de nutrientes y la cinética de fermentacion (84), en la fibra se pueden encontrar compuestos
bioactivos atrapados en su estructura como los antioxidantes (72).

Una de las formas en las cuales se puede utilizar la zarzamora para obtener los efectos benéficos
anteriormente mencionados es en la presentacion de jugo fermentado, sin embargo, para este tipo
de proceso es necesario que el producto antes del proceso de fermentacion sea inocuo. EXisten
diferentes formas de lograr esta inocuidad, como la esterilizacion o pasteurizacion que causan

mayor dafio a la matriz del producto, y una de las formas menos agresivas es el ultrasonido.

2.1.4 Ultrasonido

Se define como las ondas acusticas inaudibles u ondas de presion de una frecuencia igual o superior
a 20 kHz, se denomina ultrasonido de alta potencia ya que tiene la propiedad de causar cavitacion
permitiendo la inactivacion de microorganismos y eliminacién enzimatica en el procesamiento de
alimentos (85), la atraccion de este método es que a corto tiempo y a temperaturas bajas permite
una extraccion mas especifica de compuestos nutricionales (86). Ademas, el ultrasonido es una
tecnologia emergente que ha demostrado la liberacion de compuestos como los antioxidantes de
las redes de fibra que no permite que estos sean absorbidos (87).

Durante la cavitacion de un liquido la propagacion del ultrasonido genera microburbujas dando
lugar a su colapso, resultando en puntos calientes de hasta 5,500 °C y una presion de 50 MPa
cuando la burbuja colapsa cerca de una superficie incide dafio sobre la pared de particulas del
liquido, esta es una de las principales razones por las cuales el ultrasonido es efectivo (88). Sin
embargo, se ha reportado que el ultrasonido en combinacion con temperatura es mas efectivo en

relacion a la inactivacion de microorganismos, a esto se le conoce como termoultrasonido.

2.1.4.1 Termoultrasonido

Este es un proceso que combina el poder del ultrasonido con el tratamiento térmico suave (50 - 60
°C) de forma simultanea (73,89). Como se menciond anteriormente, este método tiene mayores

efectos en la inactivacion de microorganismos en comparacién con alguno de los dos tratamientos

10
Lugo-Zavrate Liliana



de manera individual (90), al utilizarlos juntos se requiere de tiempos y temperaturas menores que
la esterilizacion y pasteurizacion. Es por ello, que el termoultrasonido se ha utilizado como método
sustituto para la obtencion de productos como las bebidas que puedan ser destinadas directamente
para su consumo 0 como materia prima para la manufactura de otro alimento (73,91) como las

bebidas fermentadas.

2.2 Antecedentes del problema

2.2.1 Efecto del termoultrasonido en jugos

El termoultrasonido ha demostrado ser una buena alternativa de extraccion de compuestos
bioactivos y como potenciador de propiedades funcionales de los alimentos (92), asi como una
alternativa al tratamiento térmico utilizado usualmente en el procesamiento de jugos (93). La
utilizacion del termoultrasonido en jugo de zarzamora llevo a un mayor contenido de fenoles
totales, acido ascorbico y antocianinas, asi como su actividad antioxidante (94), ademas de la
inactivacion total de la carga microbiana con respecto a mesofilos aerobios y enterobacterias y de
actividad enzimatica (73). Al igual que en el jugo de tuna combinado se observo disminucion de la
carga microbiana (95), en ambos estudios se reportd una disminucién de la actividad enzimatica
de pectinmetilesterasa y el mantenimiento de los compuestos antioxidantes al igual que la actividad
antioxidante.

Los analisis anteriormente mencionados demostraron que el termoultrasonido puede ser una
alternativa a la pasteurizacion sin modificar las caracteristicas fisicas del producto y puedan ser

utilizados en la mejora de sus caracteristicas sensoriales mediante la fermentacion controlada.

2.2.2 Behidas fermentadas

Estudios realizados sobre bebidas fermentadas de diferentes frutos han encontrado que el contenido
de fenoles y la actividad antimicrobiana puede aumentar o disminuir dependiendo del sustrato y
del microorganismo, asi como de los compuestos agregados intencionalmente (enzimas,
carbohidratos, entre otros), los cuales llegan a modificar el proceso de fermentacion. Algunos
estudios sugieren que algunas bebidas podrian tener efecto protector contra por sus propiedades

probidticas (Tabla 2). Las BAL se han utilizado para impulsar la extraccion de componentes
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bioactivos como los antioxidantes (96), la fermentacion mejora el valor nutricional, transformando

el sustrato primario en bioactivos funcionales debido a la produccion de enzimas como amilasa,

peptidasa, proteinasa, deshidrogenasas, descarboxilasa y B-glucosidasa (97).

Tabla 2. Evidencia y efecto de la fermentacidn en jugos por microorganismos.

Tipo de jugo Bacterias Resultados Referencia
inoculadas
. L. paracasei Aumento de polifenoles 'y (96)
Mora (Murus nigra) L. acidophilus actividad antioxidante.
Disminucion de azucares, acido (98)
citrico y compuestos fendlicos.
Limon dulce L.plantarum Propiedades antibacterianas con
E.coli y S. typhimurium.
(99)
L.casei, Buen sustrato en el proceso de
Anacardo .
L.plantarumy L.  fermentacion.
acidophilus
L. plantarum de L\/Iej,(?_r modulacion del perfil (100)
Cereza origen lacteo y de ENotIco. . L
origen veoetal Aumentaron los niveles de acido
g g dihidrocafeico y fenilacticos.
Bifidobacterium  Buen sustrato para el crecimiento (101)
Pifia lasctis de bacterias probidticas.
L. plantarum Fenoles totales de 0.45 mg
L. acidophilus EAG/mL.
Las concentraciones de fenoles y (102)
actividad antioxidante se
mantuvieron.
Tuna verde L. plantarum : .
Reportaron mejoras en leptina,
insulina, colesterol, y sobre la
pérdida de peso en ratones.
La adicion de pectinasa permitio (103)
. . 4 cepas de L. que los azlcares no se afectaran,
Espino amarillo
. platarum L.plantarum no tuvo efecto en las
Arandano . . X
: Oenococcus oeni  antocianinas de la aronia y
Aronia .
flavonol del espino, Algunas cepas
redujeron los fenoles.
12
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Algunos estudios sugieren una mejor seleccion de cepas para mantener o aumentar los compuestos
fenolicos como el de mora, cereza y tuna verde. Algunas otras bebidas proponen propiedades que
coadyuvan en la salud humana, como es el caso de la de limon dulce que present6 actividad
antibacteriana y la de tuna verde fermentada con L.plantarum que mejoré las concentraciones de

componentes lipidicos en la sangre de ratones.

2.3 Planteamiento del problema

Las infecciones gastrointestinales no han dejado de ser un problema de salud publica a nivel
mundial, causan mas de la mitad de la carga de enfermedades de transmision alimentaria. Se estima
que 1 de cada 10 personas presenta algun tipo de enfermedad gastrointestinal y 420,000 mueren,
siendo el 30% nifios menores de 5 afios, causadas por la ingesta de alimentos con agentes
infecciosos como las bacterias, la OMS pide que los gobiernos y la industria alimentaria hagan méas
para asegurar la inocuidad alimentaria (104).

La mayoria de los probidticos se encuentran cominmente en productos lacteos como el yogurt, y
a pesar de sus propiedades, estos alimentos son bajos en compuestos bioactivos como los
antioxidantes (105), que también tiene propiedades antimicrobianas y protectoras ante el estrés
oxidativo. Igualmente, los productos lacteos son poco consumidos por la poblacién vegana (106)
con intolerancia a la lactosa o alergias a proteinas de la leche, asi como personas con restricciones
médicas a estos productos (107).

Se ha demostrado que los probidticos tienen propiedades benéficas a la salud y coadyuvan en el
tratamiento de enfermedades, principalmente gastricas como sindrome de Crohn, enfermedad
inflamatoria intestinal, cncer, actividad antimicrobiana contra patdgenos, entre otros (98), es por
ello la importancia de su consumo.

Por lo cual, se han formulado bebidas fermentadas a partir de frutas o verduras con indculos de
BAL probioticas, de las cuales se ha evaluado el crecimiento bacteriano, propiedades
fisicoquimicas, la sobrevivencia en diferentes condiciones del proceso, cambios sobre el perfil
antioxidante y actividad antioxidante, propiedades antimicrobianas, entre otros. Sin embargo, poco
se conoce de bebidas fermentadas con consorcios o cultivos mixtos de BAL y sus efectos durante

la fermentacioén.
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111 JUSTIFICACION

Las BAL tienen efectos positivos sobre las terapias a base de microorganismos probidticos en las
infecciones gastrointestinales que siguen siendo un problema de salud publica principalmente en
paises en desarrollo, estas BAL mediante su multiplicacién en el tracto gastrointestinal o la sintesis
de productos (acido lactico, &cido acético, bacteriocinas, entre otros) durante la fermentacion,
ejercen propiedades antimicrobianas. Sin embargo, los probiodticos se encuentran en derivados
lacteos y existe poblacion con alergia a la proteina lactea o intolerancia a la lactosa. Ademas, se
conoce que existe un bajo consumo de frutas y verduras, y al mismo tiempo de compuestos
antioxidantes que coadyuven como protectores del estrés oxidativo. Por lo anterior, en el presente
proyecto se propone formular una bebida a base de jugo de zarzamora fermentada con una mezcla
de BAL probidticas aisladas de productos vegetales, que pueda ser consumida de manera segura
por la poblacion que no consume lacteos o sus derivados. De igual manera, se evaluaran las
propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de la bebida, pudiendo otorgar un producto que
coadyuve como tratamiento o preventivo del estrés oxidativo presente en diversas patologias, asi
mismo, promover la adquisicién y consumo del fruto. Por otro lado, el uso de una tecnologia
emergente como el termoultrasonido, como método de conservacion y extraccion, permitira
obtener un jugo inocuo para la preparacion de una bebida fermentada y con un mayor

aprovechamiento de antioxidantes para el consumo humano.

IV HIPOTESIS

La bebida con posible efecto probi6tico a partir de jugo de zarzamora fermentado con BAL permite

buenas propiedades fisicogquimicas y antioxidantes.
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V OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Evaluar las propiedades microbiologicas, fisicoquimicas, contenido y actividad antioxidante de una

bebida probidtica de jugo de zarzamora fermentado con bacterias acido lacticas.

5.2 Objetivos especificos
1.- Determinar la pureza e identificacién de las BAL mediante pruebas morfoldgicas, fisioldgicas

y biogquimicas.

2.- Evaluar el mutualismo de seis BAL aisladas de fuentes vegetales en medio MRS para su

incorporacion en jugo de zarzamora.

3.- Obtener la unidad minima terapéutica mediante la cinética de crecimiento de las mezclas de
BAL de fuentes vegetales en un medio MRS.

4.- Alcanzar la unidad minima terapéutica de las mezclas de BAL en las bebidas fermentadas a

base de zarzamora.

5.- Analizar las propiedades fisicoquimicas (pH, acidez, solidos solubles, estabilidad, viscosidad,
turbidez y oscurecimiento) de las bebidas fermentadas a base de zarzamora.

6.- Evaluar el contenido de antioxidantes (fenoles totales y antocianinas) y capacidad antioxidante
por diferentes métodos (ABTSe<+, DPPH++, FRAP y actividad quelante) de las bebidas fermentadas

a base de zarzamora.

15
Lugo-Zavrate Liliana



VI MATERIALES Y METODOS
6.1 Contexto de la investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo, en los laboratorios de Nutrigenémica, Tecnofuncionalidad de
Alimentos y Alimentos Funcionales y Nutracelticos pertenecientes al Area Académica de
Nutricion. Los analisis de la bebida fermentada a base de zarzamora se realizaron en el periodo de
julio 2019 — junio 2021.

6.1.1 Tipo de estudio

El presente proyecto es de tipo experimental, prospectivo y longitudinal.

6.2 Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion:
e Cepas de BAL aisladas de aguamiel, pulque y zarzamora.

e Colonias de BAL con caracteristicas morfologicas tipicas (redondas, opacas de color
blanco-beige, aspecto cremoso, de 1-2 mm de diametro, superficie convexa y margenes
enteros).

e Zarzamoras cosechadas en los meses de abril-mayo 2020.

Criterios de exclusion:

e Cepas que no tengan la morfologia caracteristica de las colonias.
e Jugo de zarzamora que presente mesofilos aerobios o enterobacterias después del

termoultrasonido.

6.3 Diagramas de disefio experimental

El presente estudio se realizd en tres etapas, en la primera se analiz6 la pureza y mutualismo de las
BAL, la segunda consistio en la formulacion de las mezclas, la fermentacion de las bebidas de

zarzamora, la cinética de crecimiento para obtener la UMT y evaluacion de las propiedades
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fisicoquimicas, y en la tercera etapa se evalud el contenido y capacidad antioxidante de las

diferentes formulaciones de las bebidas de zarzamora fermentada.
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Etapa 1
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Figura 1. Diagrama metodoldgico de la primera etapa de estudio.
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Etapa 2
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Acidez Oscurecimiento
Solidos solubles totales Viscosidad

Figura 2. Diagrama metodoldgico de la segunda etapa de estudio.
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Etapa 3

Formulaciones del jugo de
zarzamora fermentado
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Figura 3. Diagrama metodologico de la tercera etapa de estudio
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6.4 Métodos
6.4.1 Material biol6gico

Se utilizaron cepas aisladas de la zarzamora, pulque y aguamiel obtenidas de un trabajo previo
(42,48), del cual se seleccionaron 3 cepas resistentes a un pH de 2 y 3 que hayan tenido alta
actividad antimicrobiana y se utilizaron dos cepas de BAL como control aisladas de productos

alimenticios (Tabla 3).

Tabla 3. Cepas de BAL seleccionadas

Origen Resistente a pH 2 Por inhibicion
Zarzamora L. plantarum (Z24-1) L.brevis (Z24-8)
Pulque L. plantarum (P24-7) L. plantarum (P24-6)

Aguamiel P. acidilactici (A2-1) L. plantarum (A1-2)

L. ramnosus
Control +

L. casie

6.4.2 Metodologias de la etapa 1
6.4.2.1 Pruebas morfoldgicas de las BAL
6.4.2.1.1 Tincion Gram

Principio
Esta técnica diferencia a las bacterias en dos grupos, Gram positivas y negativas, la diferencia de
tinciones se debe a la pared celular. Las Gram positivas se tifien de morado porque tienen una pared
gruesa de peptidoglucanos y polimeros, ocasionando no se decoloren y las Gram negativas se tifien
de safranina debido a su capa delgada de peptidoglucanos y una bicapa de lipoproteinas que se

deshace con la tincién (108).
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Procedimiento
Se utilizo la técnica establecida por la ficha técnica del kit de tincion Gram, que consistio en la
fijacion de una colonia en un portaobjetos y una primera tincién con violeta genciana dejando
reposar por 1 min, posteriormente se cubrié con yodo por 1 miny se enjuaga con alcohol-acetona.
Después se realizé una segunda tincion con safranina dejando reposar por 1 min, se enjuagd con
agua destilada y se dejé secar al aire para posteriormente observar en un microscopio Optico
(LOMO, BMH4-BF, Rusia) a 100X. Se reporté como Gram positivo a las BAL de color moradas,

azuladas o parpuras y como Gram negativo a las BAL de color rojo.

6.4.2.1.2 Test de motilidad

Principio
Las bacterias tienen motilidad por medio de cilios y flagelos, presentes principalmente en bacilos,
esta técnica permite determinar si las BAL presentan motilidad (37).

Procedimiento
Para la realizacion de este test se prepar6 agar con 0.003% de agar bacteriol6gico en caldo MRS
como sustituto del agar SMI. Después se hizo una puncion a un tercio de profundidad y se dejé
incubar (Labtech, LSI-3016A, Corea) por 24 h a 37 °C. Se reportd como positivo al crecimiento
de BAL fuera del area de puncion y negativo al crecimiento en el &rea de puncion (109).

6.4.2.2 Pruebas fisioldgicas
Principio
Estas pruebas determinan la capacidad que tienen las BAL para desarrollarse en medios con

diferentes condiciones (110), estos microorganismos se adaptan a ambientes extremos que

modifican su velocidad de crecimiento y supervivencia (111).

6.4.2.2.1 Tolerancia de crecimiento a diferentes temperaturas

Procedimiento
Se realizé la técnica segun Yelnety (2014) (112) con modificaciones. En caldo MRS estéril (5 mL)
se inocul6 una colonia de BAL y se dej6 incubar (Labtech, LSI-3016A, Corea) por 5 dias a
diferentes temperaturas: 15 °C, 20 °C, 30 °C, 45 °C y 50 °C. Se report6 la formacién de sedimento

si creci6 (+) o no crecio (-).
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6.4.2.2.2 Tolerancia de crecimiento a diferentes pH

Procedimiento
Se utilizo la técnica establecida por Yelnety (112). Se ajusté el pH del caldo MRS a valores de 3.5,
4.5,5.5, 8.5y 9.6, para acidificar se utilizo HCI 6M y para alcalinizar NaOH. Posteriormente se
inocul6 1 colonia de BAL y se incub0 (Labtech, LSI-3016A, Corea) a 37 °C por 48 h. Se utilizd
un control negativo para cada una de las condiciones y se report6 la formacion de sedimento si

crecio (+) o no crecio (-).

6.4.2.2.3 Tolerancia de crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl

Procedimiento
Se elabor6 mediante la técnica establecida por Ismail (109) con modificaciones. Se formulé caldo
MRS a diferentes concentraciones de NaCl (5%, 6.5% y 10%), se inoculd una colonia de BAL y
posteriormente se incub6 (Labtech, LSI-3016A, Corea) a 37 °C por 48 h. Se reporto la formacion

de sedimento si crecid (+) o no crecio (-).

6.4.2.3 Pruebas bioquimicas

Permiten determinar caracteristicas metabdlicas de las bacterias, evalGan la presencia de una

enzima, detectan componentes metabdlicos o sensibilidad a un compuesto.

6.4.2.3.1 Catalasa

Principio
La enzima catalasa esta presente en la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas
que tienen citocromo, las que sintetizan catalasa hidrolizan el peroxido de hidrogeno en agua y
oxigeno gaseoso liberando burbujas (110).

Procedimiento
Se utiliz6 la técnica establecida por Olmos, et al., (110). Se tomé una colonia de BAL y se colocd
en un portaobjetos, posteriormente se agrego una gota de H>O> al 3% y se observo la formacion o
ausencia de burbujas. Se reporté como un resultado positivo la formacion de burbujas (+) y como

negativo a la ausencia de ellas (-).

23
Lugo-Zavrate Liliana



6.4.2.4 ldentificacion del género mediante Kit API
Principio
El sistema APl 50 CHL es utilizado para la identificacion del género Lactobacillus mediante la

fermentacion de 49 carbohidratos de la galeria APl 50 CH.

Procedimiento

El procedimiento se realiz6 de acuerdo a las fichas técnicas de los kit API. Se hizo una suspension
turbia de las colonias de BAL en agua destilada estéril, para posteriormente preparar una
suspension al patron 2 de McFarland. Después se abrieron las ampolletas y se verti6 el doble de
cantidad necesaria para preparar la suspensién al patron 2 de McFarland y se homogeneizé.
Para la preparacion de las galerias, se disperso aproximadamente 10 mL de agua destilada estéril
en los pozos del fondo de las galerias para crear una atmdsfera himeda, posteriormente se
colocaron las tiras de la galeria y se comenzo a distribuir la ampolleta con el indculo, evitando la
formacion de burbujas. Después se cubrio con aceite de parafina estéril y se colocd la tapa, se llevo
a incubar (Labtech, LSI-3016A, Corea) a 37 °C por 24 y 48 h. Se registré como positivo a la
fermentacion del carbohidrato el cambio de color morado a amarillo en cada uno de los pocillos
para su posterior identificacion con las tablas que proporciono el kit.
6.4.2.5 Mutualismo de las BAL
Principio
El mutualismo es la asociacion obligada en donde dos o mas microorganismos son beneficiados
entre si y el antagonismo esta dado por la inhibicion hacia otro microorganismo (113,114).
Procedimiento
Con la finalidad de obtener un buen mutualismo, se procedié a realizar combinaciones de las BAL
(Tabla 4), posteriormente se seleccionaron las 5 mejores ademas de un control positivo, estas se
utilizaron en la inoculacion del jugo de zarzamora termoultrasonicado, las BAL fueron sembradas
con el asa bacterioldgica evitando combinarlas entre si en placa con medio MRS, como se muestra

en la figura 4. Posteriormente se llevaron a incubar (Labtech, LSI-3016A, Corea) a 37 °C por 24

horas y la seleccidn se realiz6 por observacion.
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Tabla 4. Mutualismo de BAL

Mezcla

BAL 1

BAL 2

BAL 3

M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
M8
M9
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
C+

L. plantarum (Z1)
L. plantarum (Z1)
P. acidilactici (Z2)
L. plantarum (Z1)
L. plantarum (A1)
L. brevis (P2)
L. collinoides (P1)
L. collinoides (P1)
L. collinoides (P1)
L. plantarum (Z1)
L. plantarum (Z1)
L. collinoides (P1)
L. brevis (P2)
L. brevis (P2)
L. brevis (P2)
P. acidilactici (Z2)
L. plantarum (Z1)

L. rhamnosus (C1)

L. plantarum (Al)
L. plantarum (A1)
P. acidilactici (A2)
P. acidilactici (A2)
L. brevis (P2)
P. acidilactici (A2)
L. plantarum (Al)
P. acidilactici (A2)
L. plantarum (Al)
P. acidilactici (Z2)
P. acidilactici (A2)
P. acidilactici (Z2)
L. plantarum (Al)
L. plantarum (A1)
L. plantarum (Z1)
L. plantarum (A1)
P. acidilactici (Z2)
L. casei (C2)

P. acidilactici (A2)
L. collinoides (P1)
L. brevis (P2)

L. collinoides (P1)
P. acidilactici (Z2)
L. plantarum (A1)
L. brevis (P2)

L. brevis (P2)
P. acidilactici (A2)
L. brevis (P2)

L. brevis (P2)
P. acidilactici (A2)
L. collinoides (P1)
L. plantarum (Z1)
L. collinoides (P1)
L. collinoides (P1)
L. collinoides (P1)

L: Lactobacillus; P: Pediococcus; C+: Control positivo

Lugo-Zavrate Liliana
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Figura 4. Esquema de mutualismo

6.4.2.6 Cinética de crecimiento

Principio
La cinética de crecimiento microbiano se encarga de entender el: crecimiento, supervivencia,
muerte, adaptacion, formacion de productos, ciclos celulares e interaccion con el ambiente. En los
procesos fermentativos es de importancia ya que a partir de ella se determina el rendimiento de
algunos productos (115).

Procedimiento
La técnica microbioldgica se hizo mediante la técnica de microgota descrita por Strahsburger (116).
Se procedio a tomar una colonia de cada cepa, se inoculé en 10 mL de caldo MRS estéril y se llevo
a incubacion a (Labtech, LSI-3016A, Corea) 37 °C por 24 h. Se tomaron alicuotas de 100 pL en
diferentes tiempos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 h), se hicieron diluciones decimales en agua peptona,
y se sembraron en cajas petri con medio MRS y se llevaron a incubacion en las condiciones antes
mencionadas. Se realiz6 un conteo en placa y los resultados fueron expresados como logaritmo de

unidades formadoras de colonias por mililitro de muestra (Log UFC/mL).
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6.4.3 Metodologias de la etapa 2
6.4.3.1 Obtencion del jugo de zarzamora

Las zarzamoras (Rubus fruticosus) se obtuvieron de forma local en Atotonilco el Grande, Hidalgo,
México, en el mes de abril del 2020, posteriormente fueron lavadas a chorro de agua para eliminar
hojas y tierra, después se sumergieron en agua potable con bactericida (microdyn) segin las
instrucciones del mismo, posteriormente se colocaron en un colador para eliminar el excedente de

agua, se vaciaron en bolsas con cierre hermético y se congelaron a -32 °C, para su posterior uso.

Las zarzamoras descongeladas fueron trituradas con una licuadora convencional, después por
medio de un colador se separo6 el jugo de las semillas y se centrifugd (Allegra 25™, Beckman
Coulter, USA) a 10,000 rpm durante 20 minutos a 4 °C para clarificar. El jugo clarificado
(sobrenadante) se termoultrasonicé (VCX-1500, Sonics and Materials Inc., Newtown, CT, USA)
con las siguientes condiciones: 50 °C de salida por 17 minutos (73) y se comprobo su calidad
microbioldgica (mesoéfilos aerobios y enterobacterias). El jugo se llevé a congelacién a -35 °C en

recipientes estériles para su posterior inoculacion con los cultivos de BAL

6.4.3.2 Microbiologia

Principio
La microbiologia tiene como principio determinar la calidad de un producto mediante diferentes
técnicas como el recuento en placa, que permite determinar el nimero de unidades formadoras de
colonia inoculadas en una cantidad conocida de alimento especifico, posteriormente incubadas en
condiciones especificas para promover su crecimiento (117).

Procedimiento
El analisis microbioldgico se hizo mediante la técnica de microgota descrita por Strahsburger (116).
Para el recuento de microorganismos mesofilos aerobios se usé agar para métodos estandar (PCA)
con una incubacion (Labtech, LSI-3016A, Corea) por 48 h a 30 °C. El recuento de enterobacterias
(EB) fue con agar bilis rojo violeta glucosado (VRBG) con una incubacion (Labtech, LSI-3016A,
Corea) de 24 ha 37 °Cy las BAL en agar MRS con una incubacion a 30 °C durante 24 h. Se realiz6
un conteo en placa y los resultados fueron expresados como logaritmo de unidades formadoras de

colonias por mililitro de muestra (Log UFC/mL).
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6.4.3.3 Proceso de fermentacion del jugo de zarzamora

Principio
La fermentacion permite alargar la vida de anaquel debido a la produccion de metabolitos (&cidos
organicos, alcoholes, entre otros), se genera la transformacion de materias primas en productos de
mejor asimilacion y produccion de compuestos que mejoran el sabor, aroma y textura, con la
finalidad de enriquecer el producto final (118).

Procedimiento
Cada cepa de BAL se incub0 (Labtech, LSI-3016A, Corea) por 24 h a 37 °C previas de manera
individual, el tiempo de incubacion fue determinado de acuerdo a bibliografia (99,119,120).
Posteriormente se centrifugd (10 min), eliminando el sobrenadante libre de BAL y se resuspendid
en una dilucidon 1:10 en jugo de zarzamora termoultrasonicado. Las cantidades de caldo MRS con
las BAL a centrifugar se determinaron mediante ensayos previos para conocer la densidad de
UFC/mL a las 24 horas.

La inoculacion inicial de las BAL en el jugo de zarzamora fue a una concentracion inicial de 9 log
UFC/mL en 10 mL, se utilizé un jugo sin indculo como control negativo. Posteriormente, para la
fermentacion del jugo de zarzamora, se llevo a incubacion a una temperatura de 37 °C (Labtech,
LSI-3016A, Corea), y se tomaron alicuotas de 5 mL cada 2 h por 24 h para determinar las cinéticas

de crecimiento de las BAL, pH, acidez titulable y sélidos solubles.

6.4.3.4 Propiedades fisico-quimicas
6.4.3.4.1 pH

Principio
El pH corresponde al logaritmo negativo (base 10) de la concentracion de iones hidronio (H3O+)
presentes en la muestra, la escala de pH varia de 0 a 14 en una disolucidn acuosa, el potenciémetro
es un sensor que utiliza el método electroquimico, se compone de dos electrodos conectados
capaces de medir las variaciones de potencial de iones, a través de la membrana de vidrio sensible
a los cambios de pH. Mide el potencial generado (milivoltios) por el electrodo sensor de +H, el
cual se compara con el electrodo de referencia (cloruro de potasio) y finalmente la concentracion

del ion hidrdgeno se determina por esta diferencia (121).
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Procedimiento
Se utilizd un potenciometro (Hanna Instruments, 210, Romania) previamente calibrado con
soluciones buffer de pH 4.0 y 7.0 estandarizados (122). EI pH se midié en las cinéticas de

crecimiento en jugo como medida comprobatoria en cada una de las etapas de elaboracién del jugo.

6.4.3.4.2 Acidez titulable

Principio
La acidez titulable es representada por los acidos organicos libres y se mide con su neutralizacion
a partir de una solucion base. A partir de un indicador (fenolftaleina) el cual se adiciona a la muestra
y mediante titulacion con una solucion base (NaOH) usada para neutralizar la sustancia, donde el
punto final de la reaccién lo indica la aparicion de un color rosa palido (123).

Procedimiento
Se determino de acuerdo al método de la AOAC (122), utilizando una solucion 0.1 N de NaOH, se
midi6é cada 2 h durante la cinética de crecimiento de las BAL en la fermentacion del jugo de
zarzamora. Se basoé en el nimero de mL de NaOH necesario para neutralizar el acido lactico y se

calcul6 con la siguiente formula:

Ecuacion 1: % &cido lactico=V*NxP.eq ImL de muestrax100

Donde:
V= mL de NaOH gastados.
N= Normalidad del NaOH (0.1).

Peq= Peso equivalente del acido lactico (0.09).

6.4.3.4.3 Viscosidad
Principio
La viscosidad es una propiedad que tienen los fluidos al ofrecer resistencia al movimiento y se basa

en el principio de la viscosimetria rotacional, la cual se mide captando el par de torsion necesario

para hacer girar a velocidad constante un husillo inmerso en la muestra (124).
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Procedimiento
Para medir la viscosidad se utilizé el método empleado por Dak, Verma y Jaaffrey (125) con un
viscosimetro (Broockfield DV3T, USA) con la aguja LV-1/N° 61 a 60 rpm. En tubos de centrifuga
se vertieron 35 mL de jugo de zarzamora y la viscosidad se tom6 en dos momentos de la

fermentacion, al inicio y final. Los valores fueron expresados en centipoises (cP).

6.4.3.4.4 Estabilidad fisica

Principio
El indice de estabilidad se valorard determinando el porcentaje de particulas sedimentadas (p/p)
después de la centrifugacion. Un valor alto de este parametro indica una baja estabilidad como
consecuencia de la sedimentacion de las particulas (126).

Procedimiento
Se realiz6 mediante una centrifugacion (Hamilton Bell, VanGuard V6500, USA) de 15 mL de
muestra, a 3500 rpm por 20 min a temperatura ambiente, se desecho el sobrenadante y se peso el

precipitado. El porcentaje se calculé con la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2: %p/p = (peso inicial — peso final) * 100
Donde:
%p/p: porcentaje de sélidos precipitados
Peso inicial: peso del tubo vacio (g)

Peso final: peso del tubo con residuo (g)

6.4.3.4.5 indice de turbidez y oscurecimiento

Principio
La turbidez y oscurecimiento son parametros de importancia en la calidad de los jugos, para que el
producto tenga un buen posicionamiento y aceptacion en el mercado, este se define como la
reduccion de la transparencia de un liquido causada por la presencia de particulas o disueltas en el

liquido, y esta fundamentado cuando el haz de luz atraviesa el fluido sobre los solidos suspendidos

que dispersan la luz en ondas y su reduccion indica mayor contenido de solidos suspendidos (127).
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Procedimiento de indice de turbidez
Se centrifugaron (Hamilton Bell, VanGuard V6500, USA) 5 mL de muestra a 3,400 rpm durante
10 min. Posteriormente se ley0 la absorbancia del sobrenadante obtenido a 660 nm en un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA), utilizando agua desionizada
como blanco; de acuerdo con al método establecido por Versteeg (128). Los resultados se

expresaron con el valor de la absorbancia el cual se considera como indice de turbidez.

Procedimiento de indice de oscurecimiento
El indice de oscurecimiento se determind de acuerdo con la metodologia descrita por Meydav
(129), la cual consistié en centrifugar (Hamilton Bell, VanGuard V6500, USA) 15 mL de muestra
durante 10 min a 3,400 rpm. Posteriormente, en un tubo se agregé 5 mL de sobrenadante y 5 mL
de etanol (95%), despues se centrifugd en las mismas condiciones. La absorbancia del sobrenadante
fue medida a 420 nm en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC
Junior, USA). Los resultados se expresaron con el valor de la absorbancia, la cual es considerada

como indice de oscurecimiento.

6.4.4 Metodologias de la etapa 3
6.4.4.1 Antioxidantes

6.4.4.1.1 Contenido de fenoles totales

Principio
El reactivo Folin Ciocalteu, este es reducido a 0xidos azules de tungsteno y molibdeno durante la
oxidacion fendlica, la coloracion azul refleja la cantidad total de polifenoles.

Procedimiento
Se realiz6 segin el método establecido por Stintzing (130) iniciando con la preparacion de las
soluciones necesarias, comenzado por el Folin-Ciocalteu (10 mL en 90 mL de agua destilada),
carbonato de sodio (7.5 mg en 100 mL de agua destilada) y acido galico (15 mg en 50 mL de agua
destilada).
Se hizo una curva estandar de &cido gélico en diferentes concentraciones (0, 100, 200 y 300 mg/L),
se ley0 en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) a una
longitud de onda de 765 nm, utilizando como blanco agua destilada. Se analizé el contenido de

fenoles totales al inicio y final de la fermentacion en dilucion con agua (1:50), a 100 uL de la
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dilucion se adicionaron 500 uL de folin y 400 uL de carbonato de sodio y se dejé reposar 30 min,
posteriormente se realizo la lectura.

Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por 100 mililitros de
muestra (mg EAG/100 mL).

6.4.4.1.2 Antocianinas

Principio
El Cyanidin-3-glucésido es un tipo de antocianina que se encuentra predominantemente en la
naturaleza y es utilizado como estandar en el calculo de antocianinas.

Procedimiento
Se utilizo la metodologia descrita por Wallace y Giusti (131), consiste en la elaboracion de dos
buffers de cloruro de potasio a 0.025 M en un pH de 1 (0.466 g en 250 mL de agua destilada) y
acetato de sodioa 0.4 M aun pH 4.5 (8.203 g en 250 mL de agua destilada), los pH se ajustaron con
HCI al 6M.
En el siguiente orden en tubos de centrifuga, se agreg6 4.5 mL de cloruro de potasio o acetato de
sodio, mas 0.5 mL de jugo de zarzamora del inicio y final de la fermentacion. Se mantuvo 15 min
a temperatura ambiente y en completa oscuridad, después se realizd la lectura en un lector de
microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) a longitudes de onda de 510
y 700 nm utilizando como blanco el buffer segin corresponda. Los resultados se expresaron como

miligramos de Cyanidin-3-glucdésido por 100 mililitros de muestra (mg Cy-3-GI/100 mL).

6.4.4.2 Actividad antioxidante
6.4.4.2.1 Actividad antioxidante por ABTS*+

Principio
El ABTSe+ es un radical de color azul-verde, cuando este cation es reducido por un antioxidante
presenta una pérdida de color, este radical reacciona con compuestos hidrofilos y lipofilos (125).
Procedimiento
La determinacion se realizd de acuerdo a Kuskoski (132), mediante la elaboracion previa de la
solucion de ABTSe+a 7 mM (76.8 mg de ABTSe+ en 20 mL de agua destilada + 6.6 mg en 10 mL
de agua destilada), se dejé reposar por 16 h. Se hicieron diluciones (1:15, 1:20 y 1:10) y posterior

lectura a 754 nm del ABTSe+ para obtener una absorbancia de 0.7+0.1. Se elaboré una curva
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estandar en concentraciones 0, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 umol/l con una solucién de acido ascorbico
(3 mg en 10 mL de agua destilada). La lectura se hizo en un lector de microplacas (Power Wave
XS UV-Biotek, software KC Junior, USA) a una longitud de onda de 754 nm utilizando como
blanco agua destilada. Se midio la actividad antioxidante por ABTS<+ en el jugo de zarzamora al
inicio y final de la fermentacion en dilucion con agua (1:10), se tomaron 20 pl y adicion6 980 pl
del radical dejando reposar por 7 min, después se tomo la lectura. El resultado se expresé como

miligramos equivalentes de acido ascérbico por 100 mililitros de muestra (mg EAA/100 mL).

6.4.4.2.2 Actividad antioxidante por DPPH*+

Principio
El radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil conocido como DPPH<+, es un método caracterizado
por la cesion de un atomo de hidrogeno proporcionado por el agente antioxidante, esta técnica
principalmente reacciona con antioxidantes liposolubles del fruto. El reactivo DPPH<+ en solucion
etandlica tiene una coloracion violeta y después de su reduccion presenta una decoloracién que
puede terminar en un color amarillo (133).

Procedimiento
Se realizo segun la metodologia reportada por Morales y Jiménez-Pérez (134). Se formularon las
soluciones de DPPH++ (7.4 mg en 100 mL de etanol) y trolox (3.75 mg en 50 mL de etanol),
posteriormente se elabor6 una curva estandar con trolox a concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 300
umol ET/L y se hizo la lectura en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software
KC Junior, USA) a una longitud de onda de 520 nm. Las muestras a analizar fueron el jugo de
zarzamora al inicio y final de la fermentacion en dilucién con agua (1:50), se tomaron 100 pl méas
500 pl de DPPHe+ y se dejé reposar por 60 min, después se tomo la lectura. La actividad

antioxidante se expresd en micromoles equivalentes de trolox en 100 mililitros de muestra (umol

ET/100 mL).

6.4.4.2.3 Actividad antioxidantes por FRAP

Principio
El poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP) mide la habilidad de un compuesto antioxidante
para reducir el ion férrico (ferric 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine [Fe (I11)-(TPTZ)2]3) a complejo
ferroso [Fe (111)-(TPTZ)2]2) a un pH de 3.6, desarrollando un color azul intenso (135).
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Procedimiento

Se realizé mediante la metodologia descrita por Thaipong (136). Se inicié con la preparacion de
las soluciones FRAP en concentracion 10:1:1 con 100 mL de amortiguador (0.3 M a pH 3.6), 10
mL de TPTZ (10 MM en HCI) y 10 mL de FeCI3 (20 mM en agua destilada). Se elabord una curva
estandar de sulfato ferroso con las siguientes concentraciones de Fe (II): 0, 20, 30, 40 y 50 uM Fe
(/L. La absorbancia se midio en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software
KC Junior, USA) a una longitud de onda 593 nm.

Se midié la actividad antioxidante del jugo de zarzamora al inicio y final de la fermentacion a una
dilucion con agua (1:15), se tom6 30 ul de la dilucion agregando, 90 uL de agua 'y 900 uL de FRAP
en ese orden, después se realizo la lectura. La actividad antioxidante se expresé en milimoles de
Fe (I1) equivalentes en 100 mililitros de muestra (mM E Fe (I1) /100 mL).

6.4.4.2.4 Actividad quelante

Principio
Caracteristica que se determina a partir de la medicién de la capacidad para generar complejos
quimicos ante un agente quelante, los cuales suelen ser sustancias con la posibilidad de enlazar
iones metalicos polivalentes, con lo que se genera una pérdida de la actividad bioldgica de los
compuestos (137).

Procedimiento
Se realiz6 mediante el método descrito por Gulcin (137), el procedimiento se baso en la preparacion
de una solucién quelante, utilizando como agente de referenciael EDTA a 0.1 My muestras control
con agua desionizada. Se midi6 la actividad quelante del jugo de zarzamora al inicio y final de la
fermentacion, se colocaron 100 pL, 50 pL de una solucién de cloruro férrico y 450 pL de ferrozina,
reposando 10 min se midid la absorbancia en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-
Biotek, software KC Junior, USA) a una longitud de onda 520 nm. Los resultados fueron

expresados en porcentaje, calculado mediante la siguiente ecuacion:
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Ecuacion 3: %Actividad quelante= ((A0-A1)/A0)*100

Donde:
AO= absorbancia de la muestra control

Al= absorbancia de la muestra

6.4.5 Andlisis estadistico

Se realizaron 3 lotes y las determinaciones se hicieron por triplicado (n=9). Los valores de las
variables (pH, acidez titulable, viscosidad, estabilidad, analisis microbioldgico, antioxidantes y
actividad antioxidante) de las muestras se compararon y se estudiaron mediante el andlisis de
varianza (ANOVA) de una via con el paquete estadistico SPSS versiéon 12.0.1, para Windows
(SPSS Inc. Chicago, llinois) y se aplicé el test de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05
para identificar las diferencias significativas entre las variables, ademas se determin6 una T-student

para comparar el inicio y final de fermentacion de cada muestra.
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VIl RESULTADOS

7.1 Confirmacion de pureza de las cepas: etapa 1

Las caracteristicas microscopicas de las cepas se observan en la Figura 2, las cuales consistieron
en cocos (Z2 y A2), bacilos largos (Z1, C1 y la C2) y bacilos cortos (Al, P1 y P2), estas
caracteristicas son de acuerdo a lo esperado.

En latabla 5, se muestran los resultados de tincion Gram, motilidad, pruebas bioguimicas (catalasa)
y fisiologicas mediante tolerancias a diferentes medios (temperatura, pH y NaCl), de las cepas
seleccionadas Z1, Z2, Al, A2, P1, P2, C1y C2. De acuerdo a las pruebas las 8 cepas fueron Gram
positivo y sin motilidad y catalasa negativa.

Las cepas fueron cultivadas a diferentes temperaturas, los resultados mostraron que la mayoria de
las cepas fueron capaces de crecer en todas las condiciones del tratamiento térmico, a excepcion
de la cepa Z1 la cual no creci6 a 15 °C, al igual que las cepas Al y P2 las cuales no crecieron a 50
°C.

Al evaluar la resistencia de crecimiento de todas las cepas en medios acidos y basicos, las cepas
Al, P1, P2, Cly C2, crecieron en todos los medios, mientras que las cepas Z1, Z2 y A2 no fueron
capaces de crecer a un pH de 3.5.

Por ultimo, la tolerancia de crecimiento en medios con diferentes concentraciones de NaCl, se
observo que todas las cepas crecieron al 5 % de NaCl, mientras que a partir de la concentracion de
6.5 % la cepa Z1 no mostrd crecimiento, y al 10 % de NaCl se inhibio el crecimiento de todas las

cepas con excepcion de las A2 y C1.
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Z2 Al A2

Z1

Zarzamora Aguamiel
P1 P2 C1
Pulque Controles +

Figura 5. Caracteristicas morfoldgicas de las cepas (100 X)

Tabla 5. Pruebas morfoldgicas, bioquimicas y fisiologicas de cepas aisladas de
zarzamora, aguamiel y pulque.

Cepas
Prueba Zarzamora Aguamiel Pulque Controles +
Z1 Z2 Al A2 P1 P2 C1 C2
Tincion Gram  (+) . .  ®) (G I C)) (+)
Catalasa () () () () () () () ()
Motilidad () () () () ) () () ()
Temperatura
°C
15 - + + + + + + +
20 + + + + + + + +
30 + + + + + + + +
45 + + + + + + + +
50 + + - + + - + +
pH
35 - - + - + + + +
4.5 + + + + + + + +
55 + + + + + + + +
85 + + + + + + + +
9.6 + + + + + + + +
NaCl %
5 + + + + + + + +
6.5 - + + + + + + +
10 - - - + - - + -

(+): positivo; (-): negativo; +: crecid; -: no crecid
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7.1.1 Identificacion bioquimica

La identificacion bioquimica se realiz6 de acuerdo a la tabla de identificacion de BAL (Figura 14,
Anexos) de la ficha técnica, indicando que las cepas Z1 y Al aisladas de zarzamora y aguamiel,
respectivamente, fueron identificadas como L. plantarum, las cepas Z2 y A2 como P. acidilactici,
la P1 como L. collinoides, la cepa P2 como L. brevis, la C1 se identificé como L. rhamnosus y la

cepa C2 como L. casei (Tabla 6).
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Tabla 6. Identificacion bioquimica de las BAL por los Kits API

Carbohidrato

Testigo

Glicerol

Eritrol

D-arabinosa
L-arabinosa

D-ribosa

D-xilosa

L-xilosa

D-adanitol
Metil-pd-xilopiranosida
D-galactosa

D-glucosa

D-fructosa

D-mamnosa

L-sorbosa

L-rhamnosa

Dulcitol

Inositol

D-manitol

D-sorbitol
Metil-aD-manopiranosida
Metil-aD-glucopiranosida
N-acetilglucosamina
Amigdalina

Arbutina

Esculina citrato férrico
Salicina

D-celobiosa

D-maltosa

D-lactosa (origen bovino)
D-melibiosa
D-sacarosa

D-trehalosa

Inulina

Lugo-Zavrate Liliana

Cepas
Zarzamora Aguamiel Pulque
Z1 Z2 Al A2 P1 P2 C1l C2

- - + - - - - -
- - - - - - + -
+ + - + - + - -
+ + + + + + - +
- + - + + + - -
- - - - - - - +
+ + + + - - + +
+ + + + + + + +
+ + + + + + + +
+ + + + - - + +
- - + - - - - +
- - + - - - - -
- - - - - - + -
- - - - - - + -
+ - + - - - + +
- - + - - - + +
- - + - - - - -
- - + - - - - -
+ + + + + + + +
- - + - - - +

+ - + - - - + +
+ + + + + + + +
+ - + - - - + +
+ + + + - - + +
+ + + + + + - +
+ - + - - - - +
+ - + - - + - -
+ - + - - - - -
+ - + - - - + +
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D-melezitosa

D-rafinosa

Almidon

Glic6geno

Xilitol

Gentiobiosa

D-turanosa

D-lixosa

D-tagatosa

D-fucosa

L-fucosa

D-arabitol

L-arabitol

Gluconato potésico
2-Cetogluconato potasico
5-Cetogluconato potasico
Identificacion

Lugo-Zavrate Liliana

Lactobacillus
plantarum

Pedicocus
acidilactici

+

Lactobacillus
plantarum

+

Pedicoccus
acidilactici

Lactobacillus
collinoides

Lactobacillus
brevis

Lactobacillus
rhamnosus

+

Lactobacillus

casei
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7.1.2 Mutualismo

En el ensayo de mutualismo, se hicieron diferentes combinaciones de 3 BAL distintas. Se
realizaron 17 diferentes mezclas de las cepas estudiadas y una combinacion de los controles
positivo (C1y C2) (Tabla 4).

La seleccién de las mezclas con mutualismo positivo (+/+) se hizo por observacién de las placas
de cultivo después de 24 horas de incubacién. Se considerd que no hubo asociacion entre las BAL
cuando el crecimiento no fue homogéneo, como fue el caso de la mezcla M17 (Figura 7), donde
una de las cepas utilizadas mostro una restriccion en su crecimiento, por lo que esta mezcla fue
descartada ya que no habia una relacion positiva entre las tres cepas.

De las distintas combinaciones, las caracteristicas que se tomaron en cuenta para la seleccion es
gue no existiera inhibicion en al menos una de las cepas y que el crecimiento fuera homogéneo. En
la figura 6, se observan las mezclas M1, M6, M7, M11, M14 y C+, las cuales presentaron mejores
caracteristicas en mutualismo. En las combinaciones se aprecia un crecimiento homogéneo sin
inhibicidn con un crecimiento similar entre cada cepa, por lo cual las mezclas M1, M6, M7, M11,

M14 y C+ fueron las que se utilizaron para los ensayos posteriores.
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M1

M11 M14

Figura 6. Mutualismo de las mezclas de BAL seleccionadas para la inoculacion. M1.:
mezcla de L. plantarum, L. plantarum y P. acidilactici; M6: mezcla de L. brevis, P.
acidilactici y L. plantarum; M7: mezcla de L. collinoides, L. plantarum y L. brevis; M11:
mezcla de L. plantarum, P. acidilactici y L. brevis; M14: mezcla de L. brevis, L. plantarum
y L. plantarum. Las combinaciones indican mutualismo positivo al no observar inibicion
de alguna de las tres cepas. *Mutualismo negativo: se aprecia una franja de inhibicion de
crecimiento.

7.1.3 Confirmacion de presencia estructural por tincién Gram

Después de un crecimiento de 24 horas en caldo MRS de las mezclas seleccionadas (M1, M6, M7,
M11, M14 y C+), se realizo la tincion Gram como método confirmatorio de la presencia de las
BAL inoculadas en cada mezcla (Figura 8). En todas las mezclas, se ubica la estructura que
concuerda a los bacilos largos y cortos, ademas de cocos de cada una de las BAL.
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M6 M7

M14 C+

Figura 7. Tincion Gram de las combinaciones de BAL seleccionadas para la inoculacion.
M1: mezcla de L. plantarum, L. plantarum y P. acidilactici; M6: mezcla de L. brevis, P.
acidilactici y L. plantarum; M7: mezcla de L. collinoides, L. plantarum y L. brevis; M11:
mezcla de L. plantarum, P. acidilactici y L. brevis; M14: mezcla de L. brevis, L. plantarum
y L. plantarum. (100 Xx); las flechas sefialan la cepa segun corresponda, A: cepa 1; B: cepa
2; C: cepa 3.

7.1.4 Cinética de crecimiento

Medir el crecimiento bacteriano, es una técnica fundamental en microbiologia ya que permite
valorar sus aplicaciones y tener métodos de control sobre su crecimiento (138). En la figura 8, se
observa el crecimiento en caldo MRS de las mezclas de BAL que fueron seleccionadas (M1, M6,
M7, M11, M14 y C+). En las primeras dos horas las mezclas de las BAL estuvieron en periodo de
adaptacion, posteriormente a la hora 8 se vio el maximo crecimiento en las mezclas M6, M7, M11
y M14, mientras que la mezcla M1 fue hasta la hora 10. Después, permanecieron en fase
estacionaria hasta terminar el periodo de incubacion (24 h). La mezcla C + tuvo un comportamiento
diferente en comparacion con las demas ya que durante las horas 10 y 12 tuvo un crecimiento
estacionario, seguido del exponencial hasta la hora 24 (Figura 9).

Los valores de la cinética de crecimiento de las mezclas de las BAL se ubican en la Tabla 10
(Anexos). Al inicio del crecimiento, se reportaron recuentos de 6.64 UFC Log/mL en promedio,
comparando las combinaciones, la mezcla de C+ fue la que obtuvo el menor recuento (6.28+0.07
UFC Log/mL) y la M11 fue significativamente mayor (6.90+0.05 UFC Log/mL). En adaptacion
(2 h), las mezclas con mayores valores significativamente fueron las M1, M6, M11 y M14 con un
recuento en promedio de 6.68 UFC Log/mL, las combinaciones M7 y C+ tuvieron los valores
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menores con 6.42+0.02 y 6.35+0.07 UFC Log/mL, respectivamente. Posteriormente a las 8 horas,
las mezclas permanecieron en crecimiento exponencial donde la M6 y M14 tuvieron los recuentos
mas altos con 9.16+0.15 y 9.12+0.01 UFC Log/mL, respectivamente y el C+ fue el de menor
cantidad con 7.71+0.05 UFC Log/mL. Finalmente, a las 24 h los recuentos de todas las mezclas
alcanzaron la UMT, de las cuales el C+ fue mayor significativamente (12.56+£0.02 UFC Log/mL)
en comparacion con las deméas mezclas.

Al comparar cada muestra durante las horas de la cinética de crecimiento, la M14 alcanz6 su
méaximo recuento significativamente a las 8 h, manteniéndose asi sin observarse cambios en las
horas subsecuentes, mientras que en las muestras M7 y M11 fue a la hora 10, en las mezclas M6
se aprecio hasta la hora 12, y la M1y C+ hasta las 24 horas. Considerando el valor minimo (7 UFC
Log/mL) de la UMT que representa un beneficio a la salud (Neffe-Skocinska, 2018), en las
muestras M6, M7, M11 y M14 se alcanz0 a la hora 4, mientras que en la M1 fue a la hora 6 y el

C+ fue hasta las 8 horas.

13-
- M1

124
— -2 M6
e 114
§ - M7
> 107 + MIl1
94 = | .
8 N M14
) -© C+

7

6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Tiempo (h)

Figura 8. Cinética de crecimiento de diferentes combinaciones de BAL
en caldo MRS. M1: Mezcla 1; M6: Mezcla 6; M7: Mezcla 7; M11: Mezcla
11; M14: Mezcla 14; C+: Control positivo; UFC: Unidades Formadoras de
Colonias. n=3.

7.1.5 Calculo del inéculo para el inicio de fermentacion del jugo de zarzamora termoultrasonicado

La inoculacion de las mezclas en el jugo de zarzamora se realizé de acuerdo a el maximo valor de

la UMT (9 UFC Log/mL), en concentraciones iguales para cada una de las BAL, por lo cual se
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determind el crecimiento por 24 h (Tabla 7). L. plantarum de zarzamora fue menor
significativamente con 7.24 UFC Log/mL, mientras que L. plantarum de aguamiel, L. rhamnosus
y L. casei alcanzaron un valor de 9.5 UFC Log/mL, lo cual fue significativamente mayor en
comparacion con las deméas BAL.

A partir de estos resultados se hizo el calculo de indculo necesario por cada BAL (Tabla 8), el cual
debe ser de 3 UFC Log/mL con la finalidad de que entre las 3 cepas cubrieran el valor maximo (9

UFC Log/mL) de la UMT, y fue inoculado de acuerdo al método establecido.

Tabla 7. Recuento de BAL a las 24 horas incubacion en caldo MRS
Zarzamora Aguamiel Pulque C+
BAL L. L. P. .
plantarum plantarum acidilactici rhamnosus
UFC Log/mL  7.24+0.09° 9.55+0.09° 9.17+0.08° 9.31+0.03° 9.56+0.02% 9.55+0.12?

L. brevis L. casei

C+: Control positivo; UFC: Unidades Formadoras de Colonias; BAL: Bacterias Acido Lécticas; #¢
Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras.

Tabla 8. Indculo necesario (mL) de cada BAL* para cubrir la unidad minima terapéutica
para la inoculacién en el jugo termoultrasonicado (10 mL)

Zarzamora Aguamiel Pulque C+
Mezcla/BAL L. L. P. . . .
... L. brevis L. casei
plantarum plantarum acidilactici rhamnosus
M1 0.414 0.314 0.327 - - -
M6 - 0.314 0.327 0.326 - -
M7 0.414 0.314 - 0.326 - -
M11 0.414 - 0.327 0.326 - -
M14 0.414 0.314 - 0.326 - -
C+ - - - - 0.471 0.471

M1: Mezcla 1; M6: Mezcla 6; M7: Mezcla 7; M11: Mezcla 11; M14: Mezcla 14; C+: Control positivo;
- ausencia de inoculo; cada indculo en mL de cada BAL corresponde a 3 UFC Log.

7.2 Evaluacion fisicoguimica durante la fermentacion del jugo de zarzamora: Etapa 2
7.2.1 Cinética de crecimiento durante la fermentacion del jugo

El tratamiento de termoultrasonido permitié obtener un jugo de zarzamora inocuo, sin crecimiento
de mesofilos aerobios y enterobacterias (datos no mostrados), para inocular las mezclas de BAL
seleccionadas de acuerdo con la Tabla 11 y dar inicio a la fermentacidn. Se evalu6 la cinética de

crecimiento por 24 horas, la cual fue de manera irregular, pero se mantuvo lineal, los recuentos en
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promedio al inicio y al final de la fermentacién fueron de 8.17 y 8.34 UFC Log/mL,
respectivamente (Figura 10).

Al comparar el recuento de las mezclas de las BAL durante sus horas de la cinética de crecimiento,
no se mostrd diferencia significativa entre las horas de las mezclas M1, M7, M11 y M14. En la
muestra M6 se observd un mayor recuento (p<0.05) a las 24 horas con respecto a las horas

anteriores y la mezcla C+ se tuvo disminuciones significativas en las horas 4, 8, 12 y 24.

9.5+
-- M1

2 9.0 - M6
S -+ M7
—
2 §.5- - Ml
- - M14
O
L 8.0 o C+

7.5 T T T T T T 1

U
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Figura 9. Cinética de crecimiento de diferentes combinaciones de BAL

en jugo de zarzamora termoultrasonicado. M1: Mezcla 1; M6: Mezcla 6;
M7: Mezcla 7; M11: Mezcla 11; M14: Mezcla 14; C+: Control positivo; UFC:
Unidades Formadoras de Colonias. n= 3

7.2.2 Cambios de pH, acidez y solidos solubles totales durante la fermentacion del jugo de
zarzamora

Durante el proceso fermentativo de 24 horas, se midieron los cambios del pH, porcentaje de acido
lactico y solidos solubles totales de las 5 diferentes mezclas, asi como el C+ y el C- (muestra sin
indculo). Los valores promedio al inicio y al final de pH fueron de entre 3.34-3.45, el porcentaje
de &cido lactico permanecio entre 1.19%- 1.21% Yy de sélidos solubles totales entre 10.61-10.70 °
Brix (Tabla 9).

Al realizar la comparacion de las muestras en cada hora, en las horas 0 y 6 no se observaron
diferencias significativas entre las muestras. La mezcla M1 fue mayor p<0.05, en la hora 2 en
comparacién con las demas, asi como en la hora 4 con las muestras M6, M7, M14y C + y en la
hora 10 con la M6. Al finalizar la fermentacion el C- fue menor significativamente en comparacién
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con las mezclas M6 y M14. Al comparar cada muestra a través de sus horas de fermentacion se
analiz6 un aumento gradual de pH, los valores més altos se presentaron en las ultimas horas, como
en las muestras M11 y M14 al final de la fermentacion, la M1 en las horas 2 y 24, en la M7 a las
12 y 24 horas, mientras que los controles fueron a las 10 horas.

En lo que respecta a el porcentaje de acido lactico entre las mezclas y entre cada hora, en las horas
6 y 10 no hubo cambios significativos, mientras que el C- obtuvo los mayores valores (p<0.05) en
la hora 4 con respecto a la M6 y asi como con las mezclas M1, M6, M7 y M14 en la hora 12. Al
finalizar la fermentacion, los valores mas altos significativamente fueron de la muestra C+, en
comparacion con las demas. A través de las horas de fermentacién, en cada una de las mezclas se
observo variacion, en donde los mas altos porcentajes de acido lactico se obtuvieron a las 12 horas
en todas las mezclas, a excepcion de la mezcla M7 la cual mantuvo sus valores (p>0.05) durante
todo el proceso fermentativo, asi como también la M6 excepto por la hora 2.

Al comparar los sélidos solubles totales en las diferentes mezclas por cada hora, solamente se
apreciaron diferencias significativas en las horas 0 y 4. EI C- y el M6 fueron mayores con respecto
a la M1, M14 y C+ en la hora 0, mientras que en la hora 4, fueron las muestras M1y M14 en
comparacion con la M6 y la M7. En relacion a las muestras durante sus horas de fermentacion, se
aprecio que la mezcla M1, M14, C+y C- presentaron valores similares (p>0.05) en las diferentes

horas, a excepcion de la M1 en la hora cero que mostré el menor.
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Tabla 9. Cambios durante la fermentacion de pH, % &cido lactico y s6lidos solubles totales.

Tiempo (h)

Prueba  Jugo 0 2 4 6 8 10 12 24
M1  3.33+0.04%®8  3.34+0.00*  3.42+0.02"  3.30+0.05%®  3.41+0.012AB  3.37+0.020AB  3.40+0.02°AB 3 45+(.04%cA
M6  3.314#0.028  3.31+0.02'8  3.30+0.01®  3.31+0.028  3.43+0.02AB  354+0.13*A  3.45+0.03®A8  3.52+0.072A
M7  3.40:0.11*4  3.34+0.01°®  3.32+0.02°B  3.43+0.042A8  345+0.02*8  3.43+0.01®"8  350+0.03*A  3.50+0.07%°A
pH M1l 3.35£0.02%  3.31+0.03°C  3.37£0.02%A8C 341+0.06*BC 3.41+0.01%ABC  343+0.04AB 3.41+0.02°A8C 3 46+0,042A
M14 3.34£0.03%C  3.32+0.03°C  3.33x0.01bC  3.34+0.01°C  3.44+0.04%8C  3.47+0.00AB  3.44+0.02%BC  3.50+0.11%A
C+  3.35:0.02®  3.32+0.03"®  3.33+0.01°®  3.37+0.02A8  3.31+0.03®®  3.44+0.03%A  3.37+0.03"AB  3.37+0.02bcAB
C-  3.36x0.00*8  3.34+0.00°8 3.35+0.042AB  334+0.03%®  3.3620.01°A8  3.43+0.02%A  3.35+0.04°AB  3.32+0.04°B
M1  0.97+0.00®  1.13+0.00°C  1.27+0.04®A8  110+0.04?BC  1.16+0.04%BC  1.22+0.08*8C  1.32+0.04%A  1.13+0.00°C
M6  1.2740.04%A  1.11+0.04%8  1.1620.04%48  1.16+0.04248  1.16+0.04PA8  1.24+0.09%8  1.24+0.04°9A8 1 13+0.00"8
% M7 1.2740.12%A  1.20+0.02PA  1.22+40.00%A  1.24+0.09%*  1.1620.04bA  1.27+0.12%A  1.22+0.00%  1.16+0.04bA
Acido M11 1.19+0.09®  1.16+0.04%8  1.27+0.04%AB  124+0.04*48  1.24+0.042A8  132+0.09%8  1.38+0.00%A  1.24+0.04bA8
lactico  M14  1.30£0.08%A  1.11+0.04°C  1.22+0.00°ABC 12240 00%ABC  124+0.042AB 132400424  1.32+0.04%A  1.13+0.00°8C
C+  1.11+0.04%8  127+0.04*8  1.24+0.04%A8  127+0.04*B  135+0.04**  1.35+0.04%*  1.38+0.00%A  1.27+0.12bA8
C-  1.22+0.08%°  1.30+0.00%8C0  1.32+0.04*ABCD 1 24+0.0928C  1.35+0.042ABCD  1.38+0.00%4BC  1.46+0.00°A  1.43+0.042A8
M1  9.40+0.17%®  10.97+0.05%4 11.00+0.00%* 10.73+0.20*4 10.83+0.28°A  10.83+0.28*A 11.00+0.00**  10.87+0.05%
M6  10.97+0.05°A  10.17+0.288  10.07+0.11°8  10.40+0.17*48  10.73+0.11**8 10.40+0.17**B  10.43+0.40*4B 10.67+0.40* B
Sdlidos  \M7  10.83+0.05%48  10.43+0.40%8C  10.00£0.00°C  10.40+0.1728¢  10.10+0.10°C  10.60+0.17#8  10.93+0.11*A  11.00+0.00%A
SO'UtI"eS M11 10.90+0.10%A  10.17+0.28%C  10.87+0.05%A  10.03+0.05°C  10.23+0.25%8C 10.73+0.20%48 10.23+0.25%8C  11.00+0.00°A
t?éariis M14 10.60+0.17°A 10.50+0.30*  10.93+0.11°A  10.27+0.46**  10.70+0.17*A  10.40+0.17**  10.37+0.47°A  10.37+0.23%*
C+ 1050+0.00% 10.97+0.05% 10.27+0.40%°A 10.67+0.57%*  10.60+0.17*  10.60+0.17*A  10.83+0.28**  10.03+0.68%A
C-  11.07#0.11* 10.53+0.57** 10.40+0.69%°A 10.97+0.40**  10.73+0.69%*  10.7320.40**  10.93+0.37*A  11.000.43*A

M1: Mezcla 1; M6: Mezcla 6; M7: Mezcla 7; M11: Mezcla 11; M14
(p<0.05) entre las muestras. A° Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las horas.

Lugo-Zavrate Liliana

: Mezcla 14; C+: Control positivo; ¢ Diferentes letras indican diferencia significativa
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7.2.3 Estabilidad y viscosidad

Los cambios del antes y después de la fermentacion (24 h) sobre estabilidad y viscosidad se aprecia
en la Figura 11. Antes de la fermentacion, se encontraron porcentajes de estabilidad en un rango
de 89.54% - 81.41%, las muestras M14 y C- fueron mayores significativamente con 89.54%z=0.85
y 89.45%+0.77, respectivamente, en comparaciéon con C+, M1y C+. Al finalizar la fermentacion,
la estabilidad tuvo valores de entre 89.38% - 64.01%, las muestras M1y M6 presentaron similares
valores (p>0.05) con alta estabilidad fisica significativamente (85.44% en promedio) en relacién a
las deméas muestras, mientras que la de menor porcentaje fue la mezcla C+ con 64.01%+1.59. Al
comparar cada muestra al inicio y final de la fermentacion, se observé un aumento significativo de
estabilidad en la M1 y disminucién (p<0.05) en las muestras M11, M14, C+y C-.

En lo que respecta a la viscosidad, antes de la fermentacion se reportaron valores de entre 4.13-
5.26 cP, la M1 fue significativamente mas viscosa (5.26 cP+0.05) en relacidon a las otras muestras.
Al terminar el proceso de fermentacion los valores fueron de entre 3.56 cP - 5.46 cP, de los cuales
la M14 fue mayor (p<0.05) con respecto a las demas y las de menor viscosidad fueron la M6 y
M11 con 3.80 cP+0.26 y 3.56 cP+0.20, respectivamente. De acuerdo al inicio y final de la
fermentacion de cada muestra, se reporté un aumento (p<0.05) de viscosidad en la muestra M14 y

disminucidn significativa en M1y M11.
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Figura 10. Estabilidad A) y viscosidad B) de las diferentes mezclas de jugo de zarzamora
fermentado. ¢ Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) antes de la
fermentacion; AP Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) después de la
fermentacion; * Indica diferencia significativa (p<0.05) comparando la propia muestra antes y
después de la fermentacion.
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7.2.4 indice de turbidez y oscurecimiento

El indice de turbidez y oscurecimiento se observa en la Figura 12, en la cual se aprecia que al inicio
de la fermentacion las muestras presentaron valores de entre 0.16-0.20 y al final fueron de 0.19-
0.20 para turbidez, al inicio la mezcla C+ fue la que tuvo alta turbidez significativamente
(0.20+0.00) con respecto a las demas muestras. Al terminar la fermentacion el C+ fue el de mayor
valor al comparar todas las mezclas, a excepcion de las M11 y M14, las cuales fueron similares.
Al relacionar cada una de las muestras al inicio y final de la fermentacion la M1, M14 y C-
presentaron cambios significativos aumentando su turbidez.

En lo que respecta a oscurecimiento, el rango de valores al inicio de la fermentacion fue de 0.98-
1.08 y después de 0.91-1.04. La M11 mostré mayor indice de oscurecimiento significativamente
con 1.08+0.003 en relacién con las demas mezclas, a excepcién de la M1, M6 y C- que tuvieron
un comportamiento similar. Mientras que, al terminar el proceso de fermentacion, la mezcla M1
con 1.03+0.006 tuvo menor indice de oscurecimiento significativamente en relacion a todas las
mezclas. Al final de la fermentacion, se reporto una disminucion en el indice de oscurecimiento de

las mezclas M1y M11, con respecto a los valores finales de cada muestra.
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Figura 11. indice de turbidez A) y oscurecimiento B) de las diferentes mezclas de jugo
de zarzamora fermentado. #9 Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) antes
de la fermentacion; AP Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) después de
la fermentacion. * Indica diferencia significativa (p<0.05) comparando la propia muestra antes
y después de la fermentacion.
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7.3 Evaluacion de las propiedades antioxidantes del jugo de zarzamora fermentado: Etapa 3
7.3.1 Contenido antioxidante

Los resultados de contenido de fenoles totales y antocianinas, determinados al inicio y final de la
fermentacion del jugo de zarzamora se presentan en la figura 12.

Al iniciar la fermentacion, la muestra C- fue la que tuvo mayor contenido de fenoles totales
(247.5348.15 mg EAG/100 mL) significativamente en comparacion con todas las demas, a
excepcion del M11, M14 y C+, no mostrando diferencias (p> 0.05) entre ellas. Al finalizar la
fermentacion, el C- tuvo altas cantidades de fenoles al resto de las muestras con 259.85+5.13 mg
EAG/100 mL. Al comparar el inicio y final de la fermentacion de las propias muestras, se observo
un aumento (p<0.05) en los jugos M14 y C+.

Por otro lado, el contenido de antocianinas antes de iniciar la fermentacion, la muestra M14
presento los valores mas altos (p<0.05) con 44.07+0.43 mg Cy-3-GI/100 mL similar a la M11 con
39.95+2.52 mg Cy-3-GI/100 mL. Despues de la fermentacion, el mayor significativamente fue la
mezcla C+ con 37.01+0.78 mg Cy-3-G1/100 mL y la M1 fue la que tuvo menor contenido con
21.54+1.85 mg Cy-3-GI/100 mL. Se apreci6 una disminucion (p<0.05) en las muestras M1, M11

y M14 entre su contenido inicial y final.
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Figura 12. Contenido antioxidante de las diferentes mezclas de jugo de zarzamora
fermentado. A) fenoles totales; B) antocianinas. ¢ Diferentes letras indican diferencia
significativa (p<0.05) antes de la fermentacion; AP Diferentes letras indican diferencia
significativa (p<0.05) después de la fermentacidn. * Indica diferencia significativa (p<0.05)
comparando la propia muestra antes y después de la fermentacion.
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7.3.2 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante medida por ABTSe+, DPPH++, FRAP y quelante de las diferentes
mezclas se observa en la figura 13.

Antes de iniciar la fermentacion, en ABTSe+ los valores fueron de entre 31.24 y 38.66 mg
EAA/100 mL, los de mayor capacidad fueron las mezclas M1, M6 y M11 (37.98 mg EAA/100 mL,
en promedio) en comparacion con ambos controles, al terminar la fermentacion las muestras fueron
similares (p>0.05) con promedio de 35.23 mg EAA/100 mL, el mismo resultado se obtuvo al
analizar cada muestra al inicio y final de su fermentacion.

En DPPHe+, los resultados fueron de 953.16-1224.83 umol ET/100 mL antes de la fermentacion y
después fue de 1102.33-1272.33 umol ET/100 mL. Todas las mezclas tuvieron altos valores
similares (p>0.05) con 1197.75 umol ET/100 mL en promedio, a excepcion de la M1 y M6.
Después de la fermentacion, la muestra C- presentd mayor capacidad significativamente, actividad
similar se observé en las muestras M6 y M14. La mezcla M6 aumenté (p<0.05) su potencial de
reducir al DPPHe«+ después de la fermentacion con respecto al inicio, mientras que la M11 se vio
disminuida (p<0.05).

Al inicio de la fermentacion en FRAP, se encontraron cantidades de 13.07-14.87 mM E Fe (11)/100
mL y al finalizar fueron de 9.25-14.91 mM E Fe (I11)/100 mL. En la primera medicion al inicio del
proceso fermentativo no se reportaron diferencias significativas entre las muestras. Al final de la
fermentacion, la de baja capacidad (p<0.05) fue en la mezcla M1 con 9.25+£0.15 mM E Fe (11)/100
mL, mientras que las demas tuvieron valores similares (p>0.05). Al inicio y final de la fermentacion
de cada muestra, las mezclas M1y C+ disminuyeron significativamente.

Finalmente, el porcentaje de actividad quelante fue de entre 36.86-46.75% antes del proceso
fermentativo y después fue 46.09-50.62%. La muestra C+ fue la de mejor actividad 46.75+0.27%
significativamente al inicio de la fermentacion y la de menor fue la M6 con 36.86+0.92%. Al
finalizar el proceso, la M1 tuvo mayor porcentaje significativamente (64.64+2.25%) de actividad
quelante. Se observé un aumento (p<0.05) de cada una de las mezclas M1, M6 y M11 al

compararlas con el inicio de su fermentacion.
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Figura 13. Actividad antioxidante de las diferentes mezclas de jugo de zarzamora
fermentado. A) ABTSe+; B) DPPH++; C) FRAP; D) Quelante. ¢ Diferentes letras
indican diferencia significativa (p<0.05) antes de la fermentacion; A-P Diferentes letras indican
diferencia significativa (p<0.05) después de la fermentacion. * Indica diferencia significativa

(p<0.05) comparando la propia muestra antes y después de la fermentacion.

Lugo-Zavrate Liliana

53



VI DISCUSION

8.1 Caracterizacion de microorganismos aislados de aguamiel, pulque y zarzamora: Etapa 1

Anteriormente, las cepas fueron identificadas por Cervantes-Elizarraras (42). En el presente trabajo
se realizé una segunda verificacién mediante una identificacion fenotipica con diferentes pruebas
morfoldgicas, bioguimicas y fisiologicas, asi como una identificacion fenotipica con una galeria de
fermentacion de carbohidratos (AP150 CH y 50 CHL), esto con la finalidad de confirmar su género

lactico

8.1.1 Pruebas morfolégicas, bioquimicas y fisiologicas

En este trabajo se corroboré el género acido lactico de las cepas que resultaron Gram positivo,
motilidad y catalasa negativas, Ringg, et al. y Mohamad, et al. (139,140) indican que estos son
aspectos propios de las BAL. Son Gram positivos por las caracteristicas de su membrana que tiene
afinidad al colorante violeta (141), son organismos inmdviles ya que carecen de cilios y flagelos
(109) y se caracterizan por ser catalasa negativa (142) lo cual promueve la conservacion de
alimentos fermentados por las propiedades antimicrobianas del perdxido de hidrégeno secretado
por las mismas (143). Estas caracteristicas se han observado en estudios sobre la identificacion de
BAL en diferentes fuentes como en un yogurt artesanal (didiah) (144), en queso cheddar, yogurt y
leche de vaca (145), en diferentes muestras de lacteos (146) y de aislados del tracto gastrointestinal
de pollo (147).

En lo que respecta a el crecimiento de las cepas en diferentes condiciones de temperatura, pH,
6smosis, entre otros se consideran un criterio para seleccionar a las BAL como cultivo iniciador y
con caracteristicas probioticas, ya que durante su proceso y durante la digestion las BAL son
sometidas a condiciones extremas (148).

Las cepas Z1 aislada de zarzamora, A2 de aguamiel, P1 de pulque y los controles positivos (C1 y
C2) crecieron en un rango de temperatura de 15 a 50 °C. Bintsis (9), indica que las BAL
generalmente crecen a temperaturas entre 5 y 45 °C. EIl crecimiento de las cepas anteriormente
mencionadas se debe a el mecanismo de termorresistencia y su variacion genética, que consiste en
proteinas especificas (149), a temperaturas altas intervienen las proteinas de choque térmico (Hsp),
por ejemplo las Hsp40, y enzimas como fosfoenolpiruvato, fosfoenoltransferasa, encargadas de

fosforilar a las Hsp presentes para ejercer su funcion (150,151), y a temperaturas bajas las proteinas
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de choque frio (cspC, cspL y cspP), ademas del aumento de acidos grasos insaturados y
ramificacion del metilo de la membrana generando mayor fluidez, estos efectos promueven la
supervivencia (152,153). El crecimiento de las BAL prospera cuando superan los efectos como la
baja replicacion o metabolismo disminuido ocasionado por un medio que causa estrés a
microorganismo (153).

Algunas BAL pueden no crecer a temperaturas altas como las cepas Al aislada de aguamiel y P2
de pulque o a bajas temperaturas como la Z1. Lo cual podria deberse a la lenta respuesta sobre la
sintesis de proteinas de choque ante el estrés, ocasionando desnaturalizacion de las proteinas y
posterior agregacion, o la desestabilizacion de macromoléculas como los ribosomas y ARN
(154,155). Mientras que el comportamiento de la cepa Z1, se puede atribuir a que el metabolismo
de las BAL se ve disminuido, asi como la baja fluidez de la membrana, menor traduccion,
transcripcion y replicacion del ADN, por lo cual la sintesis de proteinas de choque frio es més baja,
en comparacién con las demas que pudieron tener un periodo de adaptacién mas rapido (155).
Igualmente se ha reportado que a temperaturas bajas los acidos grasos de la membrana se cristalizan
disminuyendo la fluidez, pero su composicion tiene un papel importante sobre ese pardmetro en
las BAL, se ha indicado que la relacién de &cidos grasos insaturados/saturados como mayor
insaturaciones o ramificaciones mantienen en buen estado y con fluidez a la membrana, este
proceso varia segun la composicion de la membrana de cada cepa de BAL (156), como en L.
helveticus y L. sanfranciscensis que reportaron mayor resistencia a temperaturas bajas por su
composicion de acidos grasos, ademas se observé diferencia significativa en la proporcion de estos
compuestos en la membrana de cada cepa (157).

El crecimiento en medios &cidos (3.5, 4.5 y 5.5) y bésicos (8.5 y 9.6) se observé en las cepas Al,
P1, P2, C1 y C2, mientras que las cepas Z1y Z2 y A2 se vieron afectadas a pH acidos. ElI pH
Optimo de crecimiento de las BAL es de 5.5 a 6.5 (9), donde la baja acidez afecta su desarrollo
(158) sin embargo es un factor crucial de los probiéticos ya que deben sobrevivir el paso por el
tracto gastrointestinal (148).

El dafio celular ocasionado por un pH bajo por debajo del 6ptimo, puede disminuir por diferentes
mecanismos como la homeostasis, integridad y fluidez de la membrana, su regulacion metabdlica
y reparacion de macromoléculas (159). Mantener la homeostasis es el principal mecanismo, en este
proceso intervienen sistemas de transporte como las ATPasa de translocacion de protones (160)
que permite la desviacion de protones al exterior (161). Cuando el pH del ambiente es bajo y
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constante, las bacterias gastan elevadas cantidades de energia para mantener un pH intracelular
neutro restringiendo el crecimiento y metabolismo (162), cuando se llega a un pH extracelular méas
bajo, el pH intracelular desciende rapidamente resultando en dafio a las proteinas y ADN para que
finalmente la célula muera (163). Otro de los compuestos que se ven modificados a un pH bajo son
los acidos grasos de la membrana de las BAL, se observa una disminucion de &cidos grasos
insaturados / &cidos grasos saturados y un aumento de acidos grasos ciclicos ocasionando rigidez
(156). Los mecanismos anteriormente descritos promueven la supervivencia de las cepas en
diferentes pH, sin embargo, son diferentes en cada BAL es por ello la variacion de resistencia
(159).

Posteriormente las cepas se expusieron a concentraciones de 5.0, 6.5 y 10% de NaCl con el
propdsito de conocer su crecimiento en estrés osmotico. Las cepas de zarzamora (Z1 y Z2),
aguamiel (Aly A2) y pulque (P1y P2) crecieron a concentraciones de 5y 6.5% de NacCl, y al
aumentar a 10% se vio afectado su desarrollo. Se ha determinado que las BAL logran crecer en
medios de hasta 10% de NaCl (164), y puede deberse a mecanismos que las protegen del estrés
osmotico, como el ajuste a la osmolalidad intracelular mediante la absorcion del soluto compatible
o la sintesis del mismo para mantener un equilibrio (148), otro de los mecanismos es la produccion
de proteinas de la capa superficial (capa S) como SIpA y SlpX de algunas bacterias, esta capa esta
adherida a la membrana en el péptido glicano es la encargada de la proteccion a la célula (165),
como L. acidophilus que en estrés osmoético aumenta hasta en un 40%, y es una forma de
contrarrestar la fragilidad por la disminucion del espesor y componentes de la membrana de las
BAL que no tienen capa superficial (166). La disminucion de crecimiento de las cepas es mas
notorio cuando la concentracion de NaCl aumenta, este comportamiento se observé en las cepas
del presente estudio, asi como en BAL del género Lactobacillus y Pediococcus aisladas de
intestinos de pollo (167). Esto se puede atribuir a que el estrés osmético disminuye el crecimiento
y la supervivencia afectando el metabolismo de las BAL (168), o por la ausencia de la capa S como
es el caso de L. casei que ocasiona menor resistencia de las cepas (166). Es de conocimiento que
el crecimiento en medios de cultivo con diferentes concentraciones de NaCl depende del tipo de
cepa (169), como en aislados de papaya, repollo y tomate, donde se reportd el crecimiento de
diferentes Lactobacillus al 5y 8 % de NaCl (170).

Cabe destacar que las cepas utilizadas en el presente estudio, anteriormente fueron evaluadas en
condiciones gastricas (pH 2 y sales biliares), de las cuales se observd una tasa de sobrevivencia
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mayor al 50%, presentaron susceptibilidad a antibiéticos como la amoxicilina, amicacina,
gentamicina, entre otros y se observo actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Helicobacter pylori (42,48) sin embargo, también el crecimiento y tolerancia a
medios extremos como temperatura, pH y NaCl, los cuales fueron realizados en el presente estudio,
son algunos de los criterios a evaluar a las BAL para considerarse como probidticos (148). Ademas,
estos dos ultimos criterios son usados regularmente como condiciones selectivas de las BAL en el

procesamiento industrial (170).

8.1.2 Identificacion bioquimica de las cepas: Fermentacion con galeria de carbohidratos

Las BAL identificadas fenotipicamente fueron L. plantarum, P. acidilactici, L. collinoides, L.
brevis, L. rhamnosus y L. casei, mediante los Kits API, los cuales son una fuente fiable para la
identificacion bacteriana. Esta identificacion coincide con el estudio previamente realizado en PCR
de las mismas cepas por Cervantes-Elizarraras et al. (42), excepto las cepas de zarzamora Z24-1y
la de pulque P24-6 identificadas como L. plantarum, mientras que en este trabajo fueron
identificadas como P. acidilactici y L. collinoides, respectivamente.

Sin embargo, en otros estudios se realizd este método de identificacion bioquimica y una
confirmacion con métodos moleculares como PCR y secuenciacion génica con RNA, por ejemplo,
en un aislado de productos fermentados donde encontraron a L. plantarum, P. acidilactici, L.
pentosaceus, entre otras (171), también se han identificado BAL del género Pediococcus de un
pescado fermentado (jambal roti) (172) y en aislados de camardn gigante se identificé a L.
plantarum (140).

8.2 Caracterizacion del cultivo iniciador para la fermentacion del jugo de zarzamora

Posterior a la identificacion de las cepas como BAL, se realizaron ensayos de mutualismo, cinéticas
de crecimiento por 24 h y recuento en placa. Los ensayos se realizaron para determinar el calculo

del in6culo necesario para iniciar la fermentacion del jugo de zarzamora termoultrasonicado.

8.2.1 Mutualismo
En el presente estudio, las mezclas M1 (L. plantarum, L. plantarum y P. acidilactici), M6 (L.
brevis, P. acidilactici y L. plantarum), M7 (L. plantarum, L.plantarum y L. brevis), M11 (L.
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plantarum, P. acidilactici y L. brevis), M14 (L. brevis, L. plantarum y L.plantarum) y C+ (L.
rhamnosus y L. casei), fueron las que cumplieron con una relacion positiva. Se sabe que los
consorcios de BAL que tienen buena relacion, fomentan la conversion de sustratos, mejoran la
biotransformacion y se aprovechan los productos finales de la fermentacion de cada una de las
cepas, mediante el intercambio de nutrientes (alimentacién cruzada) (173).

El mutualismo indica que todos los microorganismos que estén en contacto se benefician por su
mayor resistencia a flora patogena (50), las interacciones entre BAL son poco descritas a excepcion
del cultivo para yogurt (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus)
(174), pero se sabe que las BAL forman buenas relaciones como las observadas en el presente
estudio.

Las BAL del género Lactobacillus son exigentes en medios con aminoacidos, péptidos,
nucledtidos, vitaminas, minerales, acidos grasos y carbohidratos (175) y las del género
Pediococcus utilizan carbohidratos, proteinas, aminoacidos, nucleétidos y vitaminas, exigiendo la
mayoria de aminoacidos disponibles del medio donde crecen. Los componentes alimentarios
necesarios para las cepas estan contenidos en el medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) utilizado en
el presente estudio, lo cual permitié que no hubiera competencia por alimento y se observara una
relacion positiva.

Como se mencion0 anteriormente, la biotransformacion de compuestos durante la fermentacion
son aprovechados por otro microorganismo del consorcio, por ejemplo el mutualismo que se
observo en la mezcla M1 que esta compuesta por P. acidilactici, este se caracteriza por presentar
una actividad proteolitica liberando aminoécidos (176), los cuales pueden ser utilizados por L.
plantarum, ademas de otros compuestos liberados al medio como los carbohidratos y vitaminas
(177). Lo anteriormente mencionado pudo haber sucedido en la mezcla M6 y M11, ya que las
combinaciones tienen cepas de P. acidilactici y 2 del género Lactobacillus.

Mientras que en las mezclas que solo estdn compuestas por BAL del género Lactobacillus (M7,
M14 y C+), se sabe que utilizan como alimento preferencial a los carbohidratos como las hexosas
(generalmente glucosa) principalmente metabolizada por la via Embden-Meyerhof-Parnas, este
proceso tiene como metabolito final el cido lactico (177), otras de las vias metabdlicas principales
en la fermentacién son la protedlisis y la lipolisis, la via proteolitica es muy débil en algunas BAL,

sin embargo, degrada las proteinas con el objetivo de liberar aminoacidos que intervienen en la
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sobrevivencia de los microorganismos (178). Por todo lo anterior, se sugiere que las BAL de las
mezclas utilizaron los nutrientes disponibles permitiendo el mutualismo.

En las mezclas M2, M3, M4, M5, M8, entre otras, en las cuales no se observo mutualismo de las
BAL, puede deberse a la formacion y posterior sensibilidad de compuestos antimicrobianos como
el acido lactico o las bacteriocinas que pueden actuar contra bacterias de su mismo género, y verse
obstaculizada la formacion de consorcios estables (179). La sintesis de bacteriocinas esta regulada
por péptidos inductores (180), su expresion esta dada por sistemas de dos y tres componentes o por
si sola (181), su mecanismo de accién puede requerir de receptores para su acoplamiento en la
membrana como el lipido 11 0 manosa permeasa (182), generando la inhibicion sobre la sintesis de
peptidoglicanos (183) o promoviendo la formacidn de poros en la membrana que permite la pérdida
del citoplasma y por ultimo la muerte celular (184).

Lo descrito anteriormente indica algunos de los mecanismos por los cuales las bacteriocinas
pudieron impedir el mutualismo, un ejemplo en el presente estudio podria ser la mezcla M2 que
estd compuesta por dos cepas de L. plantarum y una de L. collinoides, la primera durante su
crecimiento produce bacteriocinas como la plantaricina y la SLG10 que tiene efectos contra
bacterias Gram positivas y negativas (185), mientras que en L. collinoides se ha demostrado la
sintesis de reuterina, pero en esta cepa la bacteriocina es sensible a la descomposicion por
oxidoreductasas a 1,3-propanodiol convirtiéndose en agua y dioxido de carbono (186), por lo cual
el L. plantarum posiblemente tuvo mayores posibilidades de sobrevivencia en esta mezcla.

Por otro lado, los efectos bacteriostaticos o bactericidas de las bacterias se pueden evadir mediante
mecanismos de resistencia como la neutralizacion de la carga negativa de la pared celular por el
acido teicoico (187), su sintesis en bacterias Gram positivas depende de cuatro proteinas del operdn
DIt (DIt A-D) y su inactivacion genera sensibilidad a las bacteriocinas (188), este comportamiento
se ha observado en L. rhamnosus (189), el cual es parte de la mezcla C+. Otro de los mecanismos
es la modificacion de los fosfolipidos anionicos con L-lisina para producir lisilfosfatidilglicerol
(fosfolipido basico), impartiendo una carga positiva a la membrana, este efecto permite a la bacteria
protegerse del efecto de las bacteriocinas (189,190). Estos mecanismos pudieron haber sucedido
en las mezclas que presentaron mutualismo (M1, M6, M7, M11, M14 y C+).

Las relaciones positivas de los consorcios estables en los alimentos fermentados tienen mayor
importancia al ser consumidos por el ser humano por sus efectos benéficos en la salud (propiedades
antimicrobianas, control de diarrea, reduccion de colesterol, estimulacion del sistema inmune, entre
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otras), ya que una relacion negativa puede llegar a generar disbiosis en la microbiota intestinal, que
puede resultar en procesos patologicos como diabetes y obesidad (191), uno de los mecanismos
por los cuales se ven fortalecidos los consorcios microbianos son la alimentacion cruzada
(173,192), es por ello que el mutualismo influye en la dindmica de ecosistemas microbianos como
el del intestino (193). En un estudio evaluaron la alimentacion cruzada de Acetobacter fabarum y
Lactobacillus brevis aisladas del intestino de Drosophila (moscas de fruta), observando que el L.
brevis codifica a piruvato fosfato dikinasa, enzima que cataliza piruvato en fosfoenolpiruvato, esta
enzima es necesaria para la A. fabarum ya que se alimenta de una fuente diferente a glucosa,
posteriormente las bacterias fueron reinoculadas en cocultivo y monocultivo, observando que las
moscas con ambas bacterias tuvieron un aumento en la densidad bacteriana y menor almacén de
triglicéridos (192).

8.2.2 Cinética de crecimiento

El crecimiento de las mezclas de BAL fue de manera similar, permanecieron las dos primeras horas
en periodo de latencia, posterior a un crecimiento exponencial hasta la hora 8 y permaneciendo en
crecimiento estacionario hasta la hora 24, presentaron recuentos de inicio a final de la incubacion
de 6.64 y 9.70 UFC Log10/mL, respectivamente (Figura 8). No hay estudios que reporten el
crecimiento de mezclas de BAL en medio MRS, sin embargo, en este estudio se utilizé con el
objetivo de conocer su comportamiento de las mezclas en este medio, ademas de obtener la Unidad
Minima Terapéutica (UMT).

En el crecimiento de 12 cepas diferentes de BAL entre ellas P. pentosaceus, L. lactis, L. plantarum,
se reportd que en las primeras dos horas los microorganismos permanecieron en fase de latencia,
mientras que la fase exponencial fue hasta la hora 8 (194), esto mismo se observé en el presente
trabajo. Mientras que otros estudios difieren, como en L. paracasei y S. thermophillus, donde el
crecimiento en latencia se extendié a 7.39 y 5.50 horas, respectivamente (195) y L. plantarum
permanecid 5 h en latencia, hasta las 22 horas se detuvo el crecimiento exponencial e inici6 la fase
estacionaria (196).

En lo que respecta al crecimiento alcanzado (24 h) de las mezclas de BAL, valores similares se
observaron en P. pentosaceus y en L. lactis en su forma individual, con un recuento maximo de 9.4
UFC Logl0/mL y en W. cibaria de 9.8 UFC Log10/mL (194). Mientras que menores valores se
observaron en L. plantarum, L. brevis, L. paracasei, L. fermentum y L. pentosus, en su forma
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individual ya que su carga final fue alrededor de 8.4 UFC Log/mL (197). Un recuento maximo de
9 UFC Log/mL en P. pentosaceus aislado de palma datilera se reportd en mayor tiempo de
incubacion (29 h), mientras que en Leuconostoc citreum, Leuconostoc mesenteroides y
Leuconostoc pseudo-mesenteroides, aisladas de salchichas de carne bovina 'y pavo, y leche de vaca,
respectivamente, fue hasta las 34 h (198). La carga final observada en el presente estudio promueve

un ecosistema equilibrado en la microbiota con respecto a los microorganismos patogenos (199).

8.2.3 Cultivo iniciador para la fermentacién del jugo de zarzamora termoultrasonicado

Estudios utilizaron la misma concentracion de indculo inicial referente a la UMT (9 UFC Log/mL)
utilizada en el presente estudio (Tabla 10 y 11). Como en jugo de manzana fermentado con una
mezcla de L. acidophilus, L. plantarum, L. rhamnosus y L. casei (200), en un jugo elaborado con
diferentes clases de manzana inoculado con una mezcla que consistia en L. acidophilus, L.
plantarum y L. fermentum (201) y en un jugo de mora fermentado con L. plantarum (202).

Las BAL tienen interacciones seguras con el organismo humano, promueve la restauracion de la
microbiota, control metabdlico, entre otros (203). La inoculacion de acuerdo a la UMT (9 UFC
Log/mL) ha demostrado tener efectos benéficos al huésped, en enfermedades como diarrea, colitis,
cancer, entre otras (14), como es el caso de la suplementacion de L. rhamnosus en ratones con
diabetes mellitus y con obesidad, se reportaron efectos hipoglucémicos y se regularon los niveles
de lipidos en sangre, estos efectos se atribuyen a la produccion de &cidos grasos de cadena corta
por las BAL (204).

8.3 Evaluacion del jugo fermentado: Etapa 2

Después del calculo del indculo necesario para iniciar la fermentacion, se procedié a medir la
cinética de crecimiento de las mezclas de BAL en el jugo de zarzamora, ademas de diferentes
parametros fisicos y antioxidantes durante la fermentacion, para conocer los cambios ocurridos

durante el proceso por las BAL.

8.3.1 Cinética de crecimiento en el jugo
El crecimiento de las mezclas de BAL durante la fermentacion en el jugo de zarzamora
termoultrasonicado tuvieron un comportamiento lineal, excepto por la M6 y C+. En un jugo de
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higo, el crecimiento de L. casei, L. delbrueckii y L. plantarum inoculadas de manera individual, se
mantuvo o disminuyd su crecimiento durante las primeras 24 horas (205), al igual que las mezclas
M1, M7, M11 y M14 que se estudiaron en el presente trabajo. Lo analizado en la muestra C +
difiere con lo reportado en jugo de betabel fermentado con L. casei, ya que tuvieron un aumento
sobre el conteo bacteriano a las 24 horas (119).

Mientras que el recuento final de todas las mezclas a excepcion del C+, se mantuvieron en el valor
medio de la UMT (8 UFC Log10/mL), observando un aumento de 1 UFC en la mezcla M6. Un
estudio report6 valores similares a la muestra M6 de este estudio, con una mezcla de L. plantarum,
L. spicheri y L. reuteri inoculada en jugos de cereza y brécoli, en donde hubo un aumento de 1y
1.5 UFC Log/mL, respectivamente, con respecto al recuento inicial (206), mientras que en jugo de
manzana con L. acidophilus, L. plantarum, L. rhamnosus y L. casei, mostraron un recuento final
menor de 6.5-7.8 UFC Log/mL (200).

Algunos de los factores por los cuales el crecimiento de las BAL se puede ver afectado durante la
fermentacion, puede ser el tamario del inoculo, ya que regularmente estos microorganismos crecen
a un maximo de 8 a 9 UFC Log/g (199), igualmente la produccion de acido lactico durante la
fermentacion, ya que cuando llega a un limite soportable, el cual depende de cada cepa, este se
disocia en el citoplasma, iniciando la fase de crecimiento estacionario (207,208). Otro factor
limitante es el pH &cido inicial del medio de fermentacidn, como en un jugo de anacardo que inicio
con un pH menor a 4 (99), esta misma caracteristica se observé en el jugo de zarzamora (pH: 3.0-
3.33) utilizado en el presente trabajo.

Algunos productos fermentados, independientemente de su origen vegetal o animal, son alimentos
que pueden tener BAL nativas o inoculadas, que al ser consumidos tienen influencia positiva en el
huesped (199), al estar relacionadas con el microbioma intestinal (209), sus efectos son mayores

cuando son consumidas vivas (210), por ello la importancia de mantener un recuento alto de BAL.

8.3.2 pH, porcentaje de &cido lactico y sdlidos solubles totales

Los valores iniciales de pH aumentaron y el porcentaje de acido lactico se mantuvo con respecto a
la hora cero, y en solidos solubles totales no hubo cambios significativos en todas las mezclas a
excepcion de la M1, M7 y M11 que presentaron variaciones durante las horas de analisis.

Usualmente durante la fermentacion, el pH disminuye y el &cido lactico aumenta, comportamientos
diferentes se apreciaron en este trabajo en relacién a otras matrices, como en jugos de azafran,
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manzana y de uva (200,211,212), lo cual podria deberse al pH inicial cido del jugo de zarzamora,
ya que el crecimiento de las BAL en medios acidos se ve obstaculizado, es decir el microorganismo
restringe, su crecimiento y metabolismo dando prioridad a mantener la homeostasis mediante un
pH intracelular neutro(159,162).

En lo que respecta a los solidos solubles las muestras M1, M7 y M11 tuvieron minimos cambios,
esto mismo se estudios se reporta en jugo de manzana fermentado con L. plantarum el cual
disminuyd 1° Brix a las 24 horas (213), al igual que en otro jugo de pifia fermentado con L.
fermentum y L. plantarum (214), mientras que en jugo de granada fermentado con L. plantarum,
después de 15 dias se observo una disminucion de 0.25° Brix iniciando con 12.22°Brix (215). Estos
minimos cambios, pueden deberse a un equilibrio entre el consumo de azlcares fermentables y la

produccion de acidos como el lactico (216).

8.3.3 Estabilidad y viscosidad

Durante la fermentacién del jugo de zarzamora se evaluaron los cambios de estabilidad y
viscosidad al inicio y final. La estabilidad se vio disminuida en las muestras M11, M14, C+y C-,
la M1 aument6 y la M6 se mantuvo. Mientras que la viscosidad de los jugos M1y M11 se vio
disminuida y aumenté en la M14.

Al inicio de la fermentacion en viscosidad, la M1 fue mas alta significativamente en comparacion
con el jugo C-, asi como a las demas muestras, esto pudo deberse al mayor contenido de sélidos,
como lo reportado en jugo de mango fermentado con una combinacion de L. bulgaricus, S.
thermophilus y L. plantarum en relacion a su control (217). Por otro lado, al final de la fermentacion
se observo un comportamiento similar en las muestras M1 y C+ en comparacion con el C-, esto
mismo sucedio en jugo de azafran con Lactococcus lactis, L. plantarum y L. brevis inoculadas de
forma individual (211). El aumento o disminucion de la estabilidad y viscosidad en los jugos se
define por el tamafio de particula y contenido de solidos (218). Asi como la sintesis de
exopolisacaridos (219,220), que depende de las fuentes de nitrogeno, fésforo o azufre y
carbohidratos como la sacarosa o fructosa (221), al igual que el tiempo, la temperatura, y el tipo de
cepa (222). Como L. brevis que sintetiza el homopolisacarido «-D-glucano por medio de glucosa
(223), mientras que L. plantarum produce el heteropolisacarido compuesto a partir de manosa,

galactosa y glucosa (224).
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La sintesis de exopolisacaridos por BAL ha demostrado que en los jugos modifica la viscosidad y
algunos otros parametros relacionados como la estabilidad (225), como en jugo de tomate
fermentado con W. cibaria/confusa, el cual aument6 su viscosidad (49), en jugo de litchi con L.
casei, aumenta la viscosidad a consecuencia del contenido de fructosa (226), al igual que en jugo
de azafran fermentado con Lactococcus lactis (211), este comportamiento pudo haber ocurrido en

la muestra M14 con el aumento de viscosidad y disminucién de estabilidad.

8.3.4 Turbidez y oscurecimiento

El indice de turbidez después de la fermentacion se vio aumentado significativamente con respecto
a antes de la fermentacion en las muestras M1, M6, M14, y C-.

Son pocos los estudios que determinan el indice de turbidez en jugos fermentados, sin embargo en
un estudio sobre un modelo de jugo frutal fermentado con L. rhamnosus, B. lactis y L. paracasei
en su forma individual, mostraron valores en promedio de 0.06, indicando que su turbidez aumento
con respecto al valor inicial lo que puede estar relacionado con los productos de la lisis o el
crecimiento bacteriano (227), estos valores difieren con las muestras evaluadas en el presente
estudio, ya que en promedio obtuvieron una turbidez de 0.19, lo cual puede deberse a un mayor
contenido de particulas, ya que la turbidez esté definida por la reduccion de la transparencia por la
presencia de particulas disueltas en el liquido (127), como células, proteinas y polifenoles, o la
unién de los dos ultimos por puentes de hidrdgeno (228).

Mientras que en un estudio con jugo de tomate fermentado con Saccharomyces cerevisiae, tuvo
una disminucion de turbidez a las 24 h, sugiriendo un cambio en el estado de agregacién de las
particulas pequefias que forman particulas mas grandes (229), este comportamiento difiere con las
muestras M1, M6 y M14 ya que su turbidez se vio aumentada con respecto al inicio de la
fermentacion, esto puede deberse a una mayor fraccion de particulas disueltas en el medio no
precipitan durante la centrifugacion, generando el aumento de la turbidez (230).

En lo que respecta a el indice de oscurecimiento, las muestras M6, M14, C+y C- mantuvieron sus
valores, al compararlas con el inicio de la fermentacion y las mezclas M1 y M11 presentaron una
disminucion. Se apreciaron valores en promedio de 1.007 en todas las muestras analizadas después
de la fermentacion, esto no coincide con lo reportado en vino de naranja obtenido de una

fermentacion espontanea que obtuvo un valor de 0.19, ademas observaron que este indice se ve
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aumentado por el contenido de acido ascorbico, la temperatura de almacenamiento y el tiempo
(231).

El comportamiento de las muestras M1 y M11 sobre la disminucidn significativa del indice de
oscurecimiento después de la fermentacion con respecto a los valores iniciales, también fue
reportado en jugo de pera tostada fermentada con L. acidophillus indicando que la mejora del
pardeamiento puede deberse a la produccion y liberacion de metabolitos con alta actividad
antioxidante o a la degradacién de compuestos que producen pardeamiento como la polifenol
oxidasa (232).

8.3.5 Contenido antioxidante: Etapa 3

Las muestras M14 y C+ presentaron un aumento sobre el contenido de fenoles totales con respecto
al inicio de la fermentacion. Las mezclas que tuvieron mayor concentracion de antocianinas antes
de la fermentacion fueron M11y M14 y después fue la muestra C+.

Estudios han reportado un aumento de compuestos fenolicos después del proceso de fermentacion
como en jugos de hetian y azufaifa fermentados con L. acidophilus, L. casei, L. helveticus y L.
paracasei, en su forma individual (233), asi como en jugo de arandano fermentado con L.
plantarum y L fermentum en su forma individual (234) y en jugo de mango fermentado con mezcla
de L. bulgaricus, S. thermophillus y L. plantarum (217), este comportamiento se reportd en el
presente estudio en las muestras M 14 y C+. Esto se puede atribuir a las enzimas a-D-galactosidasa
y B-D-glucosidasa de las cepas que hidrolizan compuestos fendlicos en formas méas simples
(235,236), como es el caso de L. plantarum que fue utilizado en las mezclas M14, esta cepa tiene
la capacidad de desglicosilar fendlicos glicosilados y liberar fenoles solubles ligados o insolubles
de la pared celular vegetal (237). Por otro lado, en jugo de satco fermentado con L. rhamnosus se
indujo un aumento de compuestos fendlicos (100), como en la muestra C+, que fue inoculada con
L. casei y L. rhamnosus, en donde se observo mayor concentracién de fenoles en relacion con las
demas muestras. Mientras que en las muestras M1, M6 y M11, se pudo apreciar que no hubo un
aumento de fenoles, este se mantuvo estable, posiblemente durante la fermentacion los
microorganismos liberan los fenoles, sin embargo los mismos generan su descarboxilacién como
es el caso de los acidos cafeico, p-cumarico y ferulico en vinilcatecol, p-vinilfenol y vinilguayacol,
respectivamente, o su reduccion en 4&cidos dihidrocafeico, floreético y dihidroferulico,
respectivamente (238), asi como la despolimerizacion de estos compuestos macromoleculares o su
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conversion a compuestos individuales (96), como el aumento de taninos condensados y
disminucion de taninos hidrolizables (acido galico) reportado en jugo de anacardo fermentado con
L. plantarum, L. casei y L. acidophilus (99), igualmente se sabe que en ausencia de aceptores de
electrones en el medio de fermentacion, las BAL reducen a los fenoles para obtener NAD
otorgando una ventaja energética (239).

Después de la fermentacion, la muestra C- tuvo mayor concentracion de fenoles totales en
comparacién con todas las mezclas, excepto el C+, esto difiere con lo reportado en jugo de salco
fermentado con L. plantarum, L. casei y L. rhamnosus, en su forma individual, los cuales tuvieron
mayor contenido de fenoles que el jugo sin indculo (100).

En lo que respecta al contenido de antocianinas, este se vio disminuido después de la fermentacion
en las muestras M1, M11y M14, en relacion al inicio de la fermentacion. Esto también se observé
en jugo de ardndano fermentado con diferentes cepas de L. fermentum y L. plantarum, en su forma
individual y en jugo de azafran fermentado con L. casei, L. plantarum y L. brevis, inoculados
individualmente (211), este efecto se debe a la participacion de la B-glucosidasa que degrada a los
B-glucosidos de las antocianinas vegetales por los microorganismos (239,240) como lo reportado
por D’Incecco (241) en jugo de uva fermentado con Oenococcus oeni. La disminucion de
antocianinas glicosiladas resulta en un aumento de agliconas (antocianidina), la cual esta libre de
carbohidratos por haber sido utilizada como sustrato por las BAL (242).

La mezcla C +, conservo su contenido en antocianinas con respecto al inicio de la fermentacion,
esto se puede atribuir al pH ligeramente mas bajo obtenido, ya que Kwaw et al., (96) en jugo de
mora fermentado con L. plantarum, L acidophilus y L. paracasei indicé que un pH &cido tiene un
efecto protector hacia las antocianinas. lgualmente pudo deberse a la baja actividad enzimatica,
como lo reportado por Avila, et al., (240) en L. casei indicando que la actividad de B-glucosidasa
es mayor después de las 24 h, por lo cual en este tiempo no hubo una degradacion significativa de
glucosidos de malvidina y delfinidina.

8.3.6 Actividad antioxidante

Al comparar la actividad antioxidante, en ABTSe+ no se observaron diferencias significativas al
final de la fermentacion con respecto al inicio, mientras que en DPPHe+ la muestra M6 present6
un aumento (p<0.05) y la M11 disminuy6. Estudios reportan un aumento de eliminacién de los

radicales ABTSe+ y DPPHe+, como en jugo de manzana fermentado con L. plantarum, atribuido
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a la actividad de la cepa sobre los cambios inducidos en el perfil fendlico (243), mientras que Ayed.
Abid y Hamdi (244) lo atribuyen al tiempo de fermentacion, a los sustratos utilizados, la microbiota
y los metabolitos producidos en jugo de uva roja fermentado con el consorcio de kombucha (L.
plantarum, L. lactis, Saccharomyces, Acetobacter xylinus, entre otras). Estos resultados no
coinciden con lo observado en las muestras del presente estudio a excepcion de la M6 en el método
de DPPHe+, donde se reportd un aumento significativo después de la fermentacion.

En la actividad antioxidante medida por FRAP, la M1y C + disminuyeron y las muestras M6, M11
y M14 mantuvieron sus valores, esto difiere con el aumento reportado en un jugo de pifia
fermentado con L. acidophillus y L. plantarum (245) y en jugos de arandano inoculado con 4 cepas
de L. plantarum y 5 de L. fermentum de manera individual, este efecto se justifica por el aumento
de compuestos antioxidantes como los fenoles que de igual manera se vieron aumentados (234).
En un jugo de albaricoque fermentado con monocultivos de B. lactis, L. casei y L. acidophillus y
cocultivos (B. lactis y L. casei; B. lactis y L. acidophilus) se demostré que la actividad antioxidante
por FRAP, depende mayormente del tipo de cepa que se utiliza para la fermentacion y no se ve
afectada ya sea por monocultivos o cocultivos (4).

Por otro lado, la actividad quelante en las muestras M1, M6, M11 y M14 se observé un aumento
(p<0.05) de 53.06% en promedio, estos valores fueron mayores a los reportados en jugo de granada
fermentado con granos de kéfir con 50.76% (246).

En general, la actividad antioxidante en productos fermentados puede deberse a los diferentes
cambios ocurridos durante el proceso como, el aumento de compuestos antioxidantes como el
contenido de fenoles totales (247) o antocianinas (248), la produccion de metabolitos con actividad
antioxidante como glutation, butirato, folato, entre otros (249), o al tiempo de fermentacién (244),
al efecto sinérgico de varios compuestos como la unién de la fraccion flavonoide y &cidos fenolicos
(250).
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IX CONCLUSIONES

e Las pruebas morfolégicas y de tolerancia a diferentes medios (temperatura, pH y
concentraciones de NaCl) demostraron que las cepas son BAL.

e La galeria de fermentacién de carbohidratos APl 50 CH y API 50 CH identificd
fenotipicamente a L. plantarum, P. acidilactici, L. collinoides, L. brevis, L. rhamnosus y L.

casei.

e De 17 mezclas con BAL, 5 presentaron mejores caracteristicas de mutualismo y fueron

utilizadas como indculo en el jugo de zarzamora termoultrasonicado.

e A las 24 horas de fermentacion, se logro el crecimiento requerido de acuerdo a la Unidad
Minima Terapéutica (UMT) en las 5 combinaciones de BAL y en el C+, en medio MRS y

en el jugo de zarzamora termoultrasonicado.

e Durante la fermentacion del jugo de zarzamora, las caracteristicas fisicoquimicas (pH,
porcentaje de acido lactico, solidos solubles totales, estabilidad, viscosidad, turbidez y

oscurecimiento) presentaron cambios minimos manteniendo las caracteristicas propias del

jugo.

e Al término de la fermentacion, el contenido de fenoles totales aumenté significativamente
en las muestras M14 y C+, mientras que en contenido de antocianinas se vio disminuido en
las mezclas M1, M11y M14.

e Con respecto a actividad antioxidante, no se presentaron modificaciones en todas las
muestras medida por ABTSe+. En DPPHe+, la mezcla M6 aument6 y la M11 disminuyd,
mientras que en la actividad antioxidante por FRAP, la mayoria de las muestras
permanecieron estables, excepto por M1 y C+, los cuales disminuyeron. Finalmente, en

actividad quelante, aumento en todas las muestras excepto por el C+y C-.

e De las mezclas analizadas, la M6 tuvo las de mejores caracteristicas ya que cumplio con el
maximo crecimiento de UFC de acuerdo a la UMT, ademas se ubico en las bebidas con
mejor estabilidad, mayor contenido de antocianinas y capacidad antioxidante (ABTS,
DPPH y FRAP).
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X RECOMENDACIONES

e La bebida de zarzamora elaborada en el presente proyecto debera ser probada en cepas

patdgenas, para que permitan comprobar su efecto antimicrobiano.
e Comprobar la sintesis de bacteriocinas por electroforesis.

e Realizar la identificacion de compuestos bioactivos mediante HPLC, asi como &cidos
grasos de cadena corta que se producen o liberan durante la fermentacién, por el método de

cromatografia de gases.

e Labebida fermentada de zarzamora que se formuld en esta investigacion, podria ayudar a
futuras investigaciones sobre el tratamiento de enfermedades ocasionadas por
microorganismos patdgenos en un modelo experimental en ratas infectadas con diferentes

cepas patogenas.
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Tabla 10. Cinética de crecimiento (UFC Log/mL) de diferentes combinaciones de BAL en caldo MRS

Tiempo (h)

Mezcla 0 5 4 6 8 10 12 24

M1 6.72+0.02°7C 6.69+0.04°C 6.80+0.02° 7.41+0.05° 8.23+0.04°° 8.51+0.019¢ 8.63+0.04® 9.06+0.01°"
M6  6.68+0.02°® 6.70+0.05%° 7.51+0.05° 8.73+0.05°C 9.16+0.15%® 9.15+0.022°B 9.37+0.06** 9.20+0.03"8
M7  6.47+0.01°F 6.42+0.02°F 7.19+0.04°° 8.40+0.09°C 8.92+0.04°® 8.95+0.02°AB 8.98+0.02°AB 9.05+0.02%A
M1l 6.90+0.05° 6.73+0.06 7.44+0.06°° 8.37+0.04°C 8.77+0.01°® 9.17+0.01* 9.16+0.00"* 9.19+0.02°4
M14 6.79+0.04°® 6.61+0.03° 7.34+0.13%C 8.67+0.10%® 9.12+0.01** 9.09+0.03°* 9.11+0.00°* 9.16+0.01°A
C+  6.28+0.07% 6.35+0.07°F 6.33+0.06% 6.91+0.04%C 7.71+0.05C 8.49+0.04%® 8.57+0.03%® 12.56+0.0224

M1: Mezcla 1; M6: Mezcla 6; M7: Mezcla 7; M11: Mezcla 11; M14: Mezcla 14; C+: Control positivo; ¢ Diferentes letras indican
diferencia significativa (p<0.05) entre muestras. A Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre horas.
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Tabla 11. Cinética de crecimiento (UFC Log/mL) de diferentes combinaciones de BAL en jugo de zarzamora

Tiempo (h)
Mezcla 0 2 4 6 8 10 12 24
M1  8.24+0.09%A  7.89+0.01%  7.96+0.01°4  8.10+0.11*  8.05+0.04*"  7.95+0.04*"  8.08+0.02%°A  8.47+0.60%A
M6  8.07+0.09%°C 8.20+0.04?BC 8.05+0.05"C  8.38+0.07°B  7.98+0.06%C 8.19+0.0928C 8.12+0.05%C  9.18+0.14°
M7  8.01+0.03"  8.03+0.02°A 8.12+0.02%A 8.18+0.03"  8.06+0.02%*  8.10+0.092A  7.97+0.06"  8.03+0.80 %A
M1l 8.18+0.02%A 7.93+0.03°A  7.93+0.03%A  8.12+0.07°*  7.89+0.06""  7.94+0.06*  8.54+0.44%  8.49+0.54 A
M14 8.23+0.01%A 8.18+0.04*  8.20+0.05%  8.05+0.01"  8.08+0.04%*  8.05+0.05*A  7.93+0.15"*  8.25+0.56 %A
C+  831+0.23%* 8.13+0.11%AB  7.87+0.09°C 8.14+0.07"8  7.63+0.06°C 8.22+0.19*B 7.91+0.05"%C  7.67+0.13"C

M1: Mezcla 1; M6: Mezcla 6; M7: Mezcla 7; M11: Mezcla 11; M14: Mezcla 14; C+: Control positivo; ¢ Diferentes letras indican diferencia
significativa (p<0.05) entre muestras. A Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre horas.
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