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RESUMEN 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) son microorganismos que fomentan la conservación por el 

proceso de acidificación, extracción de compuestos bioactivos y síntesis de compuestos 

antimicrobianos, mediante la fermentación de los alimentos como la zarzamora. Este fruto es 

originario de América, es consumido en fresco y procesado para la obtención de jugos, colorantes, 

entre otros. Su composición nutrimental varía 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 conservación eliminan o reducen compuestos bioactivos, siendo 

el termoultrasonido un método de extracción y una opción eficaz para la inocuidad del producto. 

El objetivo del presente estudio fue evaluar las propiedades microbiológicas, fisicoquímicas, 

contenido y actividad antioxidante de una bebida probiótica de jugo de zarzamora fermentado con 

BAL. Se verificó la pureza de las BAL mediante pruebas morfológicas, bioquímicas y fisiológicas, 

así como una identificación con la galería de carbohidratos (API), además se obtuvieron 5 mezclas 

diferentes de BAL con mutualismo. A las 24 h de incubación, las 5 mezclas llegaron a la unidad 

mínima terapéutica (UMT) (8.56 UFC Log/mL, en promedio). En las propiedades fisicoquímicas 

durante ese tiempo, los valores de pH fueron de 3.30-3.59, el ácido láctico fue de entre 0.97- 1.46% 

y de sólidos solubles de 9.40- 11.07 °Brix. El porcentaje de estabilidad antes de iniciar la 

fermentación en promedio fue de 89.04, y al finalizar el proceso este parámetro se vio disminuido 

(74.72%, en promedio). El contenido en fenoles totales al final de la fermentación en la M14 

(233.76±1.25 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 observó una disminución significativa en la M1, M11 y M14. 

Mientras que al comparar el inicio con el final de la fermentación de cada muestra en la actividad 

antioxidante por ABTS•+ no hubo diferencias, en DPPH•+ la M6 aumentó (p<0.05) y la M11 

disminuyó, en la M1 y C+ se vio disminuida la actividad por FRAP y finalmente en actividad 

quelante 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 podría 

coadyuvar en enfermedades gastrointestinales o con estrés oxidativo. 

Palabras clave: Zarzamora, bacterias ácido lácticas, fermentación, 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 ABTS•+ there were no differences, 

in DPPH• 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
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I INTRODUCCIÓN  

Actualmente la industria alimentaria está en la búsqueda de alternativas sobre alimentos más 

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 adquisición son las bebidas como los 

refrescos, de los cuales México es el mayor consumidor a nivel mundial con 163 L por persona al 

año (1), sin embargo, son de los productos que más daño han ocasionado a la salud, aumentando 

los casos de obesidad y sobrepeso entre la población (2). Es por ello, que las bebidas son una buena 

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

De los alimentos más utilizados por sus propiedades nutricionales que van más allá de su contenido 

en macronutrientes, como los carbohidratos, proteínas y lípidos, 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 características fisicoquímicas 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 fermentación 

espontánea, que sensorialmente afecta al alimento. Sin embargo, la fermentación puede ser un 

proceso controlado que utiliza cultivos iniciadores, como las bacterias ácido lácticas (4). La 

fermentación láctica es la más 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 fermentación genere un valor agregado al producto final (5,6), que pueda intervenir 

sobre la salud humana. 

Existen muchos frutos con características nutricionales importantes y que son pocos aprovechados 

por su temporalidad de cosecha y características perecederas, uno de ellos es la zarzamora, que por 

su alto contenido en antioxidantes es un protector contra los radicales libres producidos en 

enfermedades crónicas no transmisibles, igualmente tiene propiedades antimicrobianas, por lo cual 

podría ser utilizado para la formulación de una bebida fermentada.  
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Por lo anterior, en el presente proyecto se buscó elaborar una bebida de zarzamora 

termoultrasonicada y fermentada con distintas combinaciones de bacterias ácido lácticas (BAL), 

mediante ensayos microbiológicos, fisicoquímicos y antioxidantes.  
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II ANTECEDENTES 

 

2.1 Generalidades 

 

2.1.1 Bacterias ácido lácticas  

Las bacterias ácido lácticas (BAL) se caracterizan por la producción de ácido láctico como 

producto final catabólico 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 ácido láctico, además las segundas producen alcohol y 

otros metabolitos (8). Estas bacterias evitan el deterioro de alimentos y el crecimiento de patógenos 

debido a su capacidad de fermentación mediante la producción de los metabolitos antes 

mencionados, esto en alimentos como verduras, frutas, productos lácteos, entre otros (9). 

Las BAL crecen en hábitats con un rico suministro de alimento (9) siendo capaces de producir 

metabolitos con actividad antioxidante (4). La actividad metabólica de las BAL está relacionada 

con la producción de sustancias benéficas como antibióticos, anticancerígenos (10,11), 

antimicrobianos (12), ácidos orgánicos, exopolisacáridos, entre otros (9). Forman parte de la 

microbiota saludable del ser humano, y algunas se emplean como probióticos que administrados 

en cantidades adecuadas, tiene un beneficio en la salud del huésped (13). Se ha reportado que la 

unidad mínima terapéutica (UMT) de BAL probióticas es de 7 - 9 UFC Log10/mL (14), con 

resultados positivos en afecciones que van desde diarrea, colitis por Clostridium, infecciones por 

Helicobacter pylori, cáncer, entre otras (15). Por lo que los probióticos son importantes en la 

prevención y tratamiento de enfermedades.  

 

 2.1.1.1 Probióticos  

La Organización Mundial de la Salud (OMS), define a los probióticos como microorganismos 

vivos que administrados en cantidades adecuadas tienen un efecto benéfico sobre la salud del 

huésped (16).  

Los probióticos tienen mecanismos que son identificados frecuentemente en investigaciones, como 

la resistencia a la colonización, la producción de ácidos grasos de cadena corta y acidificación del 

medio, normalización de la microbiota, exclusión competitiva de patógenos, síntesis de vitaminas, 

actividades enzimáticas, entre otros (17). Actualmente se busca analizar diferentes condiciones de 
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los probióticos, como su viabilidad durante su procesamiento y almacenamiento, sensibilidad a pH 

bajos, bilis, líquido gástrico, pancreático e intestinal, adherencia celular e interacciones con 

microorganismos patógenos (18). 

Para que un microorganismo sea considerado como probiótico, es necesario que sean probados en 

humanos y demuestren sus efectos concretos a la salud del huésped, algunos ejemplos de 

probióticos son: Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus plantarum, Enterococcus, 

Bifidobacterium lactis, Lactobacillus casei, entre otros (17). Estos se consumen comúnmente 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), anticancerígenas 

(25), antialérgicas (26) y efectos sobre el sistema nervioso central (27). 

Por lo anterior, las BAL han generado múltiples investigaciones para conocer sus efectos de manera 

más específica, por lo cual se realizan aislamientos e identificaciones principalmente de fuentes 

naturales como frutas, verduras, lácteos, carnes, bebidas, entre otros, los cuales serán explicados a 

continuación.  

 

2.1.1.2 Aislamiento de BAL  

El aislamiento en el área de microbiología, fisiología, bioquímica, genética, medicina y 

biotecnología, tiene como propósito obtener cultivos puros para su estudio, y tener cepas de 

referencia para el perfeccionamiento de métodos moleculares (28). El método más común de 

separación de células es en medio sólido, que consiste en tomar una sola colonia e inocular en una 

nueva caja, su proceso se define por la etapa de separación (difusión de las células en la placa), la 

etapa de crecimiento (formación de colonias) y la de aislamiento (colonia por colonia) (29).  

La mayoría de las BAL de suplementos comerciales, se aislaron de productos lácteos y del tracto 

gastrointestinal (30), siendo los cultivos de fuentes vegetales poco utilizados (31). Las bacterias 

autóctonas de productos alimenticios se encuentran adheridas a su matriz facilitando su 

sobrevivencia (32) y posteriormente se pueden llevar a una fermentación espontánea 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 inoculación en productos, es necesaria la 
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identificación de las BAL, existen diferentes métodos de identificación que se describen en el 

siguiente tema.  

 

2.1.1.3 Métodos de identificación 

La identificación de un microorganismo es de importancia industrial y clínica, ya que da un 

panorama del organismo que se pretende utilizar o que esté causando daño 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 análisis más específicos, debido a la caracterización del cultivo.  

Para su identificación existen diferentes métodos, empezando por los fenotípicos, los moleculares 

y los proteómicos. Los fenotípicos son más sencillos de realizar, se basan en las características 

observables del cultivo, como su morfología, desarrollo, propiedades bioquímicas y metabólicas, 

este método es tradicional y permite identificar el género y especie del microorganismo (35). Son 

diferentes las pruebas que existen para este tipo de identificación como:  

1. Características microscópicas: morfología, medios de cultivo, requisitos de crecimiento en 

cuanto a temperatura y nutrición.  

2. Pruebas bioquímicas: catalasa, oxidasa, prueba ureasa, reducción de nitratos, fermentación 

de azúcares, lipasa, pruebas de resistencia a diferentes sustancias como bilis, entre otros 

(36,37).  

3. Sistemas comerciales: estas permiten realizar simultáneamente 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 genotípicos son el siguiente paso de una identificación fenotípica, se 

han utilizado genes diana de distintas especies y géneros bacterianos que constituyen al análisis 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 último, los métodos basados en proteómica, abordan el análisis de un conjunto de proteínas 

mediante electroforesis y espectrometría de masas (MALDI-TOF) (35). Este método es poco 

usado, rápido y fiable, se ha comprobado su efectividad sobre la identificación bacteriana y 
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levaduras (39). Se han aislado e identificado diferentes BAL con los métodos anteriormente 

descritos, ejemplos específicos de alimentos son la zarzamora, el aguamiel y el pulque, los cuales 

se detallarán a continuación.  

 

2.1.1.4 Aislamiento e identificación 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 fermentación por un lapso de 12 

a 24 horas. La fermentación se lleva a cabo por microorganismos autóctonos del aguamiel (40), su 

producción 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 año se identificó al L. casei, L. 

plantarum, L. lactis entre otras (43), en muestras de Coahuila México se reportó la identificación 

de especies como Leuconostoc, Lactococcus lactis, Pediococcus (44). 

Mientras que del pulque se han aislado diferentes microorganismos entre ellos las BAL como L. 

kefiri, L. acidophilus y L. hilgardii en pulque tratado por termoultrasonido (45), se identificó 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).  

Además, de la identificación 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, además los microorganismos deben tener mutualismo durante 

su crecimiento mediante sus productos metabólicos 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 recíprocas entre 

especies, beneficiando a todos los participantes. El mutualismo es una interacción 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 está presente en todas partes y es un vector importante para la evolución (52), 

como en la microbiota intestinal que es de gran importancia en la digestión, metabolismo y función 

inmune, su desequilibrio (disbiosis) se encuentra asociado al desarrollo de patologías, que 

principalmente incluyen trastornos gastrointestinales, los cuales se pueden reducir y controlar 

mediante la regulación de patógenos intestinales con el consumo de microorganismos probióticos 

en cantidades adecuadas (53), sin embargo, la viabilidad y convivencia de las BAL son claves para 

la estimulación inmune intestinal (54,55). Una de las formas de consumir estos microorganismos 

es mediante productos fermentados.  

 

2.1.2 Bebidas fermentadas  

Las frutas son perecederas, lo cual ha llevado al estudio de su conservación mediante diferentes 

técnicas como la fermentación, este proceso otorga propiedades nutricionales al producto final 

debido a la actividad de los microorganismos y enzimas (56). La fermentación se obtiene de la 

acción de microorganismos propios del alimento, ingredientes alimentarios o del medio ambiente, 

agregados como cultivo iniciador (57).  

Las vías participantes en el desarrollo de sabor en los alimentos fermentados son la glucólisis, 

lipólisis y proteólisis (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 ácido lácticas (BAL) las más utilizadas para los procesos de fermentación 

(60). Entre los sustratos más utilizados para los procesos de fermentación están 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 rosáceas, está formado por frutillos esféricos cada uno 

con su semilla (62). En sus etapas de maduración 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 características de clima y temperatura influyen en la producción de este fruto. 

 

2.1.3.1 Producción   

En 2017, México fue el primer productor internacional de zarzamora con una producción de 270 

mil 399 toneladas de las cuales Michoacán aportó el 97.27%, seguido de Jalisco y Baja California 

(65). Mientras que en Hidalgo, en el año 2018 se produjo un total de 3 toneladas del fruto, las dos 

terceras partes de la producción estatal proviene de Atotonilco el Grande (66). Este producto tiene 

un consumo anual per cápita de 1.600 kg, siendo los meses de mayo, junio y noviembre en donde 

se obtiene el mayor porcentaje de producción nacional (65), con las mejores características con 

respecto a su composición. 

 

2.1.3.2 Composición química  

La composición de la zarzamora varía según 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 proteínas (1.39 g/100 g), además tiene lípidos, vitaminas, minerales 

de los cuales se observa su proporción en la tabla 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Composición química de la zarzamora.  

Nutrimento Unidad 100 g 

Agua g 88.15 

Energía kcal 43 

Proteína g 1.39 

Lípidos totales g 0.49 

Carbohidratos g 9.61 

Fibra dietaría total g 5.3 

Azúcar total g 4.88 

Minerales 

Calcio mg 29 

Hierro mg 0.62 

Magnesio mg 20 

Fósforo mg 22 

Potasio mg 162 

Sodio mg 1 

Zinc mg 0.53 

Fuente: (68) 
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Las características de este fruto se caracterizan por su cultivo, etapa de maduración, 

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 formación de radicales 

libres, ayudando a mantener la integridad celular del daño causado por el estrés oxidativo (69), 

ejercen su función por dos mecanismos principales: la transferencia de nitrógeno y donación de 

electrones. Estos compuestos son muy característicos de las frutas, como la zarzamora, de la cual 

destacan los polifenoles como ácidos fenólicos, en mayor proporción las antocianinas, quienes 

otorgan el color y olor característico del fruto. Estos compuestos son conocidos por su actividad 

contra los radicales libres otorgando propiedades nutricionales de interés (70–73), los cuales varían 

de acuerdo a la temporada de cosecha (74). Un estudio realizado en moras silvestres de la especie 

Rubus cuantificó 32 compuestos fenólicos de los cuales 8 fueron antocianinas, 15 flavonoles, 3 

ácidos hidroxicinámicos, 6 derivados ácido elágico y 2 flavonas (75), sin embargo, no todos son 

aprovechados en la digestión ya que permanecen unidos a la fibra y algunas modificaciones 

estructurales pueden aumentar la absorción 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 ámbito de salud como protectores contra 

los radicales libres y el estrés oxidativo de patologías (77), como las cardiovasculares (78,79). 

Además, se han reportado propiedades antiinflamatorias y gastroprotectoras (71) atribuibles por su 

contenido en polifenoles, teniendo un papel importante en el tratamiento de úlcera gástrica (80) 

mediante su actividad antioxidante y por la disminución en la expresión de la proteína COX-2, la 

cual participa en los procesos de inflamación 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 prebiótico, prevención de cáncer de colon 

entre otros efectos que están relacionados principalmente con su digestión, mediante el transporte 

de nutrientes y la cinética de fermentación (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 presentación de jugo fermentado, sin embargo, para este tipo 

de proceso es necesario que el producto antes del proceso de fermentación sea inocuo. Existen 

diferentes formas de lograr esta inocuidad, como la esterilización o pasteurización que causan 

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

 

2.1.4 Ultrasonido  

Se define como las ondas acústicas inaudibles u ondas de presión de una frecuencia igual o superior 

a 20 kHz, se denomina ultrasonido de alta potencia ya que tiene la propiedad de causar cavitación 

permitiendo la inactivación de microorganismos y eliminación enzimática en el procesamiento de 

alimentos (85), la atracción de este método es que a corto tiempo y a temperaturas bajas permite 

una extracción más específica de compuestos nutricionales (86). Además, el ultrasonido es una 

tecnología emergente que ha demostrado la liberación de compuestos como los antioxidantes de 

las redes de fibra que no permite que estos sean absorbidos (87).  

Durante la cavitación de un líquido la propagación del ultrasonido genera microburbujas dando 

lugar a su colapso, resultando en puntos calientes de hasta 5,500 °C y una presión de 50 MPa 

cuando la burbuja colapsa cerca de una superficie incide daño sobre la pared de partículas del 

líquido, esta es una de las principales razones por las cuales el ultrasonido es efectivo (88). Sin 

embargo, se ha reportado que el ultrasonido en combinación con temperatura es más efectivo en 

relación a la inactivación 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 simultánea (73,89). Como se mencionó anteriormente, este método tiene mayores 

efectos en la inactivación de microorganismos en comparación con alguno de los dos tratamientos 
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de manera individual (90), al utilizarlos juntos se requiere de tiempos y temperaturas menores que 

la esterilización y pasteurización. Es por ello, que el termoultrasonido se ha utilizado como método 

sustituto para la obtención de productos como las bebidas que puedan ser destinadas directamente 

para su consumo o 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 extracción de compuestos 

bioactivos y como potenciador de propiedades funcionales de los alimentos (92), así como una 

alternativa al tratamiento térmico utilizado usualmente en el procesamiento de jugos (93). La 

utilización del termoultrasonido en jugo de zarzamora llevó a un mayor contenido de fenoles 

totales, ácido ascórbico y antocianinas, así como su actividad antioxidante (94), además de la 

inactivación total de la carga microbiana con respecto a mesófilos aerobios y enterobacterias y de 

actividad enzimática (73). Al igual que en el jugo de tuna combinado se observó disminución de la 

carga microbiana (95), en ambos estudios se reportó una disminución de la actividad enzimática 

de pectinmetilesterasa y el mantenimiento de los compuestos antioxidantes al igual que la actividad 

antioxidante. 

Los análisis anteriormente mencionados demostraron que el termoultrasonido puede ser una 

alternativa a la pasteurización sin modificar las características físicas del producto y puedan ser 

utilizados en la mejora de sus características sensoriales mediante la fermentación controlada. 

 

2.2.2 Bebidas 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, así como de los compuestos agregados intencionalmente (enzimas, 

carbohidratos, entre otros), los cuales llegan a modificar el proceso de fermentación. Algunos 

estudios sugieren que algunas bebidas podrían tener efecto protector contra por sus propiedades 

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

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

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

 

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

Tipo de jugo Bacterias 

inoculadas 

Resultados Referencia 

Mora (Murus nigra) 
L. paracasei 

L. acidophilus 

Aumento de polifenoles y 

actividad antioxidante. 

(96) 

Limón dulce L.plantarum 

Disminución de azucares, ácido 

cítrico y compuestos fenólicos. 

Propiedades antibacterianas con 

E.coli y S. typhimurium.  

(98)  

Anacardo 

 

L.casei, 

L.plantarum y L. 

acidophilus 

 

Buen sustrato en el proceso de 

fermentación.  

(99) 

Cereza 

L. plantarum de 

origen lácteo y de 

origen vegetal 

Mejor modulación del perfil 

fenólico. 

Aumentaron los niveles de ácido 

dihidrocafeico y fenilácticos.  

(100) 

Piña 

Bifidobacterium 

lasctis 

L. plantarum 

L. acidophilus 

Buen sustrato para el crecimiento 

de bacterias probióticas.  

Fenoles totales de 0.45 mg 

EAG/mL.  

(101) 

Tuna verde L. plantarum 

Las concentraciones de fenoles y 

actividad antioxidante se 

mantuvieron. 

Reportaron mejoras en leptina, 

insulina, colesterol, y sobre la 

pérdida de peso en ratones. 

(102) 

Espino amarillo 

Arándano 

Aronia 

4 cepas de L. 

platarum 

Oenococcus oeni 

 

La adición de pectinasa permitió 

que los azúcares no se afectaran, 

L.plantarum no tuvo efecto en las 

antocianinas de la aronia y 

flavonol del espino, Algunas cepas 

redujeron los fenoles.  

(103) 

 

 



13 
Lugo Zarate Liliana 

Algunos estudios sugieren una mejor selección de cepas para mantener o aumentar los compuestos 

fenólicos 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 limón dulce que presentó actividad 

antibacteriana y la de tuna verde fermentada con L.plantarum que mejoró las concentraciones de 

componentes lipídicos en la sangre de ratones.  

 

2.3 Planteamiento del problema 

Las infecciones gastrointestinales no han dejado de ser un problema de salud pública a nivel 

mundial, causan más de la mitad de la carga de enfermedades de transmisión alimentaria. Se estima 

que 1 de cada 10 personas presenta algún tipo de enfermedad gastrointestinal y 420,000 mueren, 

siendo el 30% niños menores de 5 años, causadas por la ingesta de alimentos con agentes 

infecciosos como las bacterias, la OMS pide que los gobiernos y la industria alimentaria hagan más 

para asegurar la inocuidad alimentaria (104). 

La mayoría de los probióticos se encuentran comúnmente en productos lácteos 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 lácteos son poco consumidos por la población vegana (106) 

con intolerancia a la lactosa o alergias a proteínas de la leche, así como personas con restricciones 

médicas a estos productos (107). 

Se ha demostrado que los probióticos tienen propiedades benéficas a la salud y coadyuvan en el 

tratamiento de enfermedades, principalmente gástricas como síndrome de Crohn, enfermedad 

inflamatoria intestinal, cáncer, actividad antimicrobiana contra patógenos, 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 inóculos de 

BAL probióticas, de las cuales se ha evaluado el crecimiento bacteriano, propiedades 

fisicoquímicas, 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 fermentación. 
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III JUSTIFICACIÓN  

Las BAL tienen efectos positivos sobre las terapias a base de microorganismos probióticos en las 

infecciones gastrointestinales que siguen siendo un problema de salud pública principalmente en 

países en desarrollo, estas BAL mediante su multiplicación en el tracto gastrointestinal o la síntesis 

de productos (ácido láctico, ácido acético, bacteriocinas, entre otros) durante la fermentación, 

ejercen propiedades antimicrobianas. Sin embargo, los probióticos se encuentran en derivados 

lácteos y existe población con alergia a la proteína láctea o intolerancia a la lactosa. Además, 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 probióticas aisladas de productos vegetales, que pueda ser consumida de manera segura 

por la población que no consume lácteos o sus derivados. De igual manera, se evaluarán las 

propiedades fisicoquímicas y antioxidantes de la bebida, pudiendo otorgar un producto que 

coadyuve como tratamiento o preventivo del estrés oxidativo presente en diversas patologías, así 

mismo, promover la adquisición y consumo del fruto. Por otro lado, el uso de una tecnología 

emergente como el termoultrasonido, como método de conservación y extracción, permitirá 

obtener un jugo inocuo para la preparación de una bebida fermentada y con un mayor 

aprovechamiento de antioxidantes para el consumo humano. 

IV HIPÓTESIS  

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

buenas propiedades fisicoquímicas y antioxidantes. 
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V OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

Evaluar las propiedades microbiológicas, fisicoquímicas, contenido y actividad antioxidante de una 

bebida probiótica de jugo de zarzamora fermentado con bacterias ácido lácticas. 

5.2 Objetivos específicos 

1.- Determinar la pureza e identificación de las BAL mediante pruebas morfológicas, fisiológicas 

y bioquímicas. 

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

incorporación en jugo de zarzamora. 

3.- Obtener la unidad mínima terapéutica mediante la cinética de crecimiento de las mezclas de 

BAL de fuentes vegetales en un medio MRS. 

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

base de zarzamora. 

5.- Analizar las propiedades fisicoquímicas (pH, acidez, sólidos 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 (ABTS•+, DPPH•+, FRAP y actividad quelante) de las bebidas fermentadas 

a base de zarzamora. 
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VI MATERIALES Y MÉTODOS  

6.1 Contexto de la investigación 

La presente investigación se llevó a cabo en el Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad 

Autónoma del Estado de Hidalgo, en los laboratorios de Nutrigenómica, Tecnofuncionalidad de 

Alimentos y Alimentos Funcionales y Nutraceúticos pertenecientes al Área Académica de 

Nutrición. Los análisis 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 inclusión y exclusión  

Criterios de inclusión: 

● Cepas de BAL aisladas de aguamiel, pulque y zarzamora. 

● Colonias de BAL con características morfológicas típicas (redondas, opacas de color 

blanco-beige, aspecto cremoso, de 1-2 mm de diámetro, superficie convexa y márgenes 

enteros). 

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

 

Criterios de exclusión: 

● Cepas que no tengan la morfología característica de las colonias. 

● Jugo de zarzamora que presente mesófilos aerobios o enterobacterias después del 

termoultrasonido.  

 

6.3 Diagramas de diseño experimental 

El presente estudio se realizó en tres etapas, en la primera se analizó la pureza y mutualismo de las 

BAL, la segunda consistió en la formulación de las mezclas, la fermentación de las bebidas de 

zarzamora, la cinética de crecimiento para obtener la UMT y evaluación de las propiedades 
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fisicoquímicas, y en la tercera etapa se evaluó el contenido y capacidad antioxidante de las 

diferentes formulaciones de las bebidas de zarzamora fermentada. 
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Figura 1. Diagrama metodológico de la primera etapa de estudio. 
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Figura 2. Diagrama metodológico de la segunda etapa de estudio. 

 



20 
Lugo Zarate Liliana 

 

 

 

Figura 3. Diagrama metodológico de la tercera etapa de estudio
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6.4 Métodos 

6.4.1 Material biológico 

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 inhibición 

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) 

Control + 

L. ramnosus 

L. casie 

 

6.4.2 Metodologías de la etapa 1 

6.4.2.1 Pruebas morfológicas de las BAL 

6.4.2.1.1 Tinción 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 tiñen de morado porque tienen una pared 

gruesa de peptidoglucanos y polímeros, ocasionando no se decoloren y las Gram negativas se tiñen 

de safranina debido a su capa delgada de peptidoglucanos y una bicapa de lipoproteínas que se 

deshace con la tinción (108). 
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Procedimiento 

Se utilizó la técnica establecida por la ficha técnica del kit de tinción Gram, que consistió en la 

fijación de una colonia en un portaobjetos y una primera tinción con violeta genciana dejando 

reposar por 1 min, posteriormente se cubrió con yodo por 1 min y se enjuaga con alcohol-acetona. 

Después se realizó una segunda tinción con safranina dejando reposar por 1 min, se enjuagó con 

agua destilada y se dejó secar al aire para posteriormente observar en un microscopio óptico 

(LOMO, BMH4-BF, Rusia) a 100X. Se reportó como Gram positivo a las BAL de color moradas, 

azuladas o púrpuras 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 realización de este test se preparó agar con 0.003% de agar bacteriológico en caldo MRS 

como sustituto del agar SMI. Después se hizo una punción a un tercio de profundidad y se dejó 

incubar (Labtech, LSI-3016A, Corea) por 24 h a 37 °C. Se reportó como positivo al crecimiento 

de BAL fuera del área de punción y negativo al crecimiento en el área de punción (109).   

6.4.2.2 Pruebas fisiológicas  

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 realizó la técnica según Yelnety (2014) (112) con modificaciones. En caldo MRS estéril (5 mL) 

se inoculó una colonia de BAL y se dejó incubar (Labtech, LSI-3016A, Corea) por 5 días a 

diferentes temperaturas: 15 °C, 20 °C, 30 °C, 45 °C y 50 °C. Se reportó la formación de sedimento 

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

Procedimiento  

Se utilizó la técnica establecida por Yelnety (112). Se ajustó el pH del caldo MRS a valores de 3.5, 

4.5, 5.5, 8.5 y 9.6, para acidificar se utilizó HCl 6M y para alcalinizar NaOH. Posteriormente se 

inoculó 1 colonia de BAL y se incubó (Labtech, LSI-3016A, Corea) a 37 °C por 48 h. Se utilizó 

un control negativo para cada una de las condiciones y se reportó la formación de sedimento si 

creció (+) o no creció (-). 

6.4.2.2.3 Tolerancia de crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl 

 Procedimiento  

Se elaboró mediante la técnica establecida por Ismail (109) con modificaciones. Se formuló caldo 

MRS a diferentes concentraciones de NaCl (5%, 6.5% y 10%), se inoculó una colonia de BAL y 

posteriormente se incubó (Labtech, LSI-3016A, Corea) a 37 °C por 48 h. Se reportó la formación 

de sedimento si creció (+) o no creció (-). 

6.4.2.3 Pruebas bioquímicas  

Permiten determinar características metabólicas de las bacterias, evalúan la presencia de una 

enzima, detectan componentes metabólicos o sensibilidad a un compuesto.  

6.4.2.3.1 Catalasa  

Principio 

La enzima catalasa está presente en la mayoría de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas 

que tienen citocromo, las que sintetizan catalasa hidrolizan el peróxido de hidrógeno en agua y 

oxígeno gaseoso liberando burbujas (110). 

Procedimiento  

Se utilizó la técnica establecida por Olmos, et al., (110). Se tomó una colonia de BAL y se colocó 

en un portaobjetos, posteriormente se agregó una gota de H2O2 al 3% y se observó la formación o 

ausencia de burbujas. Se reportó como un resultado positivo la formación de burbujas (+) y como 

negativo a la ausencia de ellas (-).  
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6.4.2.4 Identificación del género mediante Kit API  

Principio 

El sistema API 50 CHL es utilizado para la identificación del género Lactobacillus mediante la 

fermentación de 49 carbohidratos de la galería API 50 CH.    

 Procedimiento  

El procedimiento se realizó de acuerdo a las fichas técnicas de los kit API. Se hizo una suspensión 

turbia de las colonias de BAL en agua destilada estéril, para posteriormente preparar una 

suspensión al patrón 2 de McFarland. Después se abrieron las ampolletas y se vertió el doble de 

cantidad necesaria para preparar la suspensión al patrón 2 de McFarland y se homogeneizó.  

Para la preparación de las galerías, se dispersó aproximadamente 10 mL de agua destilada estéril 

en los pozos del fondo de las galerías para crear una atmósfera húmeda, posteriormente se 

colocaron las tiras de la galería y se comenzó a distribuir la ampolleta con el inóculo, evitando la 

formación de burbujas. Después se cubrió con aceite de parafina estéril y se colocó la tapa, se llevó 

a incubar (Labtech, LSI-3016A, Corea) a 37 °C por 24 y 48 h. Se registró como positivo a la 

fermentación del carbohidrato el cambio de color morado a amarillo en cada uno de los pocillos 

para su posterior identificación con las tablas que proporcionó el kit.   

6.4.2.5 Mutualismo de las BAL 

Principio 

El mutualismo es la asociación obligada en donde dos o más microorganismos son beneficiados 

entre sí y el antagonismo está dado por la inhibición hacia otro microorganismo (113,114).  

Procedimiento  

Con la finalidad de obtener un buen mutualismo, se procedió a realizar combinaciones de las BAL 

(Tabla 4), posteriormente se seleccionaron las 5 mejores además de un control positivo, estas se 

utilizaron en la inoculación del jugo de zarzamora termoultrasonicado, las BAL fueron sembradas 

con el asa bacteriológica evitando combinarlas entre sí 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 selección se realizó por observación. 
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Tabla 4. Mutualismo de BAL 

Mezcla BAL 1 BAL 2 BAL 3 

M1 L. plantarum (Z1) L. plantarum (A1) P. acidilactici (A2) 

M2 L. plantarum (Z1) L. plantarum (A1) L. collinoides (P1) 

M3 P. acidilactici (Z2) P. acidilactici (A2) L. brevis (P2) 

M4 L. plantarum (Z1) P. acidilactici (A2) L. collinoides (P1) 

M5 L. plantarum (A1) L. brevis (P2) P. acidilactici (Z2) 

M6 L. brevis (P2) P. acidilactici (A2) L. plantarum (A1) 

M7 L. collinoides (P1) L. plantarum (A1) L. brevis (P2) 

M8 L. collinoides (P1) P. acidilactici (A2) L. brevis (P2) 

M9 L. collinoides (P1) L. plantarum (A1) P. acidilactici (A2) 

M10 L. plantarum (Z1) P. acidilactici (Z2) L. brevis (P2) 

M11 L. plantarum (Z1) P. acidilactici (A2) L. brevis (P2) 

M12 L. collinoides (P1) P. acidilactici (Z2) P. acidilactici (A2) 

M13 L. brevis (P2) L. plantarum (A1) L. collinoides (P1) 

M14 L. brevis (P2) L. plantarum (A1) L. plantarum (Z1) 

M15 L. brevis (P2) L. plantarum (Z1) L. collinoides (P1) 

M16 P. acidilactici (Z2) L. plantarum (A1) L. collinoides (P1) 

M17 L. plantarum (Z1) P. acidilactici (Z2) L. collinoides (P1) 

C+ L. rhamnosus (C1) L. casei (C2) - 

L: Lactobacillus; P: Pediococcus; C+: Control positivo 
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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, adaptación, formación de productos, ciclos celulares e interacción 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 microbiológica se hizo mediante la técnica de microgota descrita por Strahsburger (116). 

Se procedió a tomar una colonia de cada cepa, se inoculó en 10 mL de caldo MRS estéril y se llevó 

a incubación a (Labtech, LSI-3016A, Corea) 37 °C por 24 h. Se tomaron alícuotas de 100 μL 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 incubación en las condiciones antes 

mencionadas. Se realizó 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 Metodologías de la etapa 2 

6.4.3.1 Obtención 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) según 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 separó el jugo de las semillas y se centrifugó (Allegra 25™, Beckman 

Coulter, USA) a 10,000 rpm durante 20 minutos a 4 °C para clarificar. El jugo clarificado 

(sobrenadante) se termoultrasonicó (VCX-1500, Sonics and Materials Inc., Newtown, CT, USA) 

con las siguientes condiciones: 50 °C de salida por 17 minutos (73) y se comprobó su calidad 

microbiológica (mesófilos aerobios y enterobacterias). El jugo se llevó a congelación a -35 °C en 

recipientes estériles para su posterior inoculación con los cultivos de BAL 

6.4.3.2 Microbiología  

Principio 

La microbiología tiene como principio determinar la calidad de un producto mediante diferentes 

técnicas como el recuento en placa, que permite determinar el número de unidades formadoras de 

colonia inoculadas en una cantidad conocida de alimento específico, posteriormente incubadas en 

condiciones específicas para promover su crecimiento (117). 

Procedimiento 

El análisis microbiológico se hizo mediante la técnica de microgota descrita por Strahsburger (116). 

Para el recuento de microorganismos mesófilos aerobios se usó agar para métodos estándar (PCA) 

con una incubación (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 incubación (Labtech, LSI-3016A, 

Corea) de 24 h a 37 °C y las BAL en agar MRS con una incubación a 30 °C durante 24 h. Se realizó 

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 fermentación del jugo de zarzamora 

Principio 

La fermentación permite alargar la vida de anaquel debido a la producción de metabolitos (ácidos 

orgánicos, alcoholes, entre otros), se genera la transformación de materias primas en productos de 

mejor asimilación y producción de compuestos que mejoran el sabor, aroma y textura, con la 

finalidad de enriquecer el producto final (118). 

Procedimiento 

Cada cepa de BAL se incubó (Labtech, LSI-3016A, Corea) por 24 h a 37 °C previas de manera 

individual, el tiempo de incubación fue determinado de acuerdo a bibliografía (99,119,120). 

Posteriormente se centrifugó (10 min), eliminando el sobrenadante libre de BAL y se resuspendió 

en una dilución 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 inoculación inicial de las BAL en el jugo de zarzamora fue a una concentración inicial de 9 log 

UFC/mL en 10 mL, se utilizó un jugo sin inóculo como control negativo. Posteriormente, para la 

fermentación del jugo de zarzamora, se llevó a incubación a una temperatura de 37 °C (Labtech, 

LSI-3016A, Corea), y se tomaron alícuotas de 5 mL cada 2 h por 24 h para determinar las cinéticas 

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

6.4.3.4 Propiedades físico-químicas 

6.4.3.4.1 pH 

Principio 

El pH corresponde al logaritmo negativo (base 10) de la concentración de iones hidronio (H3O+) 

presentes en la muestra, la escala de pH varía de 0 a 14 en una disolución acuosa, el potenciómetro 

es un sensor que utiliza el método electroquímico, 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 concentración 

del ion hidrógeno se determina por esta diferencia (121). 
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Procedimiento 

Se utilizó un potenciómetro (Hanna Instruments, 210, Romania) previamente calibrado con 

soluciones buffer de pH 4.0 y 7.0 estandarizados (122). El pH se midió en las cinéticas de 

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

6.4.3.4.2 Acidez titulable 

Principio 

La acidez titulable es representada por los ácidos orgánicos libres y se mide con su neutralización 

a partir de una solución base. A partir de un indicador (fenolftaleína) el cual se adiciona a la muestra 

y mediante titulación con una solución base (NaOH) usada para neutralizar la sustancia, donde el 

punto final de la reacción lo indica la aparición de un color rosa pálido (123). 

Procedimiento 

Se determinó de acuerdo al método de la AOAC (122), utilizando una solución 0.1 N de NaOH, se 

midió cada 2 h durante la cinética de crecimiento de las BAL en la fermentación del jugo de 

zarzamora. Se basó en el número de mL de NaOH necesario para neutralizar el ácido láctico y se 

calculó con la siguiente fórmula: 

Ecuación 1: % á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑙𝑎𝑐𝑡𝑖𝑐𝑜=𝑉∗𝑁∗𝑃.𝑒𝑞 /𝑚𝐿 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎∗100 

Donde: 

V= mL de NaOH gastados. 

N= Normalidad del NaOH (0.1). 

Peq= Peso equivalente del ácido láctico (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 viscosimetría rotacional, la cual se mide captando el par de torsión necesario 

para hacer girar a velocidad constante un husillo inmerso en la muestra (124). 
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Procedimiento 

Para medir la viscosidad se utilizó el método empleado por Dak, Verma y Jaaffrey (125) con un 

viscosímetro (Broockfield DV3T, USA) con la aguja LV-1/N° 61 a 60 rpm. En tubos de centrífuga 

se vertieron 35 mL de jugo de zarzamora y la viscosidad se tomó en dos momentos de la 

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

6.4.3.4.4 Estabilidad física 

Principio 

El índice de estabilidad se valorará determinando el porcentaje de partículas sedimentadas (p/p) 

después de la centrifugación. Un valor alto de este parámetro indica una baja estabilidad como 

consecuencia de la sedimentación de las partículas (126). 

Procedimiento 

Se realizó mediante una centrifugación (Hamilton Bell, VanGuard V6500, USA) de 15 mL de 

muestra, a 3500 rpm por 20 min a temperatura ambiente, se desechó el sobrenadante y se pesó el 

precipitado. El porcentaje se calculó con la siguiente ecuación: 

Ecuación 2: %𝑝/𝑝 = (𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙) ∗ 100 

Donde: 

%p/p: porcentaje de sólidos precipitados 

Peso inicial: peso del tubo vacío (g) 

Peso final: peso del tubo con residuo (g) 

 

6.4.3.4.5 Índice de turbidez y oscurecimiento 

Principio 

La turbidez y oscurecimiento son parámetros de importancia en la calidad de los jugos, para que el 

producto tenga un buen posicionamiento y aceptación en el mercado, este se define como la 

reducción de la transparencia de un líquido causada por la presencia de partículas o disueltas en el 

líquido, y está fundamentado cuando el haz de luz atraviesa el fluido sobre los sólidos suspendidos 

que dispersan la luz en ondas y su reducción indica mayor contenido de sólidos suspendidos (127). 
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Procedimiento de índice de turbidez 

Se centrifugaron (Hamilton Bell, VanGuard V6500, USA) 5 mL de muestra a 3,400 rpm durante 

10 min. Posteriormente se leyó 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 índice de turbidez. 

Procedimiento de índice de oscurecimiento 

El índice de oscurecimiento se determinó de acuerdo con la metodología descrita por Meydav 

(129), la cual consistió en centrifugar (Hamilton Bell, VanGuard V6500, USA) 15 mL de muestra 

durante 10 min a 3,400 rpm. Posteriormente, en un tubo se agregó 5 mL de sobrenadante y 5 mL 

de etanol (95%), después se centrifugó 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 índice de oscurecimiento. 

 

6.4.4 Metodologías 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 óxidos azules de tungsteno y molibdeno durante la 

oxidación fenólica, la coloración azul refleja la cantidad total de polifenoles. 

Procedimiento 

Se realizó según el método establecido por Stintzing (130) iniciando con la preparación 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 ácido gálico (15 mg en 50 mL de agua 

destilada).  

Se hizo una curva estándar de ácido gálico en diferentes concentraciones (0, 100, 200 y 300 mg/L), 

se leyó 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 analizó el contenido de 

fenoles totales al inicio y final de la fermentación en dilución con agua (1:50), a 100 uL de la 
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dilución se adicionaron 500 μL de folin y 400 μL de carbonato de sodio y se dejó reposar 30 min, 

posteriormente se realizó la lectura.  

Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de ácido gálico por 100 mililitros de 

muestra (mg EAG/100 mL). 

 

6.4.4.1.2 Antocianinas 

Principio 

El Cyanidin-3-glucósido es un tipo de antocianina que se encuentra predominantemente en la 

naturaleza y es utilizado como estándar en el cálculo de antocianinas. 

Procedimiento 

Se utilizó la metodología descrita por Wallace y Giusti (131), consiste en la elaboración 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 sodio a 0.4 M a un pH 4.5 (8.203 g en 250 mL de agua destilada), los pH se ajustaron con 

HCl al 6M. 

En el siguiente orden en tubos de centrífuga, se agregó 4.5 mL de cloruro de potasio o acetato de 

sodio, más 0.5 mL de jugo de zarzamora del inicio y final de la fermentación. Se mantuvo 15 min 

a temperatura ambiente y en completa oscuridad, después se realizó 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 según corresponda. Los resultados se expresaron como 

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

6.4.4.2 Actividad antioxidante  

6.4.4.2.1 Actividad antioxidante por ABTS•+ 

Principio 

El ABTS•+ es un radical de color azul-verde, cuando este catión es reducido por un antioxidante 

presenta una pérdida de color, este radical reacciona con compuestos hidrófilos y lipófilos (125). 

Procedimiento 

La determinación se realizó de acuerdo a Kuskoski (132), mediante la elaboración previa de la 

solución de ABTS•+ a 7 mM (76.8 mg de ABTS•+ en 20 mL de agua destilada + 6.6 mg en 10 mL 

de agua destilada), se dejó reposar por 16 h. Se hicieron diluciones (1:15, 1:20 y 1:10) y posterior 

lectura a 754 nm del ABTS•+ para obtener una absorbancia de 0.7±0.1. Se elaboró una curva 
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estándar en concentraciones 0, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 μmol/l con una solución de ácido ascórbico 

(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 midió la actividad antioxidante por ABTS•+ en el jugo de zarzamora al 

inicio y final de la fermentación en dilución con agua (1:10), se tomaron 20 μl y adicionó 980 μl 

del radical dejando reposar por 7 min, después se tomó la lectura. El resultado se expresó como 

miligramos equivalentes de ácido ascórbico 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 cesión de un átomo de hidrógeno proporcionado por el agente antioxidante, esta técnica 

principalmente reacciona con antioxidantes liposolubles del fruto. El reactivo DPPH•+ en solución 

etanólica tiene una coloración violeta y después de su reducción presenta una decoloración que 

puede terminar en un color amarillo (133). 

Procedimiento 

Se realizó según la metodología 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 elaboró una curva estándar con trolox a concentraciones de 0, 50, 100, 200 y 300 

μmol 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 fermentación en dilución con agua (1:50), se tomaron 100 μl más 

500 μl de DPPH•+ y se dejó reposar por 60 min, después se tomó la lectura. La actividad 

antioxidante se expresó en micromoles equivalentes de trolox en 100 mililitros de muestra (μmol 

ET/100 mL). 

6.4.4.2.3 Actividad antioxidantes por FRAP 

Principio 

El poder antioxidante de reducción férrica (FRAP) mide la habilidad de un compuesto antioxidante 

para reducir el ion férrico (ferric 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine [Fe (III)-(TPTZ)2]3) a complejo 

ferroso [Fe (III)-(TPTZ)2]2) a un pH de 3.6, desarrollando un color azul intenso (135). 
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Procedimiento 

Se realizó mediante la metodología descrita por Thaipong (136). Se inició con la preparación de 

las soluciones FRAP en concentración 10:1:1 con 100 mL de amortiguador (0.3 M a pH 3.6), 10 

mL de TPTZ (10 mM en HCl) y 10 mL de FeCl3 (20 mM en agua destilada). Se elaboró una curva 

estándar de sulfato ferroso con las siguientes concentraciones de Fe (II): 0, 20, 30, 40 y 50 μM Fe 

(II)/L. La absorbancia se midió en un lector de microplacas (Power Wave XS UV-Biotek, software 

KC Junior, USA) a una longitud de onda 593 nm. 

Se midió la actividad antioxidante del jugo de zarzamora al inicio y final de la fermentación a una 

dilución con agua (1:15), se tomó 30 ul de la dilución agregando, 90 uL de agua y 900 uL de FRAP 

en ese orden, después se realizó la lectura. La actividad antioxidante se expresó en milimoles de 

Fe (II) equivalentes en 100 mililitros de muestra (mM E Fe (II) /100 mL). 

 

6.4.4.2.4 Actividad quelante  

Principio 

Característica que se determina a partir de la medición de la capacidad para generar complejos 

químicos ante un agente quelante, los cuales suelen ser sustancias con la posibilidad de enlazar 

iones metálicos polivalentes, con lo que se genera una pérdida de la actividad biológica de los 

compuestos (137). 

Procedimiento 

Se realizó mediante el método descrito por Gülcin (137), el procedimiento se basó en la preparación 

de una solución quelante, utilizando como agente de referencia el EDTA a 0.1 M y muestras control 

con agua desionizada. Se midió la actividad quelante del jugo de zarzamora al inicio y final de la 

fermentación, se colocaron 100 µL, 50 µL de una solución de cloruro férrico y 450 µL de ferrozina, 

reposando 10 min se midió 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 ecuación: 
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Ecuación 3: %Actividad quelante= ((A0-A1)/A0)*100 

Donde: 

A0= absorbancia de la muestra control 

A1= absorbancia de la muestra 

 

6.4.5 Análisis estadístico 

Se realizaron 3 lotes y las determinaciones se hicieron por triplicado (n=9). Los valores de las 

variables (pH, acidez titulable, viscosidad, estabilidad, análisis microbiológico, antioxidantes y 

actividad antioxidante) de las muestras se compararon y se estudiaron mediante el análisis de 

varianza (ANOVA) de una vía con el paquete estadístico SPSS versión 12.0.1, para Windows 

(SPSS Inc. Chicago, llinois) y se aplicó el test de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05 

para identificar las diferencias significativas entre las variables, además se determinó una T-student 

para comparar el inicio y final de fermentación de cada muestra. 
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VII RESULTADOS  

 

7.1 Confirmación de pureza de las cepas: etapa 1 

 

Las características microscópicas 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 (A1, P1 y P2), estas 

características son de acuerdo a lo esperado. 

En la tabla 5, se muestran los resultados de tinción Gram, motilidad, pruebas bioquímicas (catalasa) 

y fisiológicas mediante tolerancias a diferentes medios (temperatura, pH y NaCl), de las cepas 

seleccionadas Z1, Z2, A1, A2, P1, P2, C1 y 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 mayoría de 

las cepas fueron capaces de crecer en todas las condiciones del tratamiento térmico, a excepción 

de la cepa Z1 la cual no creció a 15 °C, al igual que las cepas A1 y P2 las cuales no crecieron a 50 

°C. 

Al evaluar la resistencia de crecimiento de todas las cepas en medios ácidos y básicos, las cepas 

A1, P1, P2, C1 y 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 último, la tolerancia de crecimiento en medios con diferentes concentraciones de NaCl, se 

observó que todas las cepas crecieron al 5 % de NaCl, mientras que a partir de la concentración de 

6.5 % la cepa Z1 no mostró crecimiento, y al 10 % de NaCl se inhibió el crecimiento de todas las 

cepas con excepción de las A2 y C1. 

 

 

 

 

 

 



37 
Lugo Zarate Liliana 

 

  
 

Z1 Z2 A1 A2 

Zarzamora Aguamiel 

 

 

 

  

P1 P2 C1 C2 

Pulque Controles + 

Figura 5. Características morfológicas de las cepas (100 X) 

 

Tabla 5. Pruebas morfológicas, bioquímicas y fisiológicas de cepas aisladas de 

zarzamora, aguamiel y pulque.  

Prueba  

Cepas 

Zarzamora Aguamiel Pulque Controles + 

Z1 Z2 A1 A2 P1 P2 C1 C2 

Tinción Gram  (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) 

Catalasa (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

Motilidad (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

Temperatura 

°C 

 

    15 - + + + + + + + 

    20 + + + + + + + + 

    30 + + + + + + + + 

    45 + + + + + + + + 

    50 + + - + + - + + 

pH  

    3.5 - - + - + + + + 

    4.5 + + + + + + + + 

    5.5 + + + + + + + + 

    8.5 + + + + + + + + 

    9.6 + + + + + + + + 

NaCl %  

    5 + + + + + + + + 

    6.5 - + + + + + + + 

    10 - - - + - - + - 

(+): positivo; (-): negativo; +: creció; -: no creció 
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7.1.1 Identificación bioquímica  

La identificación bioquímica se realizó de acuerdo a la tabla de identificación de BAL (Figura 14, 

Anexos) de la ficha técnica, indicando que las cepas Z1 y A1 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 identificó como L. rhamnosus y la 

cepa C2 como L. casei (Tabla 6).  



39 
Lugo Zarate Liliana 

 

Tabla 6. Identificación bioquímica de las BAL por los Kits API 

 Cepas 

Carbohidrato 
Zarzamora Aguamiel Pulque Controles + 

Z1 Z2 A1 A2 P1 P2 C1 C2 

Testigo - - - - - - - - 

Glicerol - - + - - - - - 

Eritrol - - - - - - - - 

D-arabinosa - - - - - - + - 

L-arabinosa + + - + - + - - 

D-ribosa + + + + + + - + 

D-xilosa - + - + + + - - 

L-xilosa - - - - - - - - 

D-adanitol - - - - - - - + 

Metil-βd-xilopiranosida - - - - - - - - 

D-galactosa + + + + - - + + 

D-glucosa + + + + + + + + 

D-fructosa + + + + + + + + 

D-mamnosa + + + + - - + + 

L-sorbosa - - + - - - - + 

L-rhamnosa - - + - - - - - 

Dulcitol - - - - - - + - 

Inositol - - - - - - + - 

D-manitol + - + - - - + + 

D-sorbitol - - + - - - + + 

Metil-αD-manopiranosida - - + - - - - - 

Metil-αD-glucopiranosida - - + - - - - - 

N-acetilglucosamina + + + + + + + + 

Amigdalina - - + - - - +  

Arbutina + - + - - - + + 

Esculina citrato férrico + + + + + + + + 

Salicina + - + - - - + + 

D-celobiosa + + + + - - + + 

D-maltosa + + + + + + - + 

D-lactosa (origen bovino) + - + - - - - + 

D-melibiosa + - + - - + - - 

D-sacarosa + - + - - - - - 

D-trehalosa + - + - - - + + 

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

D-rafinosa + - + - - - - - 

Almidón - - - - - - - - 

Glicógeno - - - - - - - - 

Xilitol - - - - - - - - 

Gentiobiosa + + + + - - + + 

D-turanosa + - + - - - - + 

D-lixosa - - - - - - - - 

D-tagatosa - + - + - - + + 

D-fucosa - - - - - - - - 

L-fucosa - - - - - - + - 

D-arabitol - - - - - - - - 

L-arabitol - - - - - - - - 

Gluconato potásico - + + + + + + + 

2-Cetogluconato potásico - - - - - - - - 

5-Cetogluconato potásico - - - - + + - - 

Identificación 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 combinación de los controles 

positivo (C1 y C2) (Tabla 4). 

La selección de las mezclas con mutualismo positivo (+/+) se hizo por observación de las placas 

de cultivo después de 24 horas de incubación. Se consideró que no hubo asociación 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 mostró una restricción en su crecimiento, por lo que esta mezcla fue 

descartada ya que no había una relación positiva entre las tres cepas. 

De las distintas combinaciones, las características que se tomaron en cuenta para la selección es 

que no existiera inhibición 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 

características en mutualismo. En las combinaciones se aprecia un crecimiento homogéneo sin 

inhibición 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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Figura 6. Mutualismo de las mezclas de BAL seleccionadas para la inoculación. 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 inibición 

de alguna de las tres cepas. *Mutualismo negativo: se aprecia una franja de inhibición de 

crecimiento.  
 

 

7.1.3 Confirmación de presencia estructural por tinción Gram 

Después de un crecimiento de 24 horas en caldo MRS de las mezclas seleccionadas (M1, M6, M7, 

M11, M14 y C+), se realizó la tinción 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, además de cocos de cada una de las BAL. 

 

M1 M6 M7 

M11 M14 C+ 

M17* 
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Figura 7. Tinción Gram de las combinaciones de BAL seleccionadas para la inoculación. 

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 x); las flechas señalan la cepa según 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 microbiología 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 

adaptación, posteriormente a la hora 8 se vio el máximo 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 incubación (24 h). La mezcla C + tuvo un comportamiento 

diferente en comparación con las demás 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 adaptación 

(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 

M1 M6 M7 

M11 M14 C+ 

A 
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A 
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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. 

 

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 

más 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 comparación con las demás mezclas.    

Al comparar cada muestra durante las horas de la cinética de crecimiento, la M14 alcanzó su 

máximo recuento significativamente a las 8 h, manteniéndose así 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 apreció hasta la hora 12, y la M1 y C+ hasta las 24 horas. Considerando el valor mínimo (7 UFC 

Log/mL) de la UMT que representa un beneficio a la salud (Neffe-Skocińska, 2018), en las 

muestras M6, M7, M11 y M14 se alcanzó a la hora 4, mientras que en la M1 fue a la hora 6 y el 

C+ fue hasta las 8 horas.    
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7.1.5 Cálculo del inóculo para el inicio de fermentación del jugo de zarzamora termoultrasonicado 

La inoculación de las mezclas en el jugo de zarzamora se realizó de acuerdo a el máximo valor de 

la UMT (9 UFC Log/mL), en concentraciones iguales para cada una de las BAL, por lo cual se 



45 
Lugo Zarate Liliana 

determinó 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 

comparación con las demás BAL.  

A partir de estos resultados se hizo el cálculo de inóculo 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 máximo (9 

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

 

Tabla 7. Recuento de BAL a las 24 horas incubación en caldo MRS 

BAL 

Zarzamora Aguamiel Pulque C+ 

L. 

plantarum 

L. 

plantarum 

P. 

acidilactici 
L. brevis 

L. 

rhamnosus 
L. casei 

UFC Log/mL 7.24±0.09c  9.55±0.09a 9.17±0.08b 9.31±0.03b 9.56±0.02a 9.55±0.12a 

C+: Control positivo; UFC: Unidades Formadoras de Colonias; BAL: Bacterias Ácido Lácticas; a-c 

Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras. 

 

 

Tabla 8. Inóculo necesario (mL) de cada BAL* para cubrir la unidad mínima terapéutica 

para la inoculación en el jugo termoultrasonicado (10 mL) 

Mezcla/BAL 

Zarzamora Aguamiel Pulque C+ 

L. 

plantarum 

L. 

plantarum 

P. 

acidilactici 
L. brevis 

L. 

rhamnosus 
L. casei 

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 inóculo en mL de cada BAL corresponde a 3 UFC Log.  

 

7.2 Evaluación fisicoquímica durante la fermentación del jugo de zarzamora: Etapa 2 

7.2.1 Cinética de crecimiento durante la fermentación del jugo 

El tratamiento de termoultrasonido permitió obtener un jugo de zarzamora inocuo, sin crecimiento 

de mesófilos aerobios y enterobacterias (datos no mostrados), para inocular las mezclas de BAL 

seleccionadas de acuerdo con la Tabla 11 y dar inicio a la fermentación. Se evaluó la cinética de 

crecimiento por 24 horas, la cual fue de manera irregular, pero se mantuvo lineal, los recuentos en 
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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 

 

promedio al inicio y al final de la fermentación 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 mostró diferencia significativa entre las horas de las mezclas M1, M7, M11 y M14. En la 

muestra M6 se observó 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.   
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7.2.2 Cambios de pH, acidez y sólidos solubles totales durante la fermentación del jugo de 

zarzamora 

Durante el proceso fermentativo de 24 horas, se midieron los cambios del pH, porcentaje de ácido 

láctico y sólidos solubles totales de las 5 diferentes mezclas, así como el C+ y el C- (muestra sin 

inóculo). Los valores promedio al inicio y al final de pH fueron de entre 3.34-3.45, el porcentaje 

de ácido láctico permaneció entre 1.19%- 1.21% y de sólidos solubles totales entre 10.61-10.70 ° 

Brix (Tabla 9).  

Al realizar la comparación 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 

comparación con las demás, así como en la hora 4 con las muestras M6, M7, M14 y C + y en la 

hora 10 con la M6. Al finalizar la fermentación el C- fue menor significativamente en comparación 
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con las mezclas M6 y M14. Al comparar cada muestra a través de sus horas de fermentación se 

analizó un aumento gradual de pH, los valores más altos se presentaron en las últimas horas, como 

en las muestras M11 y M14 al final de la fermentación, 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 ácido láctico 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 así como con las mezclas M1, M6, M7 y M14 en la hora 12. Al 

finalizar la fermentación, los valores más altos significativamente fueron de la muestra C+, en 

comparación con las demás. A través de las horas de fermentación, en cada una de las mezclas se 

observó variación, en donde los más altos porcentajes de ácido láctico se obtuvieron a las 12 horas 

en todas las mezclas, a excepción de la mezcla M7 la cual mantuvo sus valores (p>0.05) durante 

todo el proceso fermentativo, así como también la M6 excepto por la hora 2. 

Al comparar los sólidos solubles totales en las diferentes mezclas por cada hora, solamente se 

apreciaron diferencias significativas en las horas 0 y 4. El 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 M1 y M14 en 

comparación con la M6 y la M7. En relación a las muestras durante sus horas de fermentación, se 

apreció que la mezcla M1, M14, C+ y C- presentaron valores similares (p>0.05) en las diferentes 

horas, a excepción de la M1 en la hora cero que mostró el menor.  
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Tabla 9. Cambios durante la fermentación de pH, % ácido láctico y sólidos solubles totales.  

Prueba Jugo 
Tiempo (h) 

0 2 4 6 8 10 12 24 

pH 

M1 3.33±0.04aB 3.34±0.00aA 3.42±0.02aAB 3.39±0.05aAB 3.41±0.01abAB 3.37±0.02bAB 3.40±0.02bcAB 3.45±0.04abcA 

M6 3.31±0.02aB 3.31±0.02bB 3.30±0.01cB 3.31±0.02aB 3.43±0.02abAB 3.54±0.13aA 3.45±0.03abAB 3.52±0.07abA 

M7 3.40±0.11aAB 3.34±0.01bB 3.32±0.02bcB 3.43±0.04aAB 3.45±0.02aAB 3.43±0.01abAB 3.50±0.03aA 3.50±0.07abcA 

M11 3.35±0.02aBC 3.31±0.03bC 3.37±0.02abABC 3.41±0.06aABC 3.41±0.01abABC 3.43±0.04abAB 3.41±0.02bcABC 3.46±0.04abcA 

M14 3.34±0.03aBC 3.32±0.03bC 3.33±0.01bcC 3.34±0.01aC 3.44±0.04aBC 3.47±0.00abAB 3.44±0.02abBC 3.59±0.11aA 

C+ 3.35±0.02aB 3.32±0.03bB 3.33±0.01bcB 3.37±0.02aAB 3.31±0.03cB 3.44±0.03abA 3.37±0.03bcAB 3.37±0.02bcAB 

C- 3.36±0.00aAB 3.34±0.00bAB 3.35±0.04abcAB 3.34±0.03aB 3.36±0.01bcAB 3.43±0.02abA 3.35±0.04cAB 3.32±0.04cB 

% 

Ácido 

láctico 

M1 0.97±0.00bD 1.13±0.00bC 1.27±0.04abAB 1.19±0.04aBC 1.16±0.04bBC 1.22±0.08aABC 1.32±0.04bcA 1.13±0.00bC 

M6 1.27±0.04aA 1.11±0.04bB 1.16±0.04bAB 1.16±0.04aAB 1.16±0.04bAB 1.24±0.09aAB 1.24±0.04cdAB 1.13±0.00bAB 

M7 1.27±0.12aA 1.20±0.02abA 1.22±0.00abA 1.24±0.09aA 1.16±0.04bA 1.27±0.12aA 1.22±0.00dA 1.16±0.04bA 

M11 1.19±0.09aB 1.16±0.04bB 1.27±0.04abAB 1.24±0.04aAB 1.24±0.04abAB 1.32±0.09aAB 1.38±0.00abA 1.24±0.04bAB 

M14 1.30±0.08aA 1.11±0.04bC 1.22±0.00abABC 1.22±0.00aABC 1.24±0.04abAB 1.32±0.04aA 1.32±0.04bcA 1.13±0.00bBC 

C+ 1.11±0.04abB 1.27±0.04aAB 1.24±0.04abAB 1.27±0.04aAB 1.35±0.04aA 1.35±0.04aA 1.38±0.00abA 1.27±0.12bAB 

C- 1.22±0.08aD 1.30±0.00aBCD 1.32±0.04aABCD 1.24±0.09aBC 1.35±0.04aABCD 1.38±0.00aABC 1.46±0.00aA 1.43±0.04aAB 

Sólidos 

solubles 

totales 

°Brix 

M1 9.40±0.17dB 10.97±0.05aA 11.00±0.00aA 10.73±0.20aA 10.83±0.28aA 10.83±0.28aA 11.00±0.00aA 10.87±0.05aA 

M6 10.97±0.05aA 10.17±0.28aB 10.07±0.11bcB 10.40±0.17aAB 10.73±0.11aAB 10.40±0.17aAB 10.43±0.40aAB 10.67±0.40aAB 

M7 10.83±0.05abAB 10.43±0.40aBC 10.00±0.00cC 10.40±0.17aBC 10.10±0.10aC 10.60±0.17aAB 10.93±0.11aA 11.00±0.00aA 

M11 10.90±0.10abA 10.17±0.28aC 10.87±0.05abA 10.03±0.05aC 10.23±0.25aBC 10.73±0.20aAB 10.23±0.25aBC 11.00±0.00aA 

M14 10.60±0.17bcA 10.50±0.30aA 10.93±0.11aA 10.27±0.46aA 10.70±0.17aA 10.40±0.17aA 10.37±0.47aA 10.37±0.23aA 

C+ 10.50±0.00cA 10.97±0.05aA 10.27±0.40abcA 10.67±0.57aA 10.60±0.17aA 10.60±0.17aA 10.83±0.28aA 10.03±0.68aA 

C- 11.07±0.11aA 10.53±0.57aA 10.40±0.69abcA 10.97±0.40aA 10.73±0.69aA 10.73±0.40aA 10.93±0.37aA 11.00±0.43aA 

M1: Mezcla 1; M6: Mezcla 6; M7: Mezcla 7; M11: Mezcla 11; M14: Mezcla 14; C+: Control positivo; a-d Diferentes letras indican diferencia significativa 

(p<0.05) entre las muestras. A-D Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre las horas. 
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Figura 10. Estabilidad A) y viscosidad B) de las diferentes mezclas de jugo de zarzamora 

fermentado. a-c Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) antes de la 

fermentación; A-D Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) después de la 

fermentación; * Indica diferencia significativa (p<0.05) comparando la propia muestra antes y 

después de la fermentación. 

7.2.3 Estabilidad y viscosidad  

Los cambios del antes y después de la fermentación (24 h) sobre estabilidad y viscosidad se aprecia 

en la Figura 11. Antes de la fermentación, se encontraron porcentajes de estabilidad en un rango 

de 89.54% - 81.41%, las muestras M14 y C- fueron mayores significativamente con 89.54%±0.85 

y 89.45%±0.77, respectivamente, en comparación con C+, M1 y C+. Al finalizar la fermentación, 

la estabilidad tuvo valores de entre 89.38% - 64.01%, las muestras M1 y M6 presentaron similares 

valores (p>0.05) con alta estabilidad física significativamente (85.44% en promedio) en relación a 

las demás 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 fermentación, se observó un aumento significativo de 

estabilidad en la M1 y disminución (p<0.05) en las muestras M11, M14, C+ y C-.  

En lo que respecta a la viscosidad, antes de la fermentación se reportaron valores de entre 4.13- 

5.26 cP, la M1 fue significativamente más viscosa (5.26 cP±0.05) en relación a las otras muestras. 

Al terminar el proceso de fermentación 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 demás 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 

fermentación de cada muestra, se reportó un aumento (p<0.05) de viscosidad en la muestra M14 y 

disminución significativa en M1 y M11. 
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Figura 11. Índice de turbidez A) y oscurecimiento B) de las diferentes mezclas de jugo 

de zarzamora fermentado. a-d Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) antes 

de la fermentación; A-D Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) después de 

la fermentación. * Indica diferencia significativa (p<0.05) comparando la propia muestra antes 

y después de la fermentación. 

7.2.4 Índice de turbidez y oscurecimiento 

El índice de turbidez y oscurecimiento se observa en la Figura 12, en la cual se aprecia que al inicio 

de la fermentación 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 demás muestras. Al terminar la fermentación el C+ fue el de mayor 

valor al comparar todas las mezclas, a excepción de las M11 y M14, las cuales fueron similares. 

Al relacionar cada una de las muestras al inicio y final de la fermentación 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 fermentación fue de 0.98-

1.08 y después de 0.91-1.04. La M11 mostró mayor índice de oscurecimiento significativamente 

con 1.08±0.003 en relación con las demás mezclas, a excepción de la M1, M6 y C- que tuvieron 

un comportamiento similar. Mientras que, al terminar el proceso de fermentación, la mezcla M1 

con 1.03±0.006 tuvo menor índice de oscurecimiento significativamente en relación a todas las 

mezclas. Al final de la fermentación, se reportó una disminución en el índice de oscurecimiento de 

las mezclas M1 y M11, con respecto a los valores finales de cada muestra.         
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Figura 12. Contenido antioxidante de las diferentes mezclas de jugo de zarzamora 

fermentado. A) fenoles totales; B) antocianinas. a-c Diferentes letras indican diferencia 

significativa (p<0.05) antes de la fermentación; A-D Diferentes letras indican diferencia 

significativa (p<0.05) después de la fermentación. * Indica diferencia significativa (p<0.05) 

comparando la propia muestra antes y después de la fermentación. 

7.3 Evaluación 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 

fermentación del jugo de zarzamora se presentan en la figura 12. 

Al iniciar la fermentación, la muestra C- fue la que tuvo mayor contenido de fenoles totales 

(247.53±8.15 mg EAG/100 mL) significativamente en comparación con todas las demás, a 

excepción del M11, M14 y C+, no mostrando diferencias (p> 0.05) entre ellas. Al finalizar la 

fermentación, 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 fermentación de las propias muestras, se observó 

un aumento (p<0.05) en los jugos M14 y C+. 

Por otro lado, el contenido de antocianinas antes de iniciar la fermentación, la muestra M14 

presentó los valores más 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. Después de la fermentación, el mayor significativamente fue la 

mezcla C+ con 37.01±0.78 mg Cy-3-GI/100 mL y la M1 fue la que tuvo menor contenido con 

21.54±1.85 mg Cy-3-GI/100 mL. Se apreció una disminución (p<0.05) en las muestras M1, M11 

y M14 entre su contenido inicial y final. 

 

M1 M6 M11 M14 C+ C-

0

10

20

30

40

50

Mezcla

m
g

 C
y

-3
-G

l/
1

0
0

 m
L

Antes

Despuésbc,* c

ab,*
a,*

bc

c

C

B B B

A

B

M1 M6 M11 M14 C+ C-

0

100

200

300

Mezcla

m
g

 E
A

G
/1

0
0

 m
L b

c

bc bc,*
bc,*

a

DE

E

 CD BC

AB A

A)
B)

 

 

 

 

 

 

 



52 
Lugo Zarate Liliana 

7.3.2 Actividad antioxidante 

La actividad antioxidante medida por ABTS•+, DPPH•+, FRAP y quelante de las diferentes 

mezclas se observa en la figura 13.  

Antes de iniciar la fermentación, en ABTS•+ 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 comparación con ambos controles, al terminar la fermentación 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 fermentación. 

En DPPH•+, los resultados fueron de 953.16-1224.83 μmol ET/100 mL antes de la fermentación y 

después fue de 1102.33-1272.33 μmol ET/100 mL. Todas las mezclas tuvieron altos valores 

similares (p>0.05) con 1197.75 μmol ET/100 mL en promedio, a excepción de la M1 y M6. 

Después de la fermentación, la muestra C- presentó mayor capacidad significativamente, actividad 

similar se observó en las muestras M6 y M14. La mezcla M6 aumentó (p<0.05) su potencial de 

reducir al DPPH•+ después de la fermentación con respecto al inicio, mientras que la M11 se vio 

disminuida (p<0.05).  

Al inicio de la fermentación en FRAP, se encontraron cantidades de 13.07-14.87 mM E Fe (II)/100 

mL y al finalizar fueron de 9.25-14.91 mM E Fe (II)/100 mL. En la primera medición al inicio del 

proceso fermentativo no se reportaron diferencias significativas entre las muestras. Al final de la 

fermentación, la de baja capacidad (p<0.05) fue en la mezcla M1 con 9.25±0.15 mM E Fe (II)/100 

mL, mientras que las demás tuvieron valores similares (p>0.05). Al inicio y final de la fermentación 

de cada muestra, las mezclas M1 y 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 fermentación 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 observó un aumento (p<0.05) de cada una de las mezclas M1, M6 y M11 al 

compararlas con el inicio de su fermentación.       
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Figura 13. Actividad antioxidante de las diferentes mezclas de jugo de zarzamora 

fermentado. A) ABTS•+; B) DPPH•+; C) FRAP; D) Quelante. a-d Diferentes letras 

indican diferencia significativa (p<0.05) antes de la fermentación; A-D Diferentes letras indican 

diferencia significativa (p<0.05) después de la fermentación. * Indica diferencia significativa 

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

M1 M6 M11 M14 C+ C-

0

10

20

30

40

50

Mezcla

m
g

 E
A

A
/1

0
0

 m
L

a
a a

ab
b

b
A A

A

A

A A

M1 M6 M11 M14 C+ C-

0

500

1000

1500

Mezcla

μ
m

o
l 

E
T

/1
0

0
 m

L

b
b,*

a,*
a a a

D

AB
CD

ABC
BCD

A Antes

Después

M1 M6 M11 M14 C+ C-

0

5

10

15

20

Mezcla

m
M

 E
 F

e
 (

II
) 

/1
0

0
 m

L

a,*
a

a

a

a,*
a

C

AB
A

AB
B

AB

M1 M6 M11 M14 C+ C-

0

20

40

60

80

Mezcla

%
 a

c
ti

v
id

a
d

 q
u

e
la

n
te

c,*
d,*

b,* b,* a
b

A

B BC
CD

BCD
D

A) B)

C)
D)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 
Lugo Zarate Liliana 

VIII DISCUSIÓN 

 

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

Anteriormente, las cepas fueron identificadas por Cervantes-Elizarrarás (42). En el presente trabajo 

se realizó una segunda verificación mediante una identificación fenotípica con diferentes pruebas 

morfológicas, bioquímicas y fisiológicas, así como una identificación fenotípica con una galería de 

fermentación de carbohidratos (API 50 CH y 50 CHL), esto con la finalidad de confirmar su género 

láctico 

 

8.1.1 Pruebas morfológicas, bioquímicas y fisiológicas  

En este trabajo se corroboró el género ácido láctico de las cepas que resultaron Gram positivo, 

motilidad y catalasa negativas, Ringø, et al. y Mohamad, et al. (139,140) indican que estos son 

aspectos propios de las BAL. Son Gram positivos por las características de su membrana que tiene 

afinidad al colorante violeta (141), son organismos inmóviles ya que carecen de cilios y flagelos 

(109) y se caracterizan por ser catalasa negativa (142) lo cual promueve la conservación de 

alimentos fermentados por las propiedades antimicrobianas del peróxido de hidrógeno secretado 

por las mismas (143). Estas características se han observado en estudios sobre la identificación 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 lácteos (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, 

ósmosis, entre otros se consideran un criterio para seleccionar a las BAL como cultivo iniciador y 

con características probióticas, ya que durante su proceso y durante la digestión 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. El crecimiento de las cepas anteriormente 

mencionadas se debe a el mecanismo de termorresistencia y su variación genética, que consiste en 

proteínas específicas (149), a temperaturas altas intervienen las proteínas de choque térmico (Hsp), 

por ejemplo las Hsp40, y enzimas como fosfoenolpiruvato, fosfoenoltransferasa, encargadas de 

fosforilar a las Hsp presentes para ejercer su función (150,151), y a temperaturas bajas las proteínas 
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de choque frío (cspC, cspL y cspP), además del aumento de ácidos grasos insaturados y 

ramificación 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 replicación o metabolismo disminuido ocasionado por un medio que causa estrés a 

microorganismo (153).  

Algunas BAL pueden no crecer a temperaturas altas como las cepas A1 aislada de aguamiel y P2 

de pulque o a bajas temperaturas como la Z1. Lo cual podría deberse a la lenta respuesta sobre la 

síntesis de proteínas de choque ante el estrés, ocasionando desnaturalización de las proteínas y 

posterior agregación, o la desestabilización 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, así como la baja fluidez de la membrana, menor traducción, 

transcripción y replicación del ADN, por lo cual la síntesis de proteínas de choque frío es más baja, 

en comparación con las demás que pudieron tener un periodo de adaptación más rápido (155). 

Igualmente se ha reportado que a temperaturas bajas los ácidos grasos de la membrana se cristalizan 

disminuyendo la fluidez, pero su composición tiene un papel importante sobre ese parámetro en 

las BAL, se ha indicado que la relación de ácidos grasos insaturados/saturados como mayor 

insaturaciones o ramificaciones mantienen en buen estado y con fluidez a la membrana,  este 

proceso varía según la composición 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 

composición de ácidos grasos, además se observó diferencia significativa en la proporción de estos 

compuestos en la membrana de cada cepa (157). 

El crecimiento en medios ácidos (3.5, 4.5 y 5.5) y básicos (8.5 y 9.6) se observó en las cepas A1, 

P1, P2, C1 y C2, mientras que las cepas Z1 y Z2 y A2 se vieron afectadas a pH ácidos. El pH 

óptimo 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 probióticos ya que deben sobrevivir el paso por el 

tracto gastrointestinal (148).  

El daño celular ocasionado por un pH bajo por debajo del óptimo, puede disminuir por diferentes 

mecanismos como la homeostasis, integridad y fluidez de la membrana, su regulación metabólica 

y reparación de macromoléculas (159). Mantener la homeostasis es el principal mecanismo, en este 

proceso intervienen sistemas de transporte como las ATPasa de translocación de protones (160) 

que permite la desviación de protones al exterior (161). Cuando el pH del ambiente es bajo y 
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constante, las bacterias gastan elevadas cantidades de energía para mantener un pH intracelular 

neutro restringiendo el crecimiento y metabolismo (162), cuando se llega a un pH extracelular más 

bajo, el pH intracelular desciende rápidamente resultando en daño a las proteínas y ADN para que 

finalmente la célula muera (163). Otro de los compuestos que se ven modificados a un pH bajo son 

los ácidos grasos de la membrana de las BAL, se observa una disminución de ácidos grasos 

insaturados / ácidos grasos saturados y un aumento de ácidos grasos cíclicos 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 variación de resistencia 

(159). 

Posteriormente las cepas se expusieron a concentraciones de 5.0, 6.5 y 10% de NaCl con el 

propósito de conocer su crecimiento en estrés osmótico. Las cepas de zarzamora (Z1 y Z2), 

aguamiel (A1 y A2) y pulque (P1 y P2) crecieron a concentraciones de 5 y 6.5% de NaCl, 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 

osmótico, como el ajuste a la osmolalidad intracelular mediante la absorción del soluto compatible 

o la síntesis del mismo para mantener un equilibrio (148), otro de los mecanismos es la producción 

de proteínas de la capa superficial (capa S) como SlpA y SlpX de algunas bacterias, esta capa está 

adherida a la membrana en el péptido glicano es la encargada de la protección a la célula (165), 

como L. acidophilus que en estrés osmótico aumenta hasta en un 40%, y es una forma de 

contrarrestar la fragilidad por la disminución del espesor y componentes de la membrana de las 

BAL que no tienen capa superficial (166). La disminución de crecimiento de las cepas es más 

notorio cuando la concentración de NaCl aumenta, este comportamiento se observó en las cepas 

del presente estudio, así como en BAL del género Lactobacillus y Pediococcus aisladas de 

intestinos de pollo (167). Esto se puede atribuir a que el estrés osmótico 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 reportó el crecimiento de 

diferentes Lactobacillus al 5 y 8 % de NaCl (170). 

Cabe destacar que las cepas utilizadas en el presente estudio, anteriormente fueron evaluadas en 

condiciones gástricas (pH 2 y sales biliares), de las cuales se observó una tasa de sobrevivencia 
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mayor al 50%, presentaron susceptibilidad a antibióticos como la amoxicilina, amicacina, 

gentamicina, entre otros y se observó 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 probióticos (148). Además, 

estos dos últimos criterios son usados regularmente como condiciones selectivas de las BAL en el 

procesamiento industrial (170). 

 

8.1.2 Identificación bioquímica de las cepas: Fermentación con galería de carbohidratos 

Las BAL identificadas fenotípicamente 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 

identificación bacteriana. Esta identificación coincide con el estudio previamente realizado en PCR 

de las mismas cepas por Cervantes-Elizarraras et al. (42), excepto las cepas de zarzamora Z24-1 y 

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 realizó este método de identificación bioquímica y una 

confirmación con métodos moleculares como PCR y secuenciación 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 camarón gigante se identificó a L. 

plantarum (140). 

 

8.2 Caracterización del cultivo iniciador para la fermentación del jugo de zarzamora 

Posterior a la identificación 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 cálculo 

del inóculo necesario para iniciar la fermentación 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 relación positiva. Se sabe que los 

consorcios de BAL que tienen buena relación, fomentan la conversión de sustratos, mejoran la 

biotransformación y se aprovechan los productos finales de la fermentación de cada una de las 

cepas, mediante el intercambio de nutrientes (alimentación cruzada) (173). 

El mutualismo indica que todos los microorganismos que estén en contacto se benefician por su 

mayor resistencia a flora patógena (50), las interacciones entre BAL son poco descritas a excepción 

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 aminoácidos, péptidos, 

nucleótidos, vitaminas, minerales, ácidos grasos y carbohidratos (175) y las del género 

Pediococcus utilizan carbohidratos, proteínas, aminoácidos, nucleótidos y vitaminas, exigiendo la 

mayoría de aminoácidos disponibles del medio donde crecen. Los componentes alimentarios 

necesarios para las cepas están contenidos en el medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) utilizado en 

el presente estudio, lo cual permitió que no hubiera competencia por alimento y se observará una 

relación positiva. 

Como se mencionó anteriormente, la biotransformación de compuestos durante la fermentación 

son aprovechados por otro microorganismo del consorcio, por ejemplo el mutualismo que se 

observó en la mezcla M1 que está compuesta por P. acidilactici, este se caracteriza por presentar 

una actividad proteolítica liberando aminoácidos (176), los cuales pueden ser utilizados por L. 

plantarum, además 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 están 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 vía Embden-Meyerhof-Parnas, este 

proceso tiene como metabolito final el ácido láctico (177), otras de las vías metabólicas principales 

en la fermentación son la proteólisis y la lipolisis, la vía proteolítica es muy débil en algunas BAL, 

sin embargo, degrada las proteínas con el objetivo de liberar aminoácidos 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 observó mutualismo de las 

BAL, puede deberse a la formación y posterior sensibilidad de compuestos antimicrobianos como 

el ácido láctico o las bacteriocinas que pueden actuar contra bacterias de su mismo género, y verse 

obstaculizada la formación de consorcios estables (179). La síntesis de bacteriocinas está regulada 

por péptidos inductores (180), su expresión está dada por sistemas de dos y tres componentes o por 

si sola (181), su mecanismo de acción puede requerir de receptores para su acoplamiento en la 

membrana como el lípido II o manosa permeasa (182), generando la inhibición sobre la síntesis de 

peptidoglicanos (183) o promoviendo la formación de poros en la membrana que permite la pérdida 

del citoplasma y por último 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 podría ser la mezcla M2 que 

está 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 

síntesis de reuterina, pero en esta cepa la bacteriocina es sensible a la descomposición por 

oxidoreductasas a 1,3-propanodiol convirtiéndose en agua y dióxido de carbono (186), por lo cual 

el L. plantarum posiblemente tuvo mayores posibilidades de sobrevivencia en esta mezcla.  

Por otro lado, los efectos bacteriostáticos o bactericidas de las bacterias se pueden evadir mediante 

mecanismos de resistencia como la neutralización de la carga negativa de la pared celular por el 

ácido teicoico (187), su síntesis en bacterias Gram positivas depende de cuatro proteínas del operón 

Dlt (Dlt A-D) y su inactivación 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 modificación de los fosfolípidos aniónicos con L-lisina para producir lisilfosfatidilglicerol 

(fosfolípido básico), 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, reducción de colesterol, estimulación del sistema inmune, entre 
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otras), ya que una relación negativa puede llegar a generar disbiosis en la microbiota intestinal, que 

puede resultar en procesos patológicos como diabetes y obesidad (191), uno de los mecanismos 

por los cuales se ven fortalecidos los consorcios microbianos son la alimentación cruzada 

(173,192), es por ello que el mutualismo influye en la dinámica de ecosistemas microbianos como 

el del intestino (193). En un estudio evaluaron la alimentación 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 incubación 

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 utilizó con el 

objetivo de conocer su comportamiento de las mezclas en este medio, además de obtener la Unidad 

Mínima Terapéutica (UMT). 

En el crecimiento de 12 cepas diferentes de BAL entre ellas P. pentosaceus, L. lactis, L. plantarum, 

se reportó 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 observó en el presente 

trabajo. Mientras que otros estudios difieren, como en L. paracasei y S. thermophillus, donde el 

crecimiento en latencia se extendió a 7.39 y 5.50 horas, respectivamente (195) y L. plantarum 

permaneció 5 h en latencia, hasta las 22 horas se detuvo el crecimiento exponencial e inició 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 máximo de 9.4 

UFC Log10/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 máximo de 

9 UFC Log/mL en P. pentosaceus aislado de palma datilera se reportó en mayor tiempo de 

incubación (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 patógenos (199). 

 

8.2.3 Cultivo iniciador para la fermentación del jugo de zarzamora termoultrasonicado 

Estudios utilizaron la misma concentración de inóculo 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 consistía 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 restauración de la 

microbiota, control metabólico, entre otros (203). La inoculación de acuerdo a la UMT (9 UFC 

Log/mL) ha demostrado tener efectos benéficos al huésped, en enfermedades como diarrea, colitis, 

cáncer, entre otras (14), como es el caso de la suplementación de L. rhamnosus en ratones con 

diabetes mellitus y con obesidad, se reportaron efectos hipoglucémicos y se regularon los niveles 

de lípidos en sangre, estos efectos se atribuyen a la producción de ácidos grasos de cadena corta 

por las BAL (204). 

 

8.3 Evaluación del jugo fermentado: Etapa 2 

Después del cálculo del inóculo necesario para iniciar la fermentación, se procedió a medir la 

cinética de crecimiento de las mezclas de BAL en el jugo de zarzamora, además de diferentes 

parámetros físicos y antioxidantes durante la fermentación, 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 fermentación 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 disminuyó 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 excepción 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 reportó 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 brócoli, en donde hubo un aumento de 1 y 

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 

fermentación, puede ser el tamaño del inóculo, ya que regularmente estos microorganismos crecen 

a un máximo de 8 a 9 UFC Log/g (199), igualmente la producción de ácido láctico durante la 

fermentación, ya que cuando llega a un límite 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 ácido inicial del medio de fermentación, como en un jugo de anacardo que inició 

con un pH menor a 4 (99), esta misma característica se observó 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 

huésped (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 ácido láctico y sólidos solubles totales 

Los valores iniciales de pH aumentaron y el porcentaje de ácido láctico se mantuvo con respecto a 

la hora cero, y en sólidos solubles totales no hubo cambios significativos en todas las mezclas a 

excepción de la M1, M7 y M11 que presentaron variaciones durante las horas de análisis.  

Usualmente durante la fermentación, el pH disminuye y el ácido láctico aumenta, comportamientos 

diferentes se apreciaron en este trabajo en relación a otras matrices, como en jugos de azafrán, 
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manzana y de uva (200,211,212), lo cual podría deberse al pH inicial ácido del jugo de zarzamora, 

ya que el crecimiento de las BAL en medios ácidos 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 sólidos solubles las muestras M1, M7 y M11 tuvieron mínimos cambios, 

esto mismo se estudios se reporta en jugo de manzana fermentado con L. plantarum el cual 

disminuyó 1° Brix a las 24 horas (213), al igual que en otro jugo de piña fermentado con L. 

fermentum y L. plantarum (214), mientras que en jugo de granada fermentado con L. plantarum, 

después de 15 días se observó una disminución de 0.25° Brix iniciando con 12.22°Brix (215). Estos 

mínimos cambios, pueden deberse a un equilibrio entre el consumo de azúcares fermentables y la 

producción de ácidos como el láctico (216). 

 

8.3.3 Estabilidad y viscosidad   

Durante la fermentación 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 aumentó y la M6 se mantuvo. Mientras que la viscosidad de los jugos M1 y M11 se vio 

disminuida y aumentó en la M14. 

Al inicio de la fermentación en viscosidad, la M1 fue más alta significativamente en comparación 

con el jugo C-, así como a las demás muestras, esto pudo deberse al mayor contenido de sólidos, 

como lo reportado en jugo de mango fermentado con una combinación de L. bulgaricus, S. 

thermophilus y L. plantarum en relación a su control (217). Por otro lado, al final de la fermentación 

se observó un comportamiento similar en las muestras M1 y C+ en comparación con el C-, esto 

mismo sucedió en jugo de azafrán con Lactococcus lactis, L. plantarum y L. brevis inoculadas de 

forma individual (211). El aumento o disminución de la estabilidad y viscosidad en los jugos se 

define por el tamaño de partícula y contenido de sólidos (218). Así como la síntesis de 

exopolisacáridos (219,220), que depende de las fuentes de nitrógeno, fósforo 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 homopolisacárido ∝-D-glucano por medio de glucosa 

(223), mientras que L. plantarum produce el heteropolisacárido compuesto a partir de manosa, 

galactosa y glucosa (224). 
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La síntesis de exopolisacáridos por BAL ha demostrado que en los jugos modifica la viscosidad y 

algunos otros parámetros relacionados como la estabilidad (225), como en jugo de tomate 

fermentado con W. cibaria/confusa, el cual aumentó 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 azafrán fermentado con Lactococcus lactis (211), este comportamiento pudo haber ocurrido en 

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

 

8.3.4 Turbidez y oscurecimiento 

El índice de turbidez después de la fermentación se vio aumentado significativamente con respecto 

a antes de la fermentación en las muestras M1, M6, M14, y C-. 

Son pocos los estudios que determinan el índice 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 aumentó 

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 partículas, ya que la turbidez está definida por la reducción de la transparencia por la 

presencia de partículas disueltas en el líquido (127), como células, proteínas y polifenoles, o la 

unión de los dos últimos por puentes de hidrógeno (228). 

Mientras que en un estudio con jugo de tomate fermentado con Saccharomyces cerevisiae, tuvo 

una disminución de turbidez a las 24 h, sugiriendo un cambio en el estado de agregación de las 

partículas pequeñas que forman partículas más 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 

fermentación, esto puede deberse a una mayor fracción de partículas disueltas en el medio no 

precipitan durante la centrifugación, generando el aumento de la turbidez (230). 

En lo que respecta a el índice de oscurecimiento, las muestras M6, M14, C+ y C- mantuvieron sus 

valores, al compararlas con el inicio de la fermentación y las mezclas M1 y M11 presentaron una 

disminución. Se apreciaron valores en promedio de 1.007 en todas las muestras analizadas después 

de la fermentación, esto no coincide con lo reportado en vino de naranja obtenido de una 

fermentación espontánea que obtuvo un valor de 0.19, además observaron que este índice se ve 
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aumentado por el contenido de ácido ascórbico, la temperatura de almacenamiento y el tiempo 

(231). 

El comportamiento de las muestras M1 y M11 sobre la disminución significativa del índice de 

oscurecimiento después de la fermentación 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 producción y liberación de metabolitos con alta actividad 

antioxidante o a la degradación 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 fermentación. Las mezclas que tuvieron mayor concentración de antocianinas antes 

de la fermentación fueron M11 y M14 y después fue la muestra C+.  

Estudios han reportado un aumento de compuestos fenólicos después del proceso de fermentación 

como en jugos de hetian y azufaifa fermentados con L. acidophilus, L. casei, L. helveticus y L. 

paracasei, en su forma individual (233), así como en jugo de arándano 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 reportó en el 

presente estudio en las muestras M14 y C+. Esto se puede atribuir a las enzimas α-D-galactosidasa 

y β-D-glucosidasa de las cepas que hidrolizan compuestos fenólicos en formas más simples 

(235,236), como es el caso de L. plantarum que fue utilizado en las mezclas M14, esta cepa tiene 

la capacidad de desglicosilar fenólicos glicosilados y liberar fenoles solubles ligados o insolubles 

de la pared celular vegetal (237). Por otro lado, en jugo de saúco fermentado con L. rhamnosus se 

indujo un aumento de compuestos fenólicos (100), como en la muestra C+, que fue inoculada con 

L. casei y L. rhamnosus, en donde se observó mayor concentración de fenoles en relación con las 

demás 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 fermentación los 

microorganismos liberan los fenoles, sin embargo los mismos generan su descarboxilación como 

es el caso de los ácidos cafeico, p-cumárico y ferúlico en vinilcatecol, p-vinilfenol y vinilguayacol, 

respectivamente, o su reducción en ácidos dihidrocafeico, floreético y dihidroferúlico, 

respectivamente (238), así como la despolimerización de estos compuestos macromoleculares o su 
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conversión a compuestos individuales (96), como el aumento de taninos condensados y 

disminución de taninos hidrolizables (ácido gálico) 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 fermentación, las BAL reducen a los fenoles para obtener NAD 

otorgando una ventaja energética (239).   

Después de la fermentación, la muestra C- tuvo mayor concentración de fenoles totales en 

comparación con todas las mezclas, excepto el C+, esto difiere con lo reportado en jugo de saúco 

fermentado con L. plantarum, L. casei y L. rhamnosus, en su forma individual, los cuales tuvieron 

mayor contenido de fenoles que el jugo sin inóculo (100). 

En lo que respecta al contenido de antocianinas, este se vio disminuido después de la fermentación 

en las muestras M1, M11 y M14, en relación al inicio de la fermentación. Esto también se observó 

en jugo de arándano fermentado con diferentes cepas de L. fermentum y L. plantarum, en su forma 

individual y en jugo de azafrán fermentado con L. casei, L. plantarum y L. brevis, inoculados 

individualmente (211), este efecto se debe a la participación de la β-glucosidasa que degrada a los 

β-glucósidos 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 disminución de 

antocianinas glicosiladas resulta en un aumento de agliconas (antocianidina), la cual está libre de 

carbohidratos por haber sido utilizada como sustrato por las BAL (242). 

La mezcla C +, conservó su contenido en antocianinas con respecto al inicio de la fermentación, 

esto se puede atribuir al pH ligeramente más bajo obtenido, ya que Kwaw et al., (96) en jugo de 

mora fermentado con L. plantarum, L acidophilus y L. paracasei indicó que un pH ácido tiene un 

efecto protector hacia las antocianinas. Igualmente pudo deberse a la baja actividad enzimática, 

como lo reportado por Ávila, et al., (240) en L. casei indicando que la actividad de β-glucosidasa 

es mayor después de las 24 h, por lo cual en este tiempo no hubo una degradación significativa de 

glucósidos de malvidina y delfinidina. 

 

8.3.6 Actividad antioxidante  

Al comparar la actividad antioxidante, en ABTS•+ no se observaron diferencias significativas al 

final de la fermentación con respecto al inicio, mientras que en DPPH•+ la muestra M6 presentó 

un aumento (p<0.05) y la M11 disminuyó. Estudios reportan un aumento de eliminación de los 

radicales ABTS•+ y DPPH•+, 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 fenólico (243), mientras que Ayed. 

Abid y Hamdi (244) lo atribuyen al tiempo de fermentación, 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 excepción de la M6 en el método 

de DPPH•+, donde se reportó un aumento significativo después de la fermentación.  

En la actividad antioxidante medida por FRAP, la M1 y C + disminuyeron y las muestras M6, M11 

y M14 mantuvieron sus valores, esto difiere con el aumento reportado en un jugo de piña 

fermentado con L. acidophillus y L. plantarum (245) y en jugos de arándano 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 demostró que la actividad antioxidante 

por FRAP, depende mayormente del tipo de cepa que se utiliza para la fermentación 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 observó 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 producción de metabolitos con actividad 

antioxidante como glutatión, butirato, folato, entre otros (249), o al tiempo de fermentación (244), 

al efecto sinérgico de varios compuestos como la unión de la fracción flavonoide y ácidos fenólicos 

(250).    
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IX CONCLUSIONES 

● Las pruebas morfológicas y de tolerancia a diferentes medios (temperatura, pH y 

concentraciones de NaCl) demostraron que las cepas son BAL.  

● La galería de fermentación de carbohidratos API 50 CH y API 50 CH identificó 

fenotípicamente a L. plantarum, P. acidilactici, L. collinoides, L. brevis, L. rhamnosus y L. 

casei. 

● De 17 mezclas con BAL, 5 presentaron mejores características de mutualismo y fueron 

utilizadas como inóculo en el jugo de zarzamora termoultrasonicado. 

● A las 24 horas de fermentación, se logró el crecimiento requerido de acuerdo a la Unidad 

Mínima Terapéutica (UMT) en las 5 combinaciones de BAL y en el C+, en medio MRS y 

en el jugo de zarzamora termoultrasonicado. 

● Durante la fermentación del jugo de zarzamora, las características fisicoquímicas (pH, 

porcentaje de ácido láctico, sólidos solubles totales, estabilidad, viscosidad, turbidez y 

oscurecimiento) presentaron cambios mínimos manteniendo las características propias del 

jugo.  

● Al término de la fermentación, el contenido de fenoles totales aumentó significativamente 

en las muestras M14 y C+, mientras que en contenido de antocianinas se vio disminuido en 

las mezclas M1, M11 y M14.  

● Con respecto a actividad antioxidante, no se presentaron modificaciones en todas las 

muestras medida por ABTS•+. En DPPH•+, la mezcla M6 aumentó y la M11 disminuyó, 

mientras que en la actividad antioxidante por FRAP, la mayoría de las muestras 

permanecieron estables, excepto por M1 y C+, los cuales disminuyeron. Finalmente, en 

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

● De las mezclas analizadas, la M6 tuvo las de mejores características ya que cumplio con el 

maximo crecimiento de UFC de acuerdo a la UMT, además se ubicó en las bebidas con 

mejor estabilidad, mayor contenido de antocianinas y capacidad antioxidante (ABTS, 

DPPH y FRAP).  
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X RECOMENDACIONES  

 

● La bebida de zarzamora elaborada en el presente proyecto deberá ser probada en cepas 

patógenas, para que permitan comprobar su efecto antimicrobiano. 

● Comprobar la síntesis de bacteriocinas por electroforesis.  

● Realizar la identificación de compuestos bioactivos mediante HPLC, así como ácidos 

grasos de cadena corta que se producen o liberan durante la fermentación, por el método de 

cromatografía de gases. 

●  La bebida fermentada de zarzamora que se formuló en esta investigación, podría ayudar a 

futuras investigaciones sobre el tratamiento de enfermedades ocasionadas por 

microorganismos patógenos en un modelo experimental en ratas infectadas con diferentes 

cepas patógenas. 
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XII ANEXOS 

 

 

 

Figura 14. Tabla de identificación fenotípica 
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Tabla 10. Cinética de crecimiento (UFC Log/mL) de diferentes combinaciones de BAL en caldo MRS 

Mezcla 
Tiempo (h) 

0 2 4 6 8 10 12 24 

M1 6.72±0.02bFG 6.69±0.04aG 6.80±0.02cF 7.41±0.05cE 8.23±0.04cD 8.51±0.01dC 8.63±0.04dB 9.06±0.01cA 

M6 6.68±0.02bD 6.70±0.05aD 7.51±0.05aD 8.73±0.05aC 9.16±0.15aB 9.15±0.02abB 9.37±0.06aA 9.20±0.03bAB 

M7 6.47±0.01cE 6.42±0.02bE 7.19±0.04bD 8.40±0.09bC 8.92±0.04bB 8.95±0.02cAB 8.98±0.02cAB 9.05±0.02cA 

M11 6.90±0.05aE 6.73±0.06aF 7.44±0.06aD 8.37±0.04bC 8.77±0.01bB 9.17±0.01aA 9.16±0.00bA 9.19±0.02bA 

M14 6.79±0.04bD 6.61±0.03aD 7.34±0.13abC 8.67±0.10aB 9.12±0.01aA 9.09±0.03bA 9.11±0.00bA 9.16±0.01bA 

C+ 6.28±0.07dE 6.35±0.07bE 6.33±0.06dE 6.91±0.04dD 7.71±0.05dC 8.49±0.04dB 8.57±0.03dB 12.56±0.02aA 

M1: Mezcla 1; M6: Mezcla 6; M7: Mezcla 7; M11: Mezcla 11; M14: Mezcla 14; C+: Control positivo; a-e Diferentes letras indican 

diferencia significativa (p<0.05) entre muestras.  A-G 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 

Mezcla 
Tiempo (h) 

0 2 4 6 8 10 12 24 

M1 8.24±0.09abA 7.89±0.01dA 7.96±0.01cdA 8.10±0.11aA 8.05±0.04aA 7.95±0.04aA 8.08±0.02abA 8.47±0.60abA 

M6 8.07±0.09 abC 8.20±0.04 aBC 8.05±0.05bcC 8.38±0.07bB 7.98±0.06 abC 8.19±0.09 aBC 8.12±0.05 abC 9.18±0.14 aA 

M7 8.01±0.03bA 8.03±0.02bcA 8.12±0.02 abA 8.18±0.03bA 8.06±0.02 aA 8.10±0.09 aA 7.97±0.06bA 8.03±0.80 abA 

M11 8.18±0.02 abA 7.93±0.03cdA 7.93±0.03cdA 8.12±0.07bA 7.89±0.06bA 7.94±0.06 aA 8.54±0.44 aA 8.49±0.54 abA 

M14 8.23±0.01 abA 8.18±0.04 aA 8.20±0.05 aA 8.05±0.01bA 8.08±0.04 aA 8.05±0.05 aA 7.93±0.15bA 8.25±0.56 abA 

C+ 8.31±0.23 aA 8.13±0.11 abAB 7.87±0.09eBC 8.14±0.07bAB 7.63±0.06cC 8.22±0.19 aAB 7.91±0.05bBC 7.67±0.13bC 

M1: Mezcla 1; M6: Mezcla 6; M7: Mezcla 7; M11: Mezcla 11; M14: Mezcla 14; C+: Control positivo; a-e Diferentes letras indican diferencia 

significativa (p<0.05) entre muestras.  A-C Diferentes letras indican diferencia significativa (p<0.05) entre horas. 
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