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​AO:​​Ácidos orgánicos​

​AMX:​​Amoxicilina​

​BAL:​​Bacterias ácido-lácticas​

​CMI:​​Concentración mínima inhibitoria​

​C1:​ ​Jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​con​ ​suero​​de​​leche​​fermentado​​con​​L.​​plantarum,​​L.​​brevis​​y​​P.​

​acidilactici​

​C2:​​Jugo de zarzamora fermentado con suero de leche​​L. casei y L. rhamnosus​

​C-:​​Jugo de zarzamora con suero de leche sin inóculo​

​Log UFC/mL:​​Logaritmo de Unidades Formadoras de colonias​​por mililitro​

​MRS:​​Man Rogosa Sharpe​

​MTZ:​​Metronidazol​

​NGM​​: Medio de Crecimiento para Nematodos​



​Resumen​
​La​ ​resistencia​ ​a​ ​los​ ​antimicrobianos​ ​es​ ​un​ ​problema​ ​de​​salud​​pública,​​considerado​​una​

​pandemia​​silenciosa.​​Se​​estima​​que​​para​​el​​2050​​habrá​​más​​de​​39​​millones​​de​​muertes​

​relacionadas​ ​con​ ​infecciones​ ​causadas​ ​por​ ​microorganismos​ ​multirresistentes.​ ​Una​ ​de​

​esas​​bacterias​​es​​Helicobacter​​pylori,​​clasificada​​como​​carcinogénico​​tipo​​1.​​Una​​terapia​

​alternativa​ ​es​ ​el​ ​uso​ ​de​ ​probióticos,​ ​principalmente​ ​de​ ​alimentos​ ​fermentados,​ ​con​ ​la​

​finalidad​ ​de​ ​consumir​ ​los​ ​productos​ ​del​ ​metabolismo​ ​bacteriano.​ ​Estos​ ​productos​ ​se​

​proponen​​como​​coadyuvantes​​debido​​a​​sus​​propiedades​​antimicrobianas​​y​​moduladoras​

​de​​la​​disbiosis​​gastrointestinal.​ ​Por​​ello,​​el​​objetivo​​del​​presente​​proyecto​​fue​​evaluar​​una​

​bebida​ ​a​ ​base​ ​de​ ​zarzamora​ ​fermentada​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​y​ ​bacterias​ ​ácido-lácticas​

​(​​Levilactobacillus​ ​brevis,​ ​Lactiplantibacillus​ ​plantarum,​ ​Pediococcus​ ​acidilactici,​

​Lacticaseibacillus​ ​casei​ ​y​ ​Lacticaseibacillus​ ​rhamnosus​​)​ ​en​ ​cocultivo​​contra​​H.​​pylori​​en​

​modelos​ ​in​ ​vitro​ ​e​ ​in​ ​vivo.​ ​Los​ ​resultados​ ​obtenidos​ ​mostraron​ ​cambios​ ​fisicoquímicos​

​relacionados​ ​con​ ​la​ ​fermentación​​como​​la​​síntesis​​de​​ácido​​láctico,​​la​​biotransformación​

​de​ ​compuestos​ ​fenólicos,​ ​reflejados​ ​en​ ​la​ ​actividad​ ​antioxidante​ ​determinada​ ​con​ ​los​

​radicales​ ​ABTS​ ​y​ ​DPPH.​ ​Se​ ​determinó​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​metabolitos​ ​antimicrobianos​

​como​ ​ácido​ ​láctico,​ ​ácido​ ​acético​ ​y​ ​péptidos​ ​de​ ​bajo​ ​peso​ ​molecular.​ ​La​ ​bebida​ ​C2​​(​​L.​

​casei​ ​y​ ​L.​ ​rhamnosus​​)​ ​presentó​​las​​mejores​​propiedades​​probióticas​​y​​fue​​usada​​contra​

​H.​​pylori​​.​​Se​​observó​​un​​efecto​​bactericida​​y​​de​​lisis​​en​​cepas​​patógenas​​de​​H.​​pylori​​en​

​modelos​​in​​vitro​​.​​Finalmente,​​el​​análisis​​in​​vivo​​se​​realizó​​en​​un​​modelo​​de​​Caenorhabditis​

​elegans​​de​​infección​​con​​Staphylococcus​​aureus​​y​​H.​​pylori,​​mayor​​esperanza​​de​​vida​​y​

​mejores​ ​características​ ​de​ ​salud​ ​se​ ​presentaron​ ​con​ ​la​ ​suplementación​ ​del​ ​jugo​ ​C2.​

​Estos​ ​resultados​ ​muestran​ ​el​ ​efecto​ ​antimicrobiano​ ​y​ ​modulador​ ​del​ ​jugo​ ​C2​ ​y​ ​cómo​

​podría​ ​contribuir​ ​como​ ​coadyuvante​ ​en​ ​el​ ​tratamiento​ ​de​ ​infecciones​ ​causadas​ ​por​ ​S.​

​aureus​​y​​H. pylori.​
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​Abstract​

​Antimicrobial​ ​resistance​ ​is​ ​a​ ​public​ ​health​ ​problem,​ ​considered​ ​a​ ​silent​ ​pandemic.​ ​It​ ​is​

​estimated​ ​that​ ​by​ ​2050​ ​there​ ​will​ ​be​ ​more​ ​than​ ​39​ ​million​ ​deaths​ ​related​ ​to​ ​infections​

​caused​ ​by​ ​multidrug-resistant​ ​microorganisms.​ ​One​ ​of​ ​these​ ​bacteria​ ​is​ ​Helicobacter​

​pylori​​,​​classified​​as​​a​​Group​​1​​carcinogen.​​An​​alternative​​therapy​​is​​the​​use​​of​​probiotics,​

​primarily​ ​from​ ​fermented​​foods,​​to​​consume​​the​​products​​of​​bacterial​​metabolism.​​These​

​products​ ​are​ ​proposed​ ​as​​adjuvants​​due​​to​​their​​antimicrobial​​properties​​and​​their​​ability​

​to​ ​modulate​ ​gastrointestinal​ ​dysbiosis.​ ​Therefore,​ ​the​ ​objective​ ​of​ ​this​ ​project​ ​was​ ​to​

​evaluate​ ​a​ ​blackberry-based​ ​beverage​ ​fermented​ ​with​ ​whey​ ​and​ ​lactic​ ​acid​ ​bacteria​

​(​​Levilactobacillus​ ​brevis,​ ​Lactiplantibacillus​ ​plantarum,​ ​Pediococcus​ ​acidilactici,​

​Lacticaseibacillus​​casei,​​and​​Lacticaseibacillus​​rhamnosus​​)​​in​​co-culture​​against​​H.​​pylori​

​in​ ​in​ ​vitro​ ​and​ ​in​ ​vivo​ ​models.​ ​The​ ​results​ ​obtained​ ​showed​ ​physicochemical​ ​changes​

​related​​to​​fermentation,​​such​​as​​lactic​​acid​​synthesis​​and​​the​​biotransformation​​of​​phenolic​

​compounds,​ ​reflected​ ​in​ ​the​ ​antioxidant​ ​activity​ ​determined​ ​using​ ​ABTS​ ​and​ ​DPPH​

​radicals.​ ​The​​production​​of​​antimicrobial​​metabolites​​such​​as​​lactic​​acid,​​acetic​​acid,​​and​

​low​ ​molecular​ ​weight​ ​peptides​ ​was​ ​also​ ​determined.​ ​The​ ​C2​ ​beverage​ ​(​​L.​ ​casei​​and​​L.​

​rhamnosus​​)​ ​exhibited​ ​the​ ​best​ ​probiotic​ ​properties​ ​and​ ​was​ ​used​ ​against​ ​H.​ ​pylori​​.​ ​A​

​bactericidal​ ​and​ ​lysis​ ​effect​ ​was​ ​observed​ ​on​ ​pathogenic​ ​strains​ ​of​ ​H.​ ​pylori​ ​in​ ​in​ ​vitro​

​models.​ ​Finally,​ ​in​ ​vivo​ ​analysis​ ​was​ ​performed​ ​on​ ​a​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​ ​model​

​infected​ ​with​ ​Staphylococcus​ ​aureus​ ​and​ ​H.​ ​pylori​​;​ ​longer​ ​lifespan​ ​and​​improved​​health​

​characteristics​ ​were​ ​observed​ ​with​ ​C2​ ​juice​ ​supplementation.​ ​These​ ​results​ ​show​ ​the​

​antimicrobial​​and​​modulating​​effect​​of​​C2​​juice​​and​​how​​it​​could​​contribute​​as​​an​​adjunct​

​in the treatment of infections caused by​​S. aureus​​and​​H. pylori​​.​
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​CAPÍTULO I​

​1.1​ ​Introducción a la investigación​

​La​ ​resistencia​ ​a​ ​los​ ​antimicrobianos​ ​es​ ​un​ ​mecanismo​ ​de​ ​sobrevivencia​ ​de​ ​los​

​microorganismos,​ ​siendo​ ​parte​ ​de​ ​la​ ​sobreexposición​ ​a​ ​antibióticos.​ ​Es​ ​un​ ​efecto​

​indeseable​ ​que​ ​se​ ​asocia​ ​con​ ​una​ ​mayor​​mortalidad,​​morbilidad​​y​​coste​​del​​tratamiento​

​farmacológico​​en​​personas​​enfermas​​(1).​​Se​​ha​​observado​​un​​aumento​​exponencial​​en​​la​

​cantidad​ ​de​ ​bacterias​ ​resistentes​ ​que​ ​colonizan​ ​al​ ​ser​ ​humano​ ​(2)​ ​sin​ ​tratamiento​

​farmacológico eficaz.​

​En​ ​relación​ ​con​ ​ello,​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​nuevos​ ​esquemas​ ​farmacológicos​ ​con​

​mecanismos​ ​de​ ​acción​ ​diferentes​ ​son​ ​necesarios.​ ​Se​ ​ha​​demostrado​​que​​los​​alimentos​

​contienen​ ​metabolitos​ ​antimicrobianos​ ​como​ ​los​ ​ácidos​ ​orgánicos​ ​(AO)​ ​y​ ​antioxidantes​

​(polifenoles),​ ​que​ ​actúan​ ​como​ ​coadyuvantes​ ​en​ ​este​ ​tipo​ ​de​ ​enfermedades​ ​(3–5).​ ​Al​

​respecto,​ ​los​ ​alimentos​ ​fermentados​ ​con​​bacterias​​ácido-lácticas​​(BAL),​​se​​conocen​​por​

​sus​ ​efectos​ ​benéficos​ ​a​ ​la​ ​salud​ ​humana,​ ​ya​ ​que​ ​modulan​ ​la​ ​microbiota​ ​intestinal​ ​y​

​sintetizan​ ​metabolitos​ ​con​ ​propiedades​ ​antimicrobianas,​ ​como​ ​los​ ​AO​ ​y​ ​los​ ​péptidos.​

​Además,​ ​las​ ​BAL​ ​presentan​ ​características​ ​adaptativas​ ​a​ ​diferentes​ ​matrices​

​alimentarias;​ ​por​ ​lo​ ​que​ ​han​ ​sido​ ​identificadas​ ​y​ ​aisladas​ ​de​ ​productos​ ​lácteos​ ​(6,7),​

​verduras (8), cereales y frutas (9).​

​La​ ​fermentación​ ​láctica​ ​es​ ​una​ ​alternativa​ ​industrial​ ​y​​ancestral​​de​​conservación​

​de​​alimentos,​​permitiéndoles​​incrementar​​su​​vida​​de​​anaquel​​(10).​​Entre​​estos​​alimentos​

​las​​frutas​​suelen​​ser​​muy​​utilizadas​​por​​su​​destacado​​potencial​​antioxidante,​​su​​contenido​

​en​ ​fibra​ ​dietética​ ​y​ ​en​ ​carbohidratos,​ ​siendo​ ​un​ ​sustrato​ ​ideal​ ​para​ ​la​ ​fermentación​

​ácido-láctica​ ​(9).​ ​No​ ​obstante,​ ​la​ ​evidencia​ ​es​ ​débil​ ​acerca​ ​de​ ​la​ ​caracterización​ ​y​ ​la​

​posterior​​evaluación​​de​​las​​propiedades​​de​​los​​jugos​​de​​frutas​​fermentados​​con​​BAL,​​así​

​como​​su​​impacto​​en​​la​​salud​​humana.​​Lo​​anterior​​debido​​a​​la​​complejidad​​del​​sustrato​​y​

​la​ ​singularidad​ ​metabólica​ ​de​​las​​cepas​​involucradas​​en​​la​​fermentación,​​lo​​que​​dificulta​

​generalizar los efectos de las BAL en monocultivo o cocultivo (11).​

​Por​ ​otro​ ​lado,​ ​la​ ​adición​ ​de​ ​otros​ ​nutrientes,​ ​como​ ​las​ ​proteínas,​ ​permite​ ​una​

​mayor​ ​producción​ ​de​ ​biomasa​ ​bacteriana​ ​y​ ​metabolitos​ ​de​ ​interés,​ ​como​ ​AO,​

​bacteriocinas​​y​​péptidos​​de​​bajo​​peso​​molecular.​​Por​​tanto,​​se​​recomienda​​adicionar​​otras​

​materias primas como cereales (12), verduras (13), suero de leche (14), entre otros.​

​Por​​lo​​anterior,​​en​​el​​presente​​proyecto​​se​​planteó​​la​​caracterización​​fisicoquímica,​

​antioxidante​​y​​peptídica​​de​​una​​bebida​​de​​zarzamora​​con​​suero​​de​​leche​​fermentada​​con​

​cepas​​en​​cocultivo​​de​​BAL,​​las​​cuales​​fueron​​analizadas​​sobre​​sus​​posibles​​propiedades​

​probióticas.​ ​Posteriormente,​ ​en​ ​relación​ ​con​​el​​efecto​​de​​la​​resistencia​​a​​los​​antibióticos​
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​se​ ​decidió​ ​determinar​ ​las​ ​propiedades​ ​antimicrobianas​ ​con​ ​cepas​ ​patógenas​ ​de​

​referencia,​ ​seguido​ ​de​ ​Helicobacter​ ​pylori​​,​ ​una​ ​cepa​ ​prioritaria​ ​causante​ ​de​ ​gastritis​

​crónica, úlceras pépticas, linfoma del tejido linfoide y cáncer gástrico (15).​

​Se​ ​sabe​ ​de​ ​los​ ​posibles​ ​efectos​ ​benéficos​ ​a​ ​la​ ​salud​ ​de​ ​este​​tipo​​de​​alimentos,​

​pero​ ​pocos​ ​son​ ​los​ ​que​​abordan​​su​​impacto​​en​​modelos​​in​​vivo​​,​​en​​relación​​con​​ello,​​el​

​modelo​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​ ​ha​ ​demostrado​ ​ser​ ​un​ ​modelo​ ​eficaz​ ​que​ ​relaciona​ ​el​

​efecto​ ​microbio-huésped​ ​(16),​ ​siendo​ ​este​ ​nematodo​ ​utilizado​ ​para​ ​los​ ​ensayos​ ​de​

​actividad antimicrobiana.​

​1.2​ ​Planteamiento del problema​

​La​​resistencia​​a​​los​​antibióticos​​se​​considera​​una​​crisis​​sanitaria​​global,​​por​​su​​uso​

​desmedido.​ ​Este​ ​tipo​ ​de​ ​medicamentos​ ​se​ ​han​ ​vuelto​ ​ineficaces​​para​​el​​tratamiento​​de​

​infecciones​ ​y​​convirtiendo​​a​​las​​enfermedades​​difíciles​​de​​tratar​​con​​una​​primera​​terapia​

​(17).​​Su​​descontrol​​prevé​​que,​​para​​el​​2050,​​estas​​infecciones​​sean​​la​​primera​​causa​​de​

​muerte​​(18).​​Por​​otro​​lado,​​la​​población​​ha​​generado​​una​​preocupación​​por​​los​​alimentos​

​que​ ​se​​consumen,​​tratando​​de​​disminuir​​los​​contaminantes​​industriales​​y​​optando​​por​​la​

​medicina tradicional.​

​Haciendo​ ​énfasis​ ​en​ ​los​ ​posibles​ ​alimentos​ ​con​ ​propiedades​ ​antimicrobianas,​

​destacan​​los​​productos​​fermentados​​con​​microorganismos​​probióticos,​​como​​las​​BAL,​​las​

​cuales​​son​​generalmente​​reconocidas​​como​​seguras​​para​​el​​consumo​​humano​​(del​​inglés​

​Generally​ ​Recognized​ ​As​ ​Safe-GRAS)​ ​(19).​ ​Entre​ ​sus​ ​efectos​ ​positivos​ ​a​ ​la​ ​salud​

​destacan​ ​su​ ​capacidad​ ​de​ ​modulación​ ​de​ ​la​ ​microbiota​ ​y​ ​actividad​ ​antimicrobiana.​ ​Sin​

​embargo,​ ​la​ ​información​ ​sobre​ ​bebidas​ ​a​ ​base​ ​de​ ​frutas​ ​fermentadas​ ​con​ ​BAL​ ​y​ ​sus​

​propiedades​ ​bactericidas​ ​aún​ ​es​ ​escasa,​ ​ya​ ​que​ ​se​ ​modifican​ ​por​ ​el​ ​tipo​ ​de​​sustrato​​e​

​inóculo (20).​

​Las​ ​bebidas​ ​a​ ​base​ ​de​ ​frutas​ ​fermentadas​ ​se​ ​proponen​ ​como​​un​​alimento​​en​​el​

​esquema​​preventivo​​o​​como​​una​​alternativa​​coadyuvante​​en​​el​​tratamiento​​de​​infecciones​

​causadas​ ​por​ ​microorganismos​ ​resistentes,​ ​como​ ​H.​ ​pylori​ ​(21)​​.​ ​Esta​ ​bacteria​ ​se​ ​aloja​

​principalmente​ ​en​ ​el​ ​estómago​ ​o​ ​en​ ​el​ ​duodeno​ ​del​ ​huésped.​ ​Causa​ ​gastritis,​ ​úlceras​

​duodenales​ ​y​ ​gástricas,​ ​enfermedad​ ​peptídica​ ​y,​ ​cuando​ ​la​ ​infección​ ​es​ ​persistente,​

​puede​ ​ocasionar​ ​cáncer​ ​gástrico,​ ​por​​lo​​cual​​es​​considerado​​un​​carcinogénico​​de​​tipo​​1​

​por la Organización Mundial de la Salud (22).​

​Se​​estima​​que​​el​​50%​​de​​la​​población​​infantil​​mundial​​está​​infectada​​con​​H.​​pylori​

​y​​en​​un​​70%​​en​​personas​​adultas​​(23).​​Esta​​infección​​representa​​el​​90%​​de​​los​​casos​​de​

​cáncer​​gástrico​​a​​nivel​​mundial​​(24).​​La​​terapia​​farmacológica​​tiene​​una​​efectividad​​mayor​
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​al​ ​75%;​ ​sin​ ​embargo,​ ​la​ ​alta​ ​resistencia​ ​a​ ​metronidazol​ ​y​ ​claritromicina​ ​ha​ ​reducido​

​significativamente​ ​la​ ​tasa​ ​de​ ​erradicación,​ ​lo​ ​cual​ ​suele​ ​provocar​ ​la​ ​reinfección​ ​y​ ​en​

​ocasiones se requiere una segunda terapia de antibióticos (25).​

​Por​​lo​​anterior,​​el​​uso​​de​​coadyuvantes​​se​​ha​​vuelto​​una​​alternativa,​​la​​cual​​es​​de​

​interés​​para​​el​​desarrollo​​de​​este​​proyecto,​​incorporando​​evidencia​​científica​​en​​modelos​

​de​ ​experimentación​ ​que​ ​permitan​ ​dilucidar​ ​sus​ ​efectos​ ​y​ ​mecanismos​ ​antibacterianos​

​para poder escalar la evidencia a los estudios preclínicos y clínicos.​

​1.3​ ​Justificación​

​El​ ​uso​ ​de​ ​coadyuvantes​ ​como​ ​los​ ​alimentos​ ​fermentados​ ​en​ ​el​ ​tratamiento​ ​de​

​infecciones​​causadas​​por​​microorganismos​​patógenos​​de​​características​​resistentes​​a​​los​

​antibióticos​ ​ha​ ​ganado​ ​importancia.​ ​Pues​ ​la​ ​evidencia​ ​apunta​ ​a​​una​​mejor​​respuesta​​al​

​tratamiento,​ ​la​ ​disminución​​de​​efectos​​adversos​​relacionados​​a​​la​​terapia​​de​​antibióticos​

​como​​la​​disbiosis​​intestinal.​​Además,​​algunos​​pacientes​​suelen​​abandonar​​el​​tratamiento​

​con​​antibióticos​​o​​introducen​​coadyuvantes​​que​​consideran​​seguros​​por​​ser​​naturales,​​sin​

​tener​​base​​científica.​​Por​​tanto,​​resulta​​preponderante​​demostrar​​experimentalmente​​que​

​los​​productos​​fermentados​​a​​base​​de​​frutas​​pueden​​proveer​​metabolitos​​con​​propiedades​

​no​ ​solo​ ​antimicrobianas,​ ​sino​ ​también​ ​sobre​ ​la​ ​respuesta​ ​antioxidante,​ ​de​ ​forma​ ​que​

​contribuya a mejorar la salud humana.​

​Por​ ​otro​ ​lado,​ ​la​​infección​​por​​H.​​pylori​​va​​en​​aumento,​​principalmente​​en​​países​

​en​ ​desarrollo,​ ​y​ ​su​ ​erradicación​ ​mediante​ ​terapia​ ​farmacológica​ ​no​ ​se​ ​ha​ ​logrado.​ ​La​

​terapia​ ​a​ ​base​ ​de​ ​microorganismos​ ​probióticos,​ ​como​ ​las​ ​BAL​ ​y​ ​sus​ ​metabolitos​

​generados​ ​en​ ​el​ ​proceso​ ​de​ ​fermentación​ ​ha​ ​tenido​ ​efectos​ ​positivos,​​pero​​aún​​no​​son​

​claros​​sobre​​el​​control​​del​​H.​​pylori​​,​​y​​el​​restablecimiento​​de​​la​​disbiosis​​ocasionada​​por​​la​

​infección.​ ​Se​ ​sabe​ ​que​ ​los​ ​probióticos​ ​metabólicamente​ ​activos​ ​se​ ​encuentran​ ​en​

​derivados​ ​lácteos​ ​fermentados​​y​​que​​su​​consumo​​es​​bajo​​debido​​a​​la​​intolerancia​​a​​sus​

​componentes proteicos.​

​Por​ ​lo​ ​anterior,​ ​en​ ​el​ ​presente​ ​proyecto​ ​se​ ​propone​ ​caracterizar​ ​un​ ​jugo​ ​de​

​zarzamora​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​fermentado​ ​con​ ​consorcios​ ​de​ ​BAL​ ​aisladas​ ​de​ ​pulque,​

​zarzamora​ ​y​ ​aguamiel​ ​que,​ ​en​ ​ensayos​​anteriores,​​presentaron​​efectos​​antimicrobianos​

​contra​​H.​​pylori.​​Un​​producto​​de​​este​​tipo​​puede​​ser​​un​​coadyuvante​​en​​el​​tratamiento​​de​

​las​ ​personas​ ​vulnerables​ ​a​ ​la​ ​infección​ ​por​ ​H.​ ​pylori​ ​y​ ​que​ ​permita​ ​la​ ​disminución​ ​de​

​efectos​ ​secundarios.​ ​Además,​ ​promover​ ​la​ ​adquisición​ ​y​ ​el​ ​consumo​ ​del​ ​fruto​ ​para​

​proteger​ ​del​ ​estrés​ ​oxidativo​ ​gracias​ ​a​ ​los​ ​compuestos​ ​bioactivos​ ​que​ ​presenta​ ​en​ ​su​

​composición química.​
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​1.4 Hipótesis​

​El​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​fermentado​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​y​ ​bacterias​ ​ácido-lácticas​ ​en​

​cocultivo​ ​presentará​ ​actividad​​antimicrobiana​​contra​​Helicobacter​​pylori​​in​​vitro​​e​​in​​vivo,​

​gracias a sus metabolitos, propiedades fisicoquímicas y microbiológicas.​
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​1.5 Objetivos​

​1.5.1 Objetivo general​
​Evaluar​ ​el​ ​efecto​ ​de​​una​​bebida​​a​​base​​de​​zarzamora​​fermentada​​con​​suero​​de​​leche​​y​

​bacterias​ ​ácido-lácticas​ ​en​ ​cocultivo​ ​contra​ ​Helicobacter​ ​pylori​ ​en​ ​modelos​ ​in​ ​vitro​ ​e​ ​in​

​vivo.​

​1.5.2 Objetivos específicos​

​1.​ ​Identificar​ ​los​ ​cambios​ ​en​ ​las​​propiedades​​fisicoquímicas​​y​​microbiológicas​​de​​la​

​bebida​ ​fermentada​ ​con​ ​BAL​ ​y​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​durante​ ​el​ ​almacenamiento​ ​en​

​refrigeración,​ ​mediante​ ​la​ ​determinación​ ​de​ ​la​ ​viabilidad​ ​bacteriana,​ ​el​ ​pH,​ ​el​

​porcentaje de ácido láctico, el color, la viscosidad y la estabilidad.​

​2.​ ​Determinar​​el​​contenido​​y​​la​​capacidad​​antioxidante​​total​​de​​la​​bebida​​fermentada​

​con​ ​BAL​ ​y​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​en​ ​almacenamiento​ ​mediante​ ​técnicas​

​espectrofotométricas.​

​3.​ ​Cuantificar​​el​​contenido​​de​​polifenoles​​y​​ácidos​​orgánicos​​en​​el​​jugo​​de​​zarzamora​

​fermentado con BAL mediante cromatografía líquida y de gases.​

​4.​ ​Determinar​ ​las​ ​propiedades​ ​prebióticas​ ​de​ ​la​ ​bebida​ ​fermentada​ ​con​​un​​método​

​de digestión​​in vitro​​.​

​5.​ ​Analizar​ ​las​ ​propiedades​ ​probióticas​ ​de​ ​las​​BAL​​a​​través​​de​​la​​determinación​​de​

​hidrofobicidad,​​autoagregación,​​producción​​de​​exopolisacáridos,​​sobrevivencia​​en​

​el​ ​tracto​ ​gastrointestinal,​ ​actividad​ ​antimicrobiana​ ​contra​ ​E.​ ​coli​ ​y​ ​S.​ ​aureus,​​así​

​como la resistencia a antibióticos.​

​6.​ ​Describir​ ​el​ ​perfil​​proteolítico​​de​​los​​inóculos​​de​​las​​BAL​​en​​la​​bebida,​​a​​partir​​de​

​su​ ​purificación​ ​y​ ​electroforesis​ ​SDS-PAGE​ ​y​ ​la​ ​identificación​ ​de​ ​grupos​ ​aminos​

​libres.​

​7.​ ​Evaluar​ ​la​ ​capacidad​ ​antimicrobiana​ ​de​ ​la​ ​bebida​ ​fermentada​ ​sobre​ ​H.​ ​pylori​​,​

​mediante pruebas de letalidad en medios líquidos y sólidos.​

​8.​ ​Determinar​​el​​efecto​​del​​jugo​​de​​zarzamora​​fermentado​​con​​BAL​​en​​un​​modelo​​in​

​vivo​ ​utilizando​ ​el​​nematodo​​Caenorhabditis​​elegans​​infectado​​con​​S.​​aureus​​y​​H.​

​pylori.​
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​1.6 Diagrama metodológico​

​Figura 1.1 Diagrama metodológico.​

​El​​jugo​​de​​zarzamora​​se​​preparó​​a​​una​​concentración​​de​​1:1​​con​​suero​​de​​leche​​y​​fue​​inoculado​

​con​ ​dos​ ​consorcios​ ​de​ ​BAL​ ​(C1:​ ​Levilactobacillus​ ​brevis,​ ​Lactiplantibacillus​ ​plantarum​ ​y​

​Pediococcus​ ​acidilactic​​i;​ ​C2:​ ​Lacticaseibacillus​ ​casei​ ​y​ ​Lacticaseibacillus​ ​rhamnosus​​).​

​Posteriormente,​​se​​determinaron​​sus​​propiedades​​fisicoquímicas​​y​​de​​viabilidad​​celular​​durante​​el​

​almacenamiento​ ​de​​28​​días​​(capítulo​​III),​​seguido​​de​​la​​cuantificación​​de​​compuestos​​fenólicos​​y​

​flavonoides,​ ​así​ ​como​ ​su​ ​actividad​ ​antioxidante​ ​por​ ​diferentes​ ​métodos​ ​y​ ​su​ ​caracterización​

​proteica​ ​durante​ ​el​ ​tiempo​ ​de​ ​fermentación​ ​(capítulo​ ​III).​ ​Se​ ​determinaron​ ​las​ ​propiedades​

​probióticas​​de​​las​​BAL​​crecidas​​en​​medio​​MRS,​​que​​consisten​​en​​la​​resistencia​​a​​las​​condiciones​

​del​​tracto​​gastrointestinal,​​antibiograma,​​capacidad​​de​​agregación​​e​​hidrofobicidad​​y​​propiedades​

​antimicrobianas​​(capítulo​​IV).​​Para​​determinar​​las​​propiedades​​antimicrobianas​​contra​​H.​​pylori,​​se​

​determinó​ ​la​​concentración​​mínima​​inhibitoria​​(CMI)​​y,​​a​​partir​​de​​ella,​​realizaron​​ensayos​​in​​vitro​

​sobre​ ​la​ ​sobrevida​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​y​ ​lisis​ ​de​ ​los​ ​mismos​ ​en​ ​un​ ​medio​ ​sólido,​ ​en​ ​comparación​ ​con​

​antibióticos​​de​​referencia​​(capítulo​​V).​​Después,​​se​​observó​​el​​efecto​​del​​jugo​​fermentado​​sobre​​el​

​modelo​ ​de​ ​C.​ ​elegans​ ​(capítulo​ ​VI),​ ​seguido​ ​de​ ​determinar​ ​las​ ​propiedades​​antimicrobianas​​del​

​mismo jugó en el modelo de infección por​​S. aureus​​y​​H. pylori​​en​ ​C. elegans​​(capítulo VII).​
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​1.7​ ​Preparación de los jugos​

​1.7.1​ ​Cultivos bacterianos​

​Las​​cepas​​de​​BAL​​fueron​​aisladas​​de​​aguamiel​​(​​L.​​plantarum​​y​​P.​​acidilactici​​),​​de​

​pulque​​(​​L.​​brevis​​)​​y​​de​​leches​​fermentadas​​(​​L.​​rhamnosus​​y​​L.​​casei​​)​​como​​previamente​

​fue descrito (26).​

​Los​​inóculos​​en​​monocultivo​​(​​L.​​plantarum,​​P.​​acidilactici,​​L.​​brevis,​​L.​​rhamnosus​

​y​​L.​​casei​​)​​y​​los​​cocultivos​​C1​​(​​L.​​plantarum,​​P.​​acidilactici​​y​​L.​​brevi​​s)​​y​​C2​​(​​L.​​rhamnosus​

​y​​L.​​casei)​​fueron​​activados​​en​​agar​​MRS​​y​​sincronizados​​en​​caldo​​MRS​​a​​37​​°C​​por​​24​​h​

​(Felisa​ ​FE-133D,​ ​Feligneo,​ ​México)​ ​en​ ​cada​ ​paso​ ​y​ ​se​ ​consideraron​ ​como​ ​cultivos​

​frescos.​

​1.7.2​ ​Preparación del jugo de zarzamora​

​Las​​zarzamoras​​(​​Rubus​​fruticosus​​)​​se​​obtuvieron​​localmente​​en​​Atotonilco​​el​​Grande,​

​Hidalgo,​​México.​​Se​​siguió​​el​​método​​descrito​​por​​Cervantes-Elizarrarás​​(2017)​​(27)​​para​

​obtener​​jugo​​clarificado.​​Las​​frutas​​se​​lavaron,​​se​​desinfectaron,​​se​​molieron​​y​​se​​filtraron​

​con​ ​un​ ​colador​ ​convencional.​ ​El​ ​jugo​ ​se​ ​clarificó​ ​mediante​ ​centrifugación​ ​(10​ ​000​ ​rpm​

​durante​​30​​min​​a​​4​​°C)​​y​​se​​esterilizó​​mediante​​termoultrasonido​​(50​​±​​1​​°C,​​17​​±​​1​​min​​al​

​80​ ​%​ ​de​ ​amplitud).​ ​Después​ ​del​ ​procesamiento,​ ​el​ ​jugo​ ​se​ ​congeló​ ​a​ ​−35​ ​°C​​hasta​​su​

​uso.​​El​​suero​​de​​leche​​(Holixlab)​​se​​preparó​​disolviendo​​9,3​​g/L​​en​​agua​​y​​se​​esterilizó​​a​

​121 °C durante 15 min​​antes de su uso.​

​1.7.3​ ​Proceso de fermentación​

​El​​jugo​​clarificado​​de​​zarzamora​​y​​el​​suero​​estéril​​se​​mezclaron​​en​​una​​proporción​​1:1​

​para​ ​producir​ ​una​ ​solución,​ ​ajustando​ ​el​ ​pH​ ​a​ ​6​ ​con​ ​NaOH​ ​1​ ​M.​ ​Las​ ​muestras​ ​se​

​inocularon​ ​con​ ​el​ ​cultivo​ ​fresco​ ​de​ ​BAL.​ ​La​ ​biomasa​ ​se​ ​recolectó​ ​por​ ​centrifugación​

​(10,000​ ​rpm​ ​durante​ ​15​ ​min)​ ​y​ ​se​ ​resuspendió​ ​en​ ​la​ ​preparación​ ​del​ ​jugo,​ ​con​ ​un​

​recuento​ ​inicial​ ​aproximado​ ​de​ ​9​ ​log​ ​UFC/10​ ​mL.​ ​Las​ ​muestras​ ​utilizadas​ ​en​ ​todos​ ​los​

​experimentos fueron las siguientes:​

​1.​ ​Cocultivo 1 (C1): inoculado con​​L. plantarum​​,​​P. acidilactici​​y​​L. brevis.​

​2.​ ​Cocultivo 2 (C2):​​inoculado con​​L. rhamnosus​​y​​L.​​casei.​

​3.​ ​Control negativo (C-):​​sin inóculo.​

​Posterior​​a​​la​​inoculación,​​las​​muestras​​se​​incubaron​​a​​37​​°C​​durante​​16​​h​​(tiempo​

​estimado en los ensayos experimentales, capítulo III).​

​El proceso descrito anteriormente fue el utilizado para la elaboración de la bebida​

​en los diferentes ensayos realizados.​
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​CAPÍTULO II. Bebidas fermentadas con bacterias ácido-lácticas a base de frutas​

​2.1​ ​Introducción​
​Existe​​un​​creciente​​interés​​en​​mejorar​​el​​estilo​​de​​vida​​a​​través​​de​​una​​nutrición​​de​

​alta​ ​calidad,​ ​lo​ ​que​ ​está​ ​impulsando​ ​la​ ​demanda​ ​de​ ​productos​ ​alimenticios​ ​saludables,​

​ricos​ ​en​ ​nutrientes​​naturales​​con​​actividad​​biológica.​​La​​elección​​de​​productos​​por​​parte​

​de​ ​los​ ​consumidores​​a​​menudo​​está​​influida​​por​​el​​marketing,​​la​​información​​nutricional,​

​las propiedades organolépticas y los beneficios percibidos para la salud (1).​

​La​ ​industria​ ​alimentaria​ ​ha​ ​respondido​ ​desarrollando​ ​productos​ ​menos​

​procesados​ ​enriquecidos​ ​con​ ​compuestos​ ​bioactivos​ ​que​ ​reemplazan​ ​los​ ​aditivos​

​artificiales​ ​(2).​ ​Los​ ​compuestos​ ​bioactivos​ ​ofrecen​ ​beneficios​ ​antioxidantes,​

​antitrombóticos,​ ​inmunomoduladores,​ ​anticancerígenos,​ ​hipoglucemiantes​ ​y​

​antimicrobianos,​ ​lo​ ​que​ ​impacta​ ​positivamente​ ​en​ ​el​ ​estilo​ ​de​ ​vida​ ​y​ ​la​ ​salud​ ​(3–5).​​En​

​este​ ​sentido,​ ​la​ ​población​ ​considera​ ​como​ ​naturales​ ​aquellos​ ​alimentos​ ​que​ ​no​ ​han​

​sufrido​ ​modificaciones​ ​fisicoquímicas,​ ​siendo​ ​los​ ​de​ ​mayor​ ​interés​ ​las​ ​frutas,​ ​verduras,​

​cereales, granos y leguminosas.​

​Las​ ​frutas​ ​son​ ​alimentos​ ​perecederos​ ​de​ ​los​ ​cuales​ ​se​ ​conoce​ ​que​ ​generan​

​grandes​ ​cantidades​ ​de​ ​desechos,​ ​relacionados​ ​con​ ​su​ ​mal​ ​manejo​ ​en​ ​la​ ​cadena​ ​de​

​suministro,​ ​el​ ​almacenamiento​ ​inadecuado,​ ​la​ ​mala​ ​planeación​ ​en​ ​la​ ​compra​ ​y​ ​el​

​consumo​ ​en​ ​los​ ​hogares,​ ​y​ ​con​ ​altos​ ​costos​ ​para​ ​aquellas​ ​frutas​ ​que​ ​no​ ​son​ ​de​

​temporada.​​Si​​bien​​la​​conservación​​de​​frutas​​en​​cadena​​de​​frío​​es​​el​​método​​de​​elección​

​de​​los​​productores,​​las​​frutas​​no​​climatéricas​​representan​​un​​mayor​​reto​​debido​​a​​su​​corta​

​vida​​de​​anaquel,​​por​​lo​​que​​se​​emplean​​métodos​​biorracionales​​o​​la​​revalorización​​de​​los​

​residuos.​

​Un​ ​método​ ​ancestral​ ​para​ ​la​ ​conservación​ ​de​ ​alimentos​ ​es​ ​la​ ​fermentación​ ​con​

​microorganismos​ ​como​ ​levaduras​ ​y​ ​BAL.​ ​Su​ ​inoculación​ ​en​ ​los​ ​alimentos​ ​potencia​ ​las​

​propiedades​​benéficas​​de​​los​​frutos,​​como​​la​​producción​​de​​metabolitos​​con​​propiedades​

​antimicrobianas,​ ​así​ ​como​ ​los​ ​de​ ​origen​ ​antioxidante,​ ​ácidos​ ​orgánicos​ ​y​ ​de​ ​origen​

​peptídico.​ ​Los​ ​estudios​ ​sobre​ ​las​ ​impresiones​ ​de​ ​los​ ​consumidores​ ​y​ ​la​ ​necesidad​

​percibida​​de​​alimentos​​funcionales​​han​​informado​​que​​los​​probióticos​​son​​una​​alternativa​

​elegida​ ​para​ ​tratar​ ​enfermedades​ ​gastrointestinales​ ​(6),​ ​así​ ​como​ ​para​ ​proporcionar​

​actividad​ ​bactericida​ ​o​ ​bacteriostática​ ​(7)​ ​y​ ​propiedades​ ​antimicrobianas.​ ​Por​ ​tanto,​ ​la​

​formulación​ ​de​ ​productos​ ​fermentados​ ​a​ ​partir​ ​de​ ​frutas​ ​ofrece​ ​una​ ​solución​ ​potencial​

​considerada natural por los consumidores actuales (8–11).​

​Las​ ​BAL​ ​fermentativas​ ​utilizan​ ​principalmente​ ​carbohidratos​ ​y​ ​proteínas​ ​para​

​producir​​metabolitos​​con​​propiedades​​organolépticas​​y​​antimicrobianas,​​entre​​ellos​​ácidos​
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​grasos​ ​de​ ​cadena​ ​corta,​ ​bacteriocinas​ ​y​ ​exopolisacáridos​ ​(12).​ ​Además,​ ​son​

​consideradas saludables para el consumo humano (13).​

​2.2​ ​Bacterias ácido lácticas​

​Las​ ​BAL​​se​​clasifican​​como​​bacterias​​Gram-positivas​​(14),​​se​​caracterizan​​por​​la​

​producción​​de​​ácido​​láctico​​(15).​​Se​​encuentran​​en​​una​​diversidad​​de​​alimentos​​y​​se​​han​

​utilizado​​en​​la​​cocina​​tradicional​​como​​preservantes​​de​​alimentos​​naturales.​​Actualmente,​

​a​​nivel​​científico,​​han​​ganado​​la​​atención​​por​​su​​capacidad​​para​​degradar​​polisacáridos​​y​

​eliminar​​alérgenos​​(16),​​sintetizar​​péptidos​​bioactivos​​(17)​​y​​producir​​ácidos​​orgánicos​​de​

​interés para la salud (18).​

​Estas​ ​bacterias​ ​se​ ​clasifican​ ​en​ ​homofermentativas​ ​y​ ​heterofermentativas.​ ​Las​

​homofermentativas​ ​utilizan​ ​lactosa​ ​para​ ​convertir​ ​el​ ​ácido​ ​pirúvico​ ​en​ ​ácido​ ​láctico​ ​e​

​incluyen​ ​los​ ​géneros:​ ​Lactobacillus​ ​acidophilus​​,​ ​Lactobacillus​ ​amylophilus​​,​​Lactobacillus​

​bulgaricus​​y​​Lactobacillus​​helveticus​​,​​mientras​​que​​las​​BAL​​heterofermentativas​​producen​

​compuestos​ ​adicionales​ ​como​ ​dióxido​ ​de​ ​carbono​ ​y​ ​etanol​ ​a​ ​través​ ​de​ ​la​ ​vía​ ​de​ ​la​

​fosfocetolasa.​​Las​​heterofermentativas​​obligatorias​​son​​Lactobacillus​​brevis​​,​​Lactobacillus​

​fermentum​​y​​Lactobacillus reuteri​​, entre otras (19).​

​Las​ ​BAL​ ​también​ ​forman​ ​parte​ ​de​ ​la​ ​microbiota​ ​intestinal​ ​humana​ ​y​ ​presentan​

​características​ ​probióticas,​ ​ofreciendo​ ​beneficios​ ​en​ ​condiciones​ ​como​ ​la​ ​diarrea​ ​y​ ​las​

​infecciones​​(20,21).​​Las​​unidades​​terapéuticas​​mínimas​​de​​LAB​​con​​efecto​​probiótico​​se​

​han​ ​reportado​ ​entre​ ​6​ ​y​ ​9​ ​log10​ ​UFC/mL​ ​(22).​ ​Además,​​se​​ha​​documentado​​que​​están​

​involucradas​ ​en​ ​acciones​ ​como​​la​​resistencia​​a​​la​​colonización,​​la​​producción​​de​​ácidos​

​grasos de cadena corta y la exclusión competitiva de patógenos (15,23).​

​Los​ ​ejemplos​ ​de​ ​cepas​ ​de​ ​BAL​ ​utilizadas​ ​en​ ​la​ ​fermentación​ ​de​ ​alimentos​ ​son​

​Lactobacillus​ ​rhamnosus​ ​GG,​ ​Lactobacillus​ ​plantarum​​,​ ​Enterococcus​​,​ ​Bifidobacterium​

​lactis​​,​ ​Lactobacillus​ ​casei​ ​(23),​ ​las​ ​cuales​ ​se​ ​han​ ​documentado​ ​que​ ​exhiben​ ​efectos​

​anticancerígenos​ ​(24,25),​​antimicrobianos​​(26),​​antidiabéticos​​(27),​​antiinflamatorios​​(16)​

​(14), antialérgicos (28) y neuroprotectores (29,30).​

​Las​ ​BAL​ ​utilizan​ ​carbohidratos​ ​para​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​energía​ ​y​ ​la​ ​síntesis​ ​de​

​metabolitos​ ​secundarios​ ​y​ ​requieren​ ​nutrientes​​como​​aminoácidos,​​péptidos​​y​​vitaminas​

​(31).​ ​Estos​ ​metabolitos​ ​se​ ​obtendrán​ ​del​​sustrato​​durante​​la​​fermentación,​​por​​lo​​que​​la​

​cantidad​ ​y​ ​disponibilidad​​de​​cada​​nutriente​​en​​matrices​​complejas,​​como​​las​​bebidas​​de​

​frutas,​ ​podrían​ ​limitar​ ​el​ ​tiempo​ ​de​ ​fermentación​ ​y​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​metabolitos​

​secundarios.​
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​2.2.1​ ​Fermentación láctica​
​La​ ​fermentación​ ​es​ ​un​ ​proceso​ ​antiguo​ ​que​ ​mejora​ ​el​ ​valor​ ​nutricional,​ ​la​

​conservación​ ​y​ ​las​ ​propiedades​ ​organolépticas​​de​​los​​alimentos​​mediante​​la​​síntesis​​de​

​compuestos​ ​volátiles​ ​como​ ​cetonas,​ ​aldehídos​ ​y​ ​alcoholes​ ​(32,33).​ ​Esta​ ​práctica​​se​​ha​

​aplicado​ ​a​ ​diversas​ ​fuentes​ ​de​ ​alimentos,​ ​incluidos​ ​productos​ ​animales​ ​(34),​ ​cereales​

​(35),​ ​verduras​ ​y​ ​frutas​ ​(36),​ ​ocurre​ ​a​ ​menudo​ ​de​ ​forma​ ​espontánea​ ​debido​ ​al​

​metabolismo de los microorganismos de la superficie (37).​

​La​​fermentación​​en​​bebidas​​ha​​ganado​​atención​​por​​su​​valor​​nutricional,​​su​​mayor​

​vida​​útil​​y​​la​​liberación​​de​​compuestos​​bioactivos,​​como​​antioxidantes​​y​​ácidos​​orgánicos​

​(38).​ ​La​ ​fermentación​​láctica​​permite​​a​​las​​BAL​​obtener​​energía​​de​​los​​carbohidratos​​en​

​condiciones​ ​favorables​ ​de​ ​pH,​ ​oxígeno,​ ​temperatura,​ ​entre​ ​otros​ ​factores​ ​(39).​ ​Son​

​nativas​​de​​las​​frutas​​(10)​​y​​pueden​​prosperar​​en​​matrices​​vegetales​​desafiantes,​​como​​la​

​acidez,​ ​los​ ​polisacáridos​ ​difíciles​ ​de​ ​digerir​ ​y​ ​los​ ​compuestos​ ​fenólicos​

​antimicrobianos(40).​

​Las​ ​cepas​ ​de​ ​Lactobacillus​ ​son​ ​las​​que​​más​​se​​han​​utilizado​​en​​la​​fermentación​

​de​​alimentos​​como​​las​​zanahorias,​​la​​col​​rizada​​y​​los​​zumos​​de​​frutas​​(41).​​Las​​cepas​​de​

​L.​ ​plantarum​​,​ ​L.​​sakei​​y​​L.​​coryniformis​​se​​han​​aislado​​en​​jugo​​de​​col​​rizada​​fermentada​

​sin​​aditivos.​​La​​cepa​​L.​​plantarum​​tiene​​la​​mejor​​actividad​​antimicrobiana​​y​​supervivencia​

​a​​valores​​de​​pH​​bajos​​entre​​2​​y​​3​​(42).​​En​​los​​frutos​​de​​acaí​​amazónicos,​​el​​48%​​de​​las​

​cepas​ ​aisladas​ ​pertenecían​ ​a​ ​Lactiplantibacillus​ ​y​ ​Pediococcus​​,​ ​con​ ​actividad​

​antimicrobiana​ ​contra​ ​Salmonella​ ​enterica​ ​serovar​ ​Typhimurium​ ​y​ ​Escherichia​ ​coli​ ​(43).​

​Las​ ​cepas​ ​L.​ ​brevis​ ​y​ ​L.​ ​plantarum​ ​se​ ​han​ ​utilizado​ ​en​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​naranja​ ​fermentado,​

​obteniendo​ ​actividad​ ​antimicrobiana​ ​contra​ ​E.​ ​coli​​,​ ​S.​ ​aureus​​,​ ​Enterococcus​ ​faecalis​​,​

​Pseudomonas aeruginosa​​y​​Salmonella enterica​​(44).​

​2.3​ ​Metabolismo de las BAL y metabolitos secundarios​

​2.3.1​ ​Propiedades del sustrato y vías metabólicas de la fermentación de BAL​
​Los​ ​sustratos​ ​ideales​ ​para​ ​el​ ​aumento​ ​de​ ​la​ ​biomasa​ ​bacteriana​ ​son​ ​los​

​carbohidratos​​como​​la​​glucosa,​​la​​sacarosa​​y​​la​​fructosa,​​así​​como​​las​​proteínas​​como​​la​

​caseína.​ ​El​ ​número​ ​de​ ​células​ ​viables​ ​de​ ​BAL​ ​depende​ ​principalmente​ ​de​ ​factores​ ​de​

​crecimiento​​como​​el​​pH,​​la​​temperatura,​​el​​tiempo​​y​​el​​sustrato​​(45–47)​​.​​Específicamente​

​en​​las​​frutas,​​su​​contenido​​de​​carbohidratos,​​polifenoles,​​fibra​​dietética​​y​​micronutrientes​

​les confiere un buen sustrato para la fermentación​​(48–52).​

​La​​madurez,​​la​​variedad​​y​​la​​estacionalidad​​de​​las​​frutas​​determinan​​su​​idoneidad​

​para​ ​la​ ​fermentación​ ​(53),​ ​debido​ ​a​ ​su​ ​contenido​ ​de​ ​fibras​ ​solubles,​ ​pectinas​ ​y​

​componentes​ ​de​ ​bajo​ ​peso​ ​molecular,​ ​como​ ​los​ ​ácidos​ ​orgánicos​ ​(52).​ ​Este​ ​grupo​ ​de​

​alimentos​ ​se​ ​puede​ ​emplear​ ​en​ ​una​ ​amplia​ ​gama​ ​de​ ​compuestos​ ​para​ ​satisfacer​ ​las​
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​necesidades​ ​nutricionales​ ​durante​ ​la​ ​fermentación​ ​(54)​​.​ ​La​ ​Tabla​ ​2.1​ ​muestra​ ​algunos​

​efectos de la fermentación ácido-láctica en jugos de fruta.​

​El​​jugo​​de​​aronia​​parece​​ser​​un​​sustrato​​adecuado​​para​​la​​fermentación​​mediada​

​por​ ​L.​ ​paracasei​​,​ ​manteniendo​ ​la​ ​viabilidad​ ​celular​ ​incluso​ ​durante​ ​las​ ​tres​ ​semanas​

​posteriores​​al​​término​​de​​la​​fermentación​​(55).​​Además,​​la​​fermentación​​láctica​​mejora​​las​

​propiedades​ ​sensoriales​ ​mediante​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​compuestos​ ​volátiles​ ​como​

​aldehídos,​ ​ácidos,​ ​ésteres,​ ​cetonas,​ ​fenoles​ ​y​ ​terpenos​​en​​jugos​​de​​frutas​​mixtas​​(piña,​

​melón​ ​de​ ​invierno​ ​y​ ​jugo​ ​de​ ​miel​ ​de​ ​longan)​ ​(32),​ ​en​ ​jugo​ ​de​ ​sandía​​(55)​​y​​en​​jugo​​de​

​cereza​ ​(56).​ ​Los​ ​compuestos​ ​bioactivos​ ​de​ ​la​ ​mezcla​ ​de​ ​repollo,​ ​brócoli,​ ​zanahoria​ ​y​

​betabel​​se​​relacionan​​con​​las​​propiedades​​antioxidantes​​después​​de​​la​​fermentación​​con​

​C.​ ​allii​ ​y​ ​L.​ ​lactis​ ​(57).​ ​Otros​ ​metabolitos​​que​​mejoran​​con​​el​​proceso​​metabólico​​de​​las​

​BAL​ ​son​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​minerales​ ​y​ ​proteínas​ ​en​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​fresa,​ ​destacando​ ​su​

​contenido de alanina, prolina, calcio, potasio, entre otros (58).​

​La​​producción​​de​​amilasas,​​proteasas​​y​​lipasas​​por​​las​​BAL​​promueve​​la​​escisión​

​de​ ​sustratos​ ​complejos,​ ​facilitando​ ​así​ ​la​ ​bioaccesibilidad​ ​y​ ​la​ ​biodisponibilidad​ ​de​ ​los​

​metabolitos​ ​resultantes,​ ​como​ ​los​ ​ácidos​ ​grasos​ ​de​ ​cadena​ ​corta​ ​y​ ​los​ ​compuestos​

​fenólicos (59).​

​Las​ ​principales​ ​vías​ ​metabólicas​ ​de​ ​las​ ​LAB​ ​son​ ​la​ ​glucólisis,​ ​la​ ​proteólisis​ ​y​ ​la​

​lipólisis (19).​

​2.3.1​ ​G​​lucólisis​
​La​ ​glucólisis​ ​ó​ ​vía​ ​de​ ​Embden-Meyerhof-Parnas​ ​es​ ​la​ ​principal​ ​vía​ ​del​

​metabolismo​ ​de​ ​carbohidratos​ ​mediante​ ​un​ ​proceso​ ​enzimático​ ​anaeróbico​ ​para​ ​la​

​producción​ ​de​ ​energía​ ​en​ ​las​ ​BAL​ ​(62).​ ​La​ ​glucosa​ ​se​ ​transporta​ ​a​ ​través​ ​de​ ​la​ ​pared​

​celular​ ​mediante​ ​el​ ​sistema​ ​de​ ​fosfotransferasas​ ​(PTS)​ ​(63),​ ​el​ ​casete​ ​de​ ​unión​ ​a​ ​ATP​

​(ABC)​ ​y​ ​los​ ​transportadores​ ​glucósido-pentósido-hexurónido​ ​(64),​ ​y​ ​se​ ​convierte​ ​en​

​piruvato, seguido del lactato.​

​En​ ​consecuencia,​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​ácido​ ​láctico​ ​por​ ​la​ ​lactato​ ​deshidrogenasa​

​provoca​​una​​disminución​​del​​pH​​(65).​​Además,​​se​​producen​​otros​​ácidos​​orgánicos​​(ácido​

​acético,​ ​ácido​ ​propiónico,​ ​ácido​ ​butírico,​ ​entre​ ​otros)​ ​(53)​ ​que​ ​facilitan​ ​la​ ​síntesis​ ​de​

​acetato, etanol, CO​​₂​​y exopolisacáridos como compuestos​​bioactivos (64)​​.​

​La​​disminución​​de​​carbohidratos​​(fructosa​​y​​sacarosa)​​durante​​la​​fermentación​​del​

​jugo​ ​de​ ​naranja​​con​​BAL​​(​​L.​​plantarum,​​L.​​fermentum,​​L.​​acidophilus,​​L.​​rhamnosus​​y​​L.​

​paracasei​​)​ ​se​ ​relaciona​ ​con​ ​el​ ​aumento​ ​de​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​ácido​ ​láctico​ ​(66).​ ​La​

​fermentación​ ​de​ ​jugo​ ​de​ ​manzana​ ​con​ ​L.​ ​acidophilus,​ ​L.​ ​casei​ ​y​ ​L.​ ​plantarum​​,​ ​se​

​sintetizaron​ ​ácidos​ ​orgánicos​ ​(ácido​ ​málico,​ ​ácido​ ​láctico​ ​y​ ​ácido​ ​cítrico),​ ​los​ ​cuales​ ​se​

​relacionan con las propiedades antimicrobianas contra​​E. coli​​y​​S. aureus​​(67).​
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​Tabla 2.1. Bebidas vegetales fermentadas con BAL y sus metabolitos​

​Jugo frutal​ ​Sustrato​ ​Inóculo​ ​Biomasa​
​obtenida​

​Metabolitos identificados​
​después de la fermentación​

​Efectos del producto final​ ​Referencia​

​Aronia​ ​Glucosa,​
​fructosa,​
​sorbitol​

​L. paracasei​​SP5​ ​9.5 Log​
​UFC/mL​

​Ácido láctico, alcoholes,​
​aldehídos, cetonas, ésteres y​
​ácidos orgánicos​

​Incremento de las​
​propiedades antioxidantes y​
​alta viabilidad celular en​
​almacenamiento​

​(55)​

​Repollo,​
​brócoli,​
​zanahoria y​
​betabel​

​Carbohidratos,​
​proteína, fibra​
​cruda y grasas​

​C. allii​​WiKim39,​​L.​
​lactis​​WiKim0124​

​8 Log​
​UFC/mL​

​Ácido láctico, cítrico,​
​D-Leucídico, ácido​
​3-feniláctico y glucónico​

​Las fuentes bioactivas​
​tienen una correlación​
​positiva con las​
​propiedades antioxidantes.​

​(57)​

​Piña, melón​
​de invierno,​
​miel longan​

​Glucosa y​
​sucrosa​

​L. plantarum​
​TISTR 1465,​​L.​
​salivarius​​TISTR​
​1112,​​S. boulardii​
​CNCM I-745​

​7.9 Log​
​UFC/mL​

​Ácido láctico, alcohol,​
​aldehídos, ésteres, cetonas,​
​fenol y terpeno​

​La actividad anti-salmonella​
​aumenta la capacidad​
​antioxidante y obtiene una​
​puntuación superior a 7​
​sobre 9 en la evaluación​
​sensorial.​

​(32)​

​Sandía​ ​NR​ ​L. plantarum, P.​
​pentosaceus, L.​
​brevis, L. casei​​y​​L.​
​rhamnosus​

​8 – 9 log​
​UFC/mL​

​Sulcatona, 1-hexanol,​
​2-pentilfurano, 2-nonen-1-ol,​
​2,6 nonadien-1-ol, geranil​
​acetona​

​Vinculación de la​
​fermentación entre los​
​perfiles sensoriales y​
​volátiles​

​(60)​

​Cereza dulce​ ​Azúcares,​
​ácido cítrico y​
​ácido málico​

​L. acidophilus​
​JYLA-16, L.​
​plantarum​
​JYLP-375 y​​L.​
​rhamnosus GG​
​JYLR-005​

​8.5 Log​
​UFC/mL​

​Ácidos láctico, málico, cítrico,​
​L-ascórbico, shikímico y​
​fumárico, ácido succínico,​
​aldehídos, alcoholes y​
​ésteres.​

​La fermentación mejora el​
​sabor​

​(16)​
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​Mango​ ​Pasta de​
​mango,​
​sacarosa y​
​glicerol​

​L. plantarum​
​MGL​​‐​​8.​

​NR​ ​Biosurfactante de​
​glicoproteína​

​Producción mejorada de​
​biosurfactantes a partir de​
​residuos de mango​

​(61)​

​Fresa con​
​leche de​
​oveja​
​semidesnata​
​da​

​Inulina de​
​sacarosa y​
​almidón de​
​patata​

​L. plantarum​
​CECT_8328​

​9 Log​
​UFC/mL​

​Ala, Arg, Cys, His, Met, Phe,​
​Pro, Ser, Val, calcio,​
​magnesio, fósforo, zinc,​
​potasio​

​Fuente de minerales y​
​proteínas​

​(58)​

​NR: no reportado; Log UFC/mL: Logaritmo Unidades Formadoras de Colonias sobre un mililitro; Ala: Alanina; Arg: Arginina; Cys: cisteína;​
​His: Histidina; Met: Metionina; Phe: Fenilalanina; Pro: Prolina; Ser: Serina; Val: Valina.​



​2.3.2​ ​Proteólisis​
​Las​​BAL​​utilizan​​enzimas​​proteolíticas​​para​​obtener​​los​​compuestos​​nitrogenados​

​necesarios​ ​para​ ​su​ ​crecimiento,​ ​e​ ​incluyen​ ​serin–proteinasas,​ ​cisteína​ ​proteinasas,​

​aspartil​ ​proteinasas,​ ​metaloproteinasas​ ​y​ ​treonina​ ​peptidasas​ ​(68).​ ​La​ ​degradación​ ​de​

​proteínas​ ​comienza​ ​con​ ​la​ ​actividad​ ​de​ ​las​ ​proteinasas​ ​de​ ​membrana​ ​celular​ ​(PrtP),​

​donde​ ​grandes​ ​dominios​ ​proteicos​ ​se​ ​descomponen​ ​en​ ​oligopéptidos.​ ​Estos​

​oligopéptidos​​son​​transportados​​al​​espacio​​intracelular​​por​​la​​permeasa​​de​​oligopéptidos,​

​un​​transportador​​de​​iones,​​y​​por​​el​​sistema​​ABC​​(DtpT​​y​​Opp).​​Entre​​las​​endopeptidasas​

​celulares,​ ​las​ ​aminopeptidasas​ ​(PepN​ ​y​ ​PepC)​ ​y​ ​la​ ​X-propil​ ​dipeptidil​ ​aminopeptidasa​

​(PepX)​ ​descomponen​ ​los​ ​oligopéptidos​ ​en​ ​péptidos​ ​más​ ​pequeños,​ ​seguidas​ ​de​ ​las​

​dipeptidasas​ ​y​ ​tripeptidasas,​ ​que​ ​producen​​aminoácidos​​individuales​​(69).​​Estos​​últimos​

​son​​los​​encargados​​de​​aportar​​el​​sabor​​al​​producto​​final,​​como​​es​​el​​caso​​de​​la​​metionina​

​y la cisteína (65).​

​El​ ​sistema​ ​proteolítico​ ​está​ ​regulado​ ​por​ ​diversos​ ​factores​ ​fisicoquímicos​ ​que​

​afectan​ ​principalmente​ ​al​ ​crecimiento​ ​celular,​ ​incluyendo​ ​el​ ​pH​ ​y​ ​la​ ​temperatura​ ​en​ ​las​

​proteínas​ ​de​ ​la​​pared​​celular.​​Se​​ha​​documentado​​que,​​de​​forma​​general,​​en​​medios​​de​

​cultivo​​específicos​​o​​matrices​​alimentarias,​​las​​condiciones​​óptimas​​de​​pH​​se​​encuentran,​

​en​ ​promedio,​ ​entre​ ​5.5​ ​y​ ​7.0​ ​y​ ​un​ ​rango​ ​de​ ​temperatura​ ​entre​ ​30​ ​y​ ​50​ ​°C​ ​(70).​

​Específicamente,​​en​​L.​​plantarum​​en​​agar​​MRS,​​el​​rango​​óptimo​​de​​pH​​es​​de​​8.0​​y​​40​​ºC​

​de​ ​temperatura​ ​de​ ​fermentación​ ​(71);​ ​para​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​en​ ​agar​ ​MRS,​ ​se​ ​ha​

​documentado​​un​​pH​​óptimo​​de​​6.5​​y​​44​​°C​​de​​temperatura​​(72),​​mientras​​que​​7.2​​y​​37-42​

​°C para​​L. paracasei​​(73), respectivamente.​

​La​​actividad​​proteolítica​​depende​​en​​mayor​​medida​​de​​la​​cepa​​utilizada​​(74).​​Las​

​diferencias​ ​pueden​ ​deberse​ ​a​ ​diferentes​ ​factores:​ ​los​ ​cambios​ ​y​ ​mutaciones​ ​en​ ​genes​

​involucrados​ ​en​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​proteínas​ ​extracelulares,​ ​las​ ​condiciones​ ​en​ ​las​ ​que​ ​se​

​lleva a cabo la actividad enzimática (75).​

​En​ ​salchichas​ ​inoculadas​ ​con​ ​L.​ ​plantarum,​ ​se​ ​encontraron​ ​un​ ​total​ ​de​ ​26​

​péptidos​ ​con​ ​secuencias​ ​de​ ​aminoácidos​ ​de​ ​entre​ ​5​ ​y​ ​27​ ​aminoácidos​ ​de​ ​longitud​

​menores​ ​de​ ​3​ ​kDa,​ ​siendo​ ​actina​ ​y​ ​miosina​ ​los​ ​principales​ ​aminoácidos,​​estos​​mismos​

​presentaron​ ​actividad​ ​antioxidante​ ​(76),​ ​así​ ​como​ ​con​ ​capacidad​ ​de​ ​inhibir​ ​la​ ​enzima​

​convertidora​​de​​angiotensina​​I​​(ECA)​​en​​leche​​de​​cabra​​(77).​​L.​​brevis​​KT16-2-CFS​​se​​ha​

​utilizado​ ​para​ ​hidrolizar​ ​gluten​ ​de​​trigo,​​produciendo​​péptidos​​hidrolizados​​de​​entre​​28​​y​

​66​​kDa​​con​​efecto​​antimicrobiano​​contra​​bacterias​​Gram​​negativas​​(​​Escherichia​​coli​​y​​P.​

​aeruginosa​​)​ ​y​ ​Gram​ ​positivas​ ​(​​Staphylococcus​ ​aureus,​ ​M.​ ​luteus,​ ​L.​ ​monocytogenes,​

​Enterococcus​​faecium​​y​​Bacillus cereus​​) (78).​
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​2.3.3​ ​Lipólisis​
​Las​ ​BAL​ ​poseen​ ​esterasas​ ​en​ ​el​ ​citoplasma​ ​que​ ​hidrolizan​ ​el​ ​enlace​ ​éster​

​carboxílico​ ​de​ ​los​ ​ácidos​ ​grasos​ ​de​ ​cadena​ ​corta​ ​y​ ​larga​ ​(79),​ ​liberando​ ​ácidos​ ​grasos​

​libres​ ​i​​mportantes​ ​para​ ​la​ ​industria​ ​láctea,​ ​como​ ​ésteres​ ​y​ ​ácidos​ ​grasos​ ​de​ ​cadena​

​ramificada​​(80).​​Sin​​embargo,​​la​​mayoría​​de​​las​​BAL​​contienen​​esterasas​​en​​su​​espacio​

​intracelular​ ​(81),​ ​permitiendo​ ​la​​síntesis​​de​​ésteres​​aromáticos​​a​​partir​​de​​ácidos​​grasos​

​de​ ​cadena​ ​corta​ ​(82),​ ​como​ ​lp_3561​ ​en​ ​L.​ ​plantarum​ ​WCFS1​ ​(83).​ ​En​ ​cepas​ ​de​

​Lactococcus​ ​y​ ​Lactobacillus​​,​ ​las​ ​esterasas​ ​intracelulares​ ​se​ ​encuentran​ ​en​

​concentraciones más altas que en otras BAL (81,83).​

​El​ ​contenido​ ​de​ ​lípidos​ ​en​ ​las​ ​frutas​ ​es​ ​inferior​ ​al​ ​1%,​​por​​lo​​que​​el​​uso​​de​​este​

​nutriente​ ​en​ ​la​ ​fermentación​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​no​ ​es​ ​significativo.​ ​Sin​ ​embargo,​ ​algunos​

​estudios​​han​​reportado​​un​​aumento​​de​​los​​compuestos​​volátiles​​de​​origen​​lipídico​​tras​​la​

​fermentación.​ ​En​ ​un​ ​jugo​ ​de​ ​“fruta​ ​de​ ​serpiente”​ ​(​​Salacca​ ​zalacca​​)​ ​fermentado​ ​con​ ​L.​

​plantarum​​,​ ​se​ ​encontró​ ​que​ ​la​ ​presencia​ ​de​ ​los​ ​ésteres​ ​metílicos​ ​de​ ​ácidos​ ​grasos,​

​hexanoico y caproico, y de metilo es responsable del olor afrutado (84).​

​La​​actividad​​antimicrobiana​​de​​los​​lípidos​​o​​de​​sus​​metabolitos​​se​​ha​​estudiado​​de​

​forma​ ​limitada,​ ​pero​ ​se​ ​conoce​ ​que​ ​su​ ​interacción​ ​con​ ​péptidos​​forma​​compuestos​​con​

​propiedades​ ​antimicrobianas.​ ​Por​ ​ejemplo,​ ​el​ ​lipopéptido​ ​Anti-LM7​ ​sintetizado​ ​por​

​Bacillus​ ​sp.​ ​aislado​ ​de​ ​soja​ ​fermentada​ ​(Chungkookjang)​ ​demostró​ ​actividad​

​antimicrobiana​ ​contra​ ​Listeria​ ​monocytogenes,​ ​E.​ ​faecalis​ ​y​​cepas​​fúngicas​​(​​Aspergillus​

​clavatus​​y​​Fusarium moniliforme​​) (85).​

​2.4.​ ​Propiedades​ ​antibacterianas​ ​de​ ​los​ ​metabolitos​ ​de​ ​jugos​ ​de​ ​frutas​
​fermentados​

​Los​ ​fermentos​ ​son​ ​alimentos​ ​de​ ​fácil​​preparación,​​con​​estabilidad,​​capacidad​​de​

​producción​​de​​biomasa,​​bajo​​impacto​​en​​propiedades​​sensoriales​​indeseables​​y​​de​​larga​

​vida​ ​útil​ ​(86).​ ​Los​ ​jugos​ ​de​ ​fruta​ ​fermentados​ ​con​ ​BAL​ ​son​ ​matrices​ ​complejas​ ​si​ ​nos​

​enfocamos​​en​​su​​composición,​​por​​lo​​que​​el​​potencial​​antibacteriano​​de​​estas​​matrices​​no​

​depende​​de​​un​​único​​metabolito.​​Si​​se​​enlistan​​los​​posibles​​metabolitos​​antimicrobianos,​

​las​ ​BAL​ ​sintetizan​ ​peróxido​ ​de​ ​hidrógeno,​ ​ácido​ ​láctico,​ ​ácido​ ​acético​ ​y​ ​sustancias​ ​de​

​bajo​ ​peso​ ​molecular​ ​(diacetilo,​ ​ácidos​ ​grasos,​ ​reuterina,​ ​reutericiclina),​ ​compuestos​

​antifúngicos (lactato de fenilo, propionato, lactato de hidroxifenilo) y bacteriocinas (87).​

​Por​​ejemplo,​​el​​ácido​​láctico​​y​​componentes​​bioactivos​​(fenoles​​y​​ácido​​ascórbico)​

​de​ ​la​ ​fruta​ ​en​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​maracuyá​ ​mezclado​ ​con​ ​coco​ ​y​​fermentado​​con​​L.​​plantarum​​,​

​mostró​ ​actividad​ ​antimicrobiana​ ​frente​ ​a​ ​S.​ ​enterica​ ​serovar​ ​Typimorium,​ ​E.​ ​coli​ ​y​ ​B.​

​cereus​ ​(88),​ ​y​ ​el​​jugo​​de​​albaricoque​​japonés​​fermentado​​con​​L.​​acidophilus​​mantuvo​​la​

​actividad​ ​antimicrobiana​ ​frente​ ​a​ ​E.​ ​coli​​,​ ​S.​ ​aureus​ ​y​ ​S.​ ​typhimurium​ ​y​ ​su​ ​actividad​ ​se​
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​podría​ ​relacionar​ ​con​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​ácidos​ ​orgánicos,​ ​peróxido​ ​de​ ​hidrógeno,​ ​diacetilo,​

​dióxido​ ​de​ ​carbono,​ ​bacteriocinas​ ​(89).​ ​Se​ ​observó​ ​un​ ​efecto​ ​sinérgico​ ​entre​ ​los​

​diferentes​ ​compuestos​ ​sintetizados​ ​durante​ ​la​ ​fermentación​ ​(ácidos​ ​orgánicos​ ​y​

​metabolitos​ ​bacterianos)​ ​y​ ​los​ ​compuestos​ ​inherentes​ ​a​ ​la​ ​propia​ ​matriz​ ​(compuestos​

​bioactivos).​

​Entre​ ​los​ ​metabolitos​ ​más​ ​notables​ ​con​ ​actividad​ ​antimicrobiana​ ​en​ ​los​ ​jugos​

​fermentados​​de​​frutas​​se​​encuentran​​el​​ácido​​láctico​​y​​otros​​ácidos​​orgánicos,​​polifenoles​

​y péptidos, entre ellos las bacteriocinas (Tabla 2.2)​
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​Tabla 2.2 Actividad antimicrobiana de jugos fermentados con BAL en monocultivo y cocultivo.​

​Jugo de fruta​ ​Inóculo​ ​Metabolito de interés​
​antimicrobiano​

​Actividad antimicrobiana​
​contra​

​Inhibición​ ​Referencia​

​Monocultivo​

​Higo​ ​L. plantarum​ ​Flavonoides y​
​carotenoides​

​E. coli, S. aureus​​y​​L.​
​monocytogenes​

​13.3-19.67 mm​ ​(90)​

​Sandía​ ​L. brevis, L. casei, L.​
​rhamnosus, L. plantarum​​y​
​P. pentosaceus​

​Ácidos orgánicos​ ​Salmonella​​spp​​.​​y​​E. coli​ ​Cuenta viable​
​<10 UFC/mL​

​(60)​

​Fruta de la​
​pasión y coco​

​L. plantarum​ ​Ácidos orgánicos y​
​péptidos bioactivos​

​S. enterica​​y​​E. coli​ ​25-30 mm​ ​(88)​

​Co-cultivo​

​Caña​ ​Lactobacillus​​y​​Lactococcus​
​(5% en 50 mL)​

​Ácido láctico  ​ ​Salmonella, E. coli​​y​​S. aureus​ ​13.0-17.3 mm​ ​(91)​

​Arandano​ ​B. coagulans, L. plantarum,​
​y​​S. cerevisiae​​(5)​

​Ácidos orgánicos​ ​E. coli, S. aureus​​y​​S. enterica​
​serovar Typhimurium​

​30 mm​ ​(92)​

​Albaricoque​
​japonés​

​L. acidophilus​​y​​T.​
​delbrueckii (5)​

​Ácidos orgánicos​ ​B. cereus, E. coli, S. aureus​​y​
​S. enterica​​serovar​
​Typhimurium​

​MIC 990 ul/mL​ ​(89)​



​2.4.1​ ​Efecto antimicrobiano de los antioxidantes​
​Los​ ​antioxidantes​ ​de​ ​las​ ​frutas​ ​son​ ​principalmente​ ​polifenoles,​ ​aunque​ ​algunos​

​ácidos​ ​orgánicos,​ ​oligosacáridos,​ ​péptidos​ ​y​ ​ácidos​ ​grasos​ ​podrían​ ​aumentar​ ​la​

​capacidad​ ​antioxidante​ ​del​ ​zumo​ ​de​ ​fruta.​ ​Los​ ​mecanismos​ ​antioxidantes​ ​incluyen​ ​la​

​conversión​ ​de​ ​radicales​ ​en​ ​especies​ ​no​ ​radicales,​ ​la​ ​reducción​ ​total​ ​de​ ​especies​

​incompletamente​ ​reducidas,​ ​así​ ​como​ ​la​ ​interrupción​ ​de​ ​la​ ​reacción​ ​en​ ​cadena​ ​tras​ ​la​

​acción​ ​de​ ​especies​​reactivas​​(93).​​Sin​​embargo,​​la​​actividad​​antimicrobiana​​derivada​​de​

​la​ ​acción​ ​antioxidante​ ​se​ ​asocia​​con​​la​​interferencia​​en​​la​​formación​​de​​biopelículas​​por​

​bacterias​ ​patógenas​ ​(94),​ ​la​ ​reducción​ ​del​ ​pH,​ ​con​ ​la​ ​consiguiente​ ​alteración​ ​de​ ​la​

​permeabilidad​ ​de​ ​la​ ​membrana​ ​(90),​ ​y​ ​la​ ​alteración​ ​de​ ​la​ ​función​ ​de​ ​barrera,​ ​lo​ ​que​

​resulta en la fuga de materiales intracelulares (95).​

​Se​​ha​​demostrado​​que​​la​​epigalocatequina-3-galato​​y​​la​​3-O-octanoil-epicatequina​

​también​ ​causan​ ​agregación​ ​celular​ ​patógena,​ ​reduciendo​ ​la​ ​absorción​ ​de​ ​nutrientes​ ​y​

​mostrando​ ​un​ ​efecto​ ​bactericida​ ​(96).​ ​Además,​ ​la​ ​floretina​ ​y​ ​la​ ​flavanona​ ​presentan​

​actividad​ ​antibiofilm​ ​contra​​Vibrio​​parahaemolyticus​​,​​inhibiendo​​el​​crecimiento​​de​​células​

​planctónicas​ ​al​ ​actuar​ ​directamente​ ​sobre​ ​la​​biosíntesis​​de​​señales​​de​​quórum-sensing,​

​reduciendo así la formación de biofilm (97).​

​En​​el​​jugo​​de​​espino​​amarillo,​​un​​alimento​​usado​​en​​la​​medicina​​tradicional​​China,​

​sus​ ​propiedades​ ​antibacterianas​ ​y​ ​antifúngicas​ ​se​ ​asociaron​ ​a​ ​su​ ​contenido​ ​de​

​polifenoles,​​flavonoides​​y​​ácidos​​orgánicos,​​demostrando​​una​​supresión​​del​​70​​%​​contra​

​E.​ ​coli​​,​ ​S.​ ​aureus​ ​y​ ​Botrytis​ ​cinere​​a,​ ​respectivamente.​ ​Tras​ ​la​ ​fermentación​ ​con​ ​L.​

​plantarum​​,​​el​​porcentaje​​de​​inhibición​​aumentó​​al​​90​​%;​​este​​aumento​​se​​relacionó​​con​​la​

​síntesis de proteínas bacteriostáticas y de ácidos orgánicos (98).​

​Algunos​ ​antioxidantes​ ​también​ ​aumentan​ ​la​ ​permeabilidad​ ​de​ ​la​ ​membrana,​

​elevan​ ​la​ ​presión​ ​osmótica​ ​intracelular,​ ​modifican​ ​el​ ​potencial​ ​redox​ ​y​ ​dificultan​ ​la​

​producción​ ​de​ ​nutrientes,​ ​lo​ ​que​ ​provoca​ ​cambios​ ​en​ ​la​ ​morfología​ ​celular​ ​(ruptura,​

​picadura​​y​​colapso).​​En​​jugo​​de​​higo​​fermentado​​con​​L.​​plantarum,​​se​​detectó,​​mediante​

​el​ ​aumento​ ​del​ ​contenido​ ​de​ ​flavonoides​ ​y​ ​carotenoides​ ​tras​ ​la​​fermentación,​​un​​efecto​

​inhibidor contra​​E. coli​​,​​S. aureus​​y​​L. monocytogenes​ ​(90).​

​Adicionalmente,​ ​se​ ​ha​ ​analizado​ ​la​ ​eficacia​ ​antibacteriana​ ​de​ ​las​ ​fracciones​ ​de​

​antocianinas​​y​​de​​las​​sustancias​​fenólicas​​del​​jugo​​de​​aronia,​​así​​como​​del​​jugo​​completo,​

​contra​ ​Bacillus​ ​cereus​​.​ ​Los​ ​científicos​ ​demostraron​ ​que​ ​las​ ​fracciones​ ​de​ ​antocianina​

​fueron​ ​más​ ​eficaces​ ​que​ ​el​ ​jugo​ ​completo​ ​para​​reducir​​la​​viabilidad​​de​​B.​​cereus​​(61​​%​

​frente​ ​a​ ​50​ ​%,​ ​respectivamente)​ ​(99).​​Por​​lo​​tanto,​​la​​cantidad​​de​​compuestos​​fenólicos​

​en​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​fruta​ ​y​ ​su​ ​interacción​ ​entre​ ​sí​ ​pueden​ ​limitar​ ​la​ ​eficacia​ ​antibacteriana​

​general del producto.​
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​El​ ​contenido​ ​de​​antioxidantes​​de​​los​​jugos​​de​​fruta​​podría​​considerarse​​un​​factor​

​limitante​ ​en​ ​el​ ​crecimiento​ ​de​ ​BAL​ ​durante​ ​la​ ​fermentación​ ​y​ ​el​ ​almacenamiento.​ ​Sin​

​embargo,​​se​​ha​​demostrado​​la​​adaptación​​de​​las​​BAL​​a​​este​​tipo​​de​​sustrato​​(jugos​​con​

​alto​ ​contenido​ ​de​ ​antioxidantes),​ ​relacionada​ ​con​ ​el​ ​contenido​ ​de​ ​carbohidratos​ ​y​ ​el​

​metabolismo​​de​​los​​antioxidantes,​​y​​han​​observado​​que​​la​​bioconversión-metabolismo​​de​

​compuestos​ ​fenólicos​ ​está​ ​estrechamente​ ​relacionada​​con​​el​​sustrato​​y​​la​​cepa​​de​​BAL​

​(100),​ ​lo​ ​que​ ​permite​ ​el​ ​crecimiento​ ​durante​ ​la​ ​fermentación,​ ​así​ ​como​ ​su​ ​viabilidad​

​durante​ ​el​ ​almacenamiento.​ ​Por​ ​ejemplo,​ ​en​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​naranja,​ ​la​ ​viabilidad​ ​de​ ​L.​

​rhamnosus,​ ​L.​ ​paracasei,​ ​B.​ ​longum,​ ​L.​ ​plantarum,​ ​L.​ ​fermentum​ ​y​ ​L.​ ​acidophilus​

​aumentó​ ​en​ ​un​ ​log​ ​UFC/mL​ ​después​ ​de​ ​la​ ​fermentación.​ ​Sin​ ​embargo,​ ​sólo​ ​los​ ​jugos​

​fermentados​ ​con​ ​las​ ​cepas​ ​L.​ ​plantarum,​ ​L.​​fermentum​​y​​L.​​paracase​​i​​mostraron​​mayor​

​actividad​ ​antioxidante​ ​medida​ ​por​ ​el​ ​método​ ​del​ ​2,2-difenil-1-picrilhidrazilo​ ​(DPPH),​

​posiblemente​ ​debido​ ​a​ ​la​ ​mayor​ ​disponibilidad​ ​y​ ​al​ ​contenido​ ​de​ ​compuestos​ ​con​

​capacidad donadora de protones, como la vitamina C, que también se incrementó (66).​

​Los​ ​polifenoles​ ​se​ ​metabolizan​ ​en​ ​las​ ​BAL​ ​mediante​ ​la​ ​acción​ ​de​ ​la​ ​polifenol​

​oxidasa​​y​​las​​peroxidasas​​para​​reducir​​las​​especies​​reactivas​​de​​oxígeno,​​con​​una​​acción​

​desintoxicante​ ​colateral,​ ​aumentando​ ​así​ ​la​ ​viabilidad​ ​de​ ​las​ ​BAL.​ ​Por​ ​ejemplo,​ ​en​ ​la​

​fermentación​ ​de​ ​jugo​ ​de​ ​chirimoya​ ​con​ ​L.​ ​plantarum​​,​ ​L.​ ​brevis​ ​y​ ​L.​ ​rhamnosus​​,​ ​el​

​aumento​ ​de​ ​la​ ​actividad​ ​antioxidante,​ ​medida​ ​mediante​ ​DPPH​ ​y​ ​ORAC,​ ​no​ ​afectó​ ​la​

​viabilidad de las BAL (8).​

​2.4.2​ ​Ácidos orgánicos​
​Los​ ​ácidos​ ​orgánicos​ ​son​ ​compuestos​ ​hidrosolubles​ ​que​ ​contienen​ ​uno​ ​o​ ​más​

​grupos​ ​carboxilo​ ​(101).​ ​La​ ​fermentación​ ​láctica​​de​​frutas​​y​​verduras​​para​​la​​elaboración​

​de​ ​jugos​ ​produce​ ​AO​ ​como​ ​ácido​ ​láctico,​ ​ácido​​málico​​y​​ácido​​acético​​(55,56,102,103).​

​Los​ ​AO​ ​tienen​ ​actividad​ ​bioconservante​ ​y​ ​antimicrobiana​ ​debido​ ​a​ ​la​ ​reducción​ ​del​ ​pH​

​extracelular,​ ​alterando​ ​el​ ​potencial​ ​de​ ​membrana​ ​y​ ​afectando​ ​su​ ​permeabilidad,​

​previniendo así el crecimiento y la proliferación de microorganismos patógenos (104).​

​La​ ​fermentación​ ​de​ ​jugo​ ​de​ ​sandía​ ​con​ ​monocultivo​ ​de​ ​L.​ ​brevis​​,​ ​L.​ ​casei​​,​ ​L.​

​rhamnosus​​,​ ​L.​ ​plantarum​ ​y​ ​P.​ ​pentosaceus​ ​redujo​ ​el​ ​pH​​de​​4.4​​a​​3.3,​​incrementando​​la​

​síntesis​ ​de​ ​ácido​ ​láctico,​ ​ácido​ ​acético​ ​y​ ​ácido​ ​fórmico.​ ​Los​ ​recuentos​ ​de​ ​E.​ ​coli​ ​y​ ​de​

​Salmonella​ ​spp​​.​ ​fueron​ ​menores​ ​a​ ​10​​3​ ​UFC/mL​ ​y​ ​10​​2​ ​UFC/mL,​ ​respectivamente,​

​inferiores a los establecidos por el Reglamento de la Comisión Europea (60).​

​En​ ​jugo​ ​de​ ​arándano​ ​fermentado​ ​utilizando​ ​un​ ​consorcio​ ​de​ ​L.​ ​plantarum​​,​ ​L.​

​acidophilus​​,​ ​L.​ ​paracasei​​,​ ​L.​ ​rhamnosus​​,​ ​L.​ ​acidipiscis​ ​y​ ​S.​ ​cerevisiae​​,​ ​aumentó​ ​la​

​actividad​​antimicrobiana​​contra​​E.​​coli​​,​​S.​​aureus​​y​​S.​​enterica​​serovar​​Typhimurium​​(36.6​

​mm​ ​de​ ​zona​ ​de​ ​inhibición,​ ​en​ ​promedio),​ ​relacionado​ ​con​ ​la​ ​síntesis​ ​AO​ ​como​ ​ácido​
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​cítrico,​​láctico,​​tartárico,​​acético​​y​​fumárico,​​al​​comparar​​con​​la​​muestra​​no​​fermentada,​​la​

​actividad​​antimicrobiana​​se​​perdió​​(92).​​Este​​efecto​​también​​se​​observó​​en​​jugo​​de​​caña​

​de​ ​azúcar​ ​fermentado​ ​con​ ​Lactococcus​ ​y​ ​Lactobacillus​​,​ ​con​ ​una​ ​zona​ ​de​ ​inhibición​ ​de​

​13.0​ ​–​ ​17.3​ ​mm,​ ​cuando​ ​se​ ​expuso​ ​a​ ​Salmonella,​ ​E.​ ​coli​ ​y​ ​S.​ ​aureus​ ​(91).​ ​El​ ​efecto​

​antimicrobiano​​se​​asoció​​con​​la​​reducción​​del​​pH​​(<5.0)​​por​​la​​síntesis​​de​​ácido​​acético,​

​ácido​ ​láctico​ ​y​ ​ácido​ ​propiónico.​ ​Por​ ​lo​ ​tanto,​ ​el​ ​pH​ ​bajo​ ​es​ ​un​ ​factor​ ​clave​ ​para​ ​la​

​actividad​ ​antibacteriana​ ​de​ ​los​ ​AO;​ ​su​ ​eficacia​ ​está​ ​relacionada​ ​con​​valores​​de​​pKa​​de​

​3.0-5.0,​​así​​como​​con​​la​​concentración​​de​​AO​​tras​​la​​fermentación,​​las​​propiedades​​de​​la​

​matriz​ ​y​ ​el​ ​tiempo​ ​de​​exposición.​​La​​fracción​​no​​disociada​​a​​valores​​de​​pH​​de​​3.0​​a​​5.0​

​conduce​​a​​una​​mayor​​permeabilidad​​de​​la​​pared​​celular​​(105).​​Este​​fenómeno​​provoca​​un​

​mayor​​gasto​​de​​ATP​​para​​restablecer​​el​​equilibrio​​del​​pH​​citoplasmático,​​lo​​que​​resulta​​en​

​un desequilibrio metabólico (106).​

​2.4.3​ ​Péptidos antimicrobianos: Bacteriocinas​
​Las​ ​cepas​ ​de​ ​Lactobacillus​ ​exhiben​ ​actividad​ ​antimicrobiana​ ​mediante​ ​la​

​producción​ ​de​ ​subproductos​ ​metabólicos​ ​peptídicos,​ ​como​ ​las​ ​bacteriocinas​ ​(107).​

​compuestos​​por​​30​​a​​60​​aminoácidos​​(31).​​Se​​producen​​de​​forma​​natural​​y​​actúan​​como​

​un​ ​eficaz​ ​sistema​ ​de​ ​defensa​ ​antagónico,​ ​inhibidor​ ​y​ ​antimicrobiano​ ​contra​

​microorganismos​ ​patógenos​ ​(108).​ ​Además,​ ​controlan​ ​las​ ​bacterias​ ​patógenas​

​resistentes a los antibióticos, lo cual es un efecto indeseable de la automedicación (15).​

​En​ ​cuanto​ ​a​ ​sus​ ​mecanismos​ ​de​ ​acción,​ ​estos​ ​incluyen​ ​la​ ​degradación​ ​de​

​componentes​ ​celulares​ ​como​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​peptidoglicanos,​ ​la​ ​inhibición​ ​de​ ​moléculas​

​secretadas​ ​por​ ​las​ ​paredes​​celulares,​​proteínas​​o​​ácidos​​nucleicos,​​y​​la​​degradación​​de​

​membranas​ ​(109).​ ​Las​ ​investigaciones​ ​sobre​ ​H.​ ​pylori​ ​para​ ​probar​ ​la​ ​eficacia​ ​de​ ​la​

​bacteriocina​ ​PLNC8​ ​demostraron​ ​que​ ​puede​ ​actuar​ ​a​ ​través​ ​de​ ​tres​ ​mecanismos​

​diferentes:​ ​colapsando​ ​la​ ​estructura​ ​de​ ​la​ ​membrana,​ ​rompiendo​ ​los​ ​niveles​ ​de​ ​ATP​

​reduciendo​ ​su​ ​energía​ ​e​ ​impidiendo​ ​su​ ​crecimiento,​ ​y​ ​disminuyendo​ ​su​ ​viabilidad​ ​en​

​mezcla​ ​con​ ​peróxido​ ​de​ ​hidrógeno,​ ​posiblemente​ ​por​ ​la​ ​lisis​ ​bacteriana​ ​y​ ​en​

​consecuencia​ ​la​ ​pérdida​ ​de​ ​actividad​ ​de​ ​la​ ​catalasa,​ ​una​ ​enzima​ ​importante​ ​para​ ​la​

​supervivencia de​​H. pylori​​(110)​​.​

​La​ ​generación​ ​de​ ​bacteriocinas​ ​durante​ ​la​​fermentación​​de​​jugos​​de​​fruta​​puede​

​ser​ ​difícil​ ​debido​ ​a​ ​la​​complejidad​​de​​los​​sustratos​​y​​de​​los​​metabolitos​​de​​fermentación​

​que​ ​se​ ​generan,​ ​los​ ​cuales​ ​pueden​ ​restringir​ ​su​ ​supervivencia​ ​(111).​ ​La​ ​adopción​ ​de​

​nuevas​ ​tecnologías​ ​puede​ ​abordar​ ​este​ ​problema​ ​si​ ​se​ ​reemplaza​ ​el​ ​medio​ ​fresco​ ​de​

​BAL.​ ​Las​​tecnologías​​basadas​​en​​la​​perfusión​​de​​flujo​​tangencial​​alterno​​(ATF)​​permiten​

​que​ ​los​ ​metabolitos​ ​puedan​ ​drenarse​ ​continuamente.​ ​Este​ ​sistema​ ​se​​ha​​utilizado​​para​

​aumentar​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​la​ ​bacteriocina​ ​CLK_01,​ ​que​ ​demostró​ ​actividad​
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​antimicrobiana​ ​contra​ ​bacterias​ ​Gram​ ​positivas​ ​(​​S.​ ​aureus​​,​ ​M.​ ​luteus​ ​y​ ​S.​ ​argenteus​​)​ ​y​

​gramnegativas​ ​(​​E.​ ​coli​​,​ ​P.​ ​aeruginosa​ ​y​ ​Klebsiella​ ​pneumoniae​​).​ ​Esta​ ​estrategia​

​disminuye​​los​​efectos​​perjudiciales​​de​​los​​metabolitos​​secundarios​​en​​la​​supervivencia​​de​

​L.​ ​rhamnosus,​ ​cuando​ ​se​ ​cultiva​ ​en​ ​un​ ​medio​ ​MRS​ ​2X​ ​en​ ​un​ ​sistema​ ​de​ ​perfusión​ ​de​

​lotes alimentados (112).​

​Además,​ ​se​ ​ha​ ​observado​ ​que​ ​una​ ​respuesta​​defensiva​​de​​las​​bacterias​​ante​​la​

​presencia​ ​de​ ​patógenos​ ​estimula​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​bacteriocinas​ ​(113).​ ​Por​ ​lo​ ​tanto,​​es​

​importante​ ​evaluar​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​bacteriocinas​ ​en​ ​zumos​ ​de​ ​fruta​ ​mediante​

​investigaciones​ ​in​ ​vitro​ ​e​ ​in​ ​vivo​​.​ ​Asimismo,​ ​no​ ​debe​ ​ignorarse​ ​la​ ​estimulación​ ​de​

​variantes​ ​de​ ​bacteriocinas​ ​con​ ​propiedades​ ​ventajosas.​​Por​​ejemplo,​​se​​ha​​demostrado​

​que,​ ​en​ ​presencia​ ​de​ ​Lactococcus​ ​monocytogenes​​,​ ​Lactococcus​ ​lactis​ ​produce​ ​la​

​variante​​de​​bacteriocina​​nisina​​Z,​​la​​cual​​presenta​​mejor​​difusión​​y​​mayor​​solubilidad​​a​​pH​

​neutro (114).​

​Las​​bacteriocinas​​también​​pueden​​ejercer​​sinergia​​con​​algunos​​antibióticos,​​como​

​la​ ​penicilina​ ​(115)​ ​y​ ​la​ ​oxacilina​ ​(116),​ ​con​ ​compuestos​ ​antimicrobianos​ ​como​ ​el​ ​ácido​

​láctico​ ​o​ ​el​​ácido​​cítrico​​(117),​​o​​con​​antioxidantes​​como​​la​​curcumina​​(118).​​La​​sinergia​

​entre​​las​​bacteriocinas​​y​​otros​​antibióticos​​podría​​prevenir​​la​​resistencia​​a​​los​​antibióticos​

​(115,119),​ ​lo​ ​que​ ​sugiere​ ​su​ ​posible​ ​uso​ ​como​ ​coadyuvantes​ ​durante​ ​la​ ​terapia​ ​con​

​antibióticos.​

​2.5.​ ​Evidencia​​in vivo​​del efecto antimicrobiano​

​Las​ ​bebidas​ ​fermentadas​ ​están​ ​ganando​ ​cada​ ​vez​ ​más​ ​reconocimiento​ ​por​ ​sus​

​beneficios​​más​​allá​​de​​la​​nutrición​​básica,​​con​​un​​énfasis​​creciente​​en​​una​​vida​​saludable.​

​Por​ ​lo​ ​tanto,​ ​es​ ​necesario​ ​analizar​ ​sus​ ​efectos​ ​in​ ​vivo​ ​para​ ​evaluar​ ​su​ ​eficacia​ ​y​

​seguridad.​​El​​efecto​​antimicrobiano​​de​​las​​bebidas​​fermentadas​​de​​frutas​​con​​BAL​​se​​ha​

​estudiado​ ​en​ ​modelos​ ​celulares,​ ​en​​animales​​de​​experimentación​​y​​en​​ensayos​​clínicos​

​(Tabla 2.3).​
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​Tabla 2.3. Efectos antimicrobianos de bebidas fermentadas en modelos​​in vitro​​e​​in vivo​​.​

​Jugo de​
​frutas​

​Modelo​ ​Diseño del estudio​ ​Parámetros​
​evaluados​

​Efecto​ ​Referenci​
​a​

​Modelos​​in vitro​

​Pera​ ​Células de la​
​monocapa​
​Caco-2  ​

​Se añadieron 8 Log UFC/mL de​
​cada inóculo Lactobacillus vs​
​Shigella flexneri​

​Antiadherencia de​​S.​
​flexneri​

​El valor de adhesión de​​S.​
​flexneri​​disminuyó y​​L.​
​acidophilus​​(22.37%) presentó​
​un mayor efecto inhibidor que​​L.​
​fermentum​​(18.13%).​

​(120)​

​In vivo​​models​

​Arándano​ ​Ratones machos​
​C57BL/6 HFD.​

​Cultivo:​​L. plantarum​​,​​L.​
​acidophilus​​,​​L. paracasei, L.​
​rhamnosus, L. acidipiscis​​y S.​
​cerevisiae​​(70:18:6:3:1:2),​
​diluidos 1:10 en agua ad libitum​
​por 17 semanas.​

​Acumulación de​
​grasa,​
​composición de la​
​microbiota​

​↓Accumulación de grasa, ↑​
​Homeostasis de glucosa​
​Baja abundancia de​​Firmicutes​​y​
​abundancia relativa aumentada​
​de​​Lactobacillus​​y​
​Bifidobacterium​

​(11)​

​Huyou​ ​Ratones con​
​obesidad​
​(C57BL/6J)​
​inducidos por​
​HFA–HFD​

​100 ml de HJ fueron inoculados​
​con​​L. plantarum L1​​y​​L.​
​fermentum L2,​​se administraron​
​10 ml/kg de peso por 8​
​semanas.​

​Abundancia relativa​
​de la flora intestinal​

​Abundancia relativa de​
​Bacteroidetes en el grupo de​
​FHJ, incremento de 22.43% a​
​33.75%.​

​(121)​

​Piña​ ​Ratón​
​HFD–C57BL/6​

​Jugo fermentado con​​L.​
​pseudomesenteroides​​y​​L.​
​plantarum​​, ad libitum por 6​
​semanas y HFD.​

​Peso y parámetros​
​sanguíneos​
​relacionados con la​
​homeostasis de la​
​glucosa​

​Mejora la regulación de la​
​glucosa en sangre, la​
​preservación de los niveles de​
​triglicéridos y la modificación de​
​las especies bacterianas (​​E.​
​faecalis​​).​

​(122)​
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​Granada​ ​Ratón​
​HFD–C57BL/6​

​PJ fermentado con​ ​L.​
​paraplantarum​
​Dieta alta en grasa por 8​
​semanas​

​Parámetros​
​sanguíneos​
​relacionados con la​
​homeostasis de la​
​glucosa y el estrés​
​oxidativo​

​Disminución de triglicéridos y​
​citocinas proinflamatorias y​
​biomarcadores oxidativos.​

​(8)​

​Pitanga​ ​Larva Tenebrio​
​molitor​

​Jugo de​​E. uniflora​​fermentado​
​con​​L. fermentum,​​expuesto a​
​Tenebrio infectado con​​E. coli​
​042​

​Esperanza de vida​ ​Tasa de supervivencia superior​
​al 80% en el papel infeccioso​
​con​​E. coli​

​(123)​

​FHJ:​ ​Jugo​ ​fermentado​ ​de​ ​Huyon,​ ​HFA:​ ​asociado​ ​a​ ​la​ ​flora​ ​humana;​ ​HFD:​ ​dieta​ ​alta​​en​​grasas,​​HJ:​​jugo​​de​​Huyou;​​Log​​UFC/mL:​​logaritmo​

​Unidades Formadoras de Colonias en un mililitro.​
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​La​​evaluación​​de​​los​​efectos​​antimicrobianos​​en​​matrices​​complejas,​​como​​los​

​zumos​​de​​fruta,​​limita​​su​​uso​​directo​​en​​modelos​​celulares.​​En​​este​​contexto,​​el​​zumo​

​de​ ​melocotón​ ​fermentado​ ​con​ ​L.​ ​acidophilus​ ​y​ ​L.​ ​fermentum​​,​ ​a​ ​partir​ ​de​ ​4.2​ ​log​

​UFC/mL​​e​​incubado​​anaeróbicamente​​a​​37​​°C​​durante​​48​​h,​​mostró​​un​​efecto​​inhibidor​

​sobre​ ​Shigella​ ​flexneri​ ​cuando​ ​las​ ​cepas​ ​se​ ​coincubaron.​ ​En​ ​células​ ​de​

​adenocarcinoma​ ​colorrectal​ ​CaCo-2,​​la​​cepa​​L.​​acidophilus​​presentó​​u​​n​​mayor​​efecto​

​inhibidor​ ​frente​ ​a​ ​S.​ ​flexneri​ ​que​ ​frente​ ​a​ ​L.​ ​fermentum​ ​(22.37​ ​%​ ​frente​ ​a​ ​18.13​ ​%)​

​(120).​

​En​ ​estudios​ ​in​ ​vitro​​,​ ​el​ ​sobrenadante​ ​libre​ ​de​ ​células​​de​​L.​​brevis​​tuvo​​acc​​ión​

​antidiabética,​​inhibiendo​​la​​acción​​de​​la​​α-glucosidasa​​en​​un​​85.8​​%​​y​​de​​la​​α-amilasa​

​en​​un​​75.8​​%​​(124).​​Utilizando​​un​​método​​de​​microdilución​​en​​caldo,​​el​​sobrenadante​

​libre​​de​​células​​de​​col​​rizada​​fermentada​​mostró​​ef​​ecto​​antimicrobiano​​contra​​bacterias​

​Gram​ ​positivas​ ​(​​Bacillus​ ​subtilis​​,​ ​Listeria​ ​monocytogenes​​,​ ​S.​ ​aureus​ ​y​ ​Clostridium​

​perfringens​​)​ ​y​ ​bacterias​ ​Gram​ ​negativas​ ​(​​E.​ ​coli​​,​ ​Campylobacter​ ​jejuni​​,​ ​S.​ ​enterica​​,​

​Yersinia enterocolitica​​y​​P. aeruginosa​​) (42).​

​En​​modelos​​animales,​​el​​interés​​de​​la​​investigación​​se​​ha​​centrado​​en​​el​​efecto​

​probiótico​ ​de​ ​los​ ​jugos​ ​de​ ​fruta​ ​sobre​ ​la​ ​microbiota​ ​intestinal​ ​y​ ​en​ ​el​ ​control​ ​de​

​enfermedades​ ​cardiometabólicas.​ ​El​ ​estudio​ ​con​ ​animales,​ ​la​ ​cepa​ ​de​ ​L.​ ​plantarum​

​demostró​ ​un​ ​efecto​ ​hipocolesterolémico​ ​(reducción​ ​del​ ​colesterol​ ​del​ ​23.33%​ ​al​

​40.23%)​ ​en​ ​un​​modelo​​de​​rata​​con​​hiperlipidemia​​(125).​​Además,​​se​​ha​​observado​​la​

​regulación​ ​de​ ​la​ ​microbiota​ ​intestinal​ ​después​ ​de​ ​la​ ​suplementación​ ​con​ ​jugo​ ​de​

​manzana​​turbio​​fermentado​​en​​un​​modelo​​de​​ratón​​obeso,​​disminuyendo​​la​​proporción​

​de​ ​Firmicutes/Bacteroidetes​ ​y​ ​aumentando​ ​la​ ​presencia​ ​de​ ​Akkermansia​ ​y​

​Bacteroides,​ ​asociados​ ​positivamente​ ​con​ ​la​​producción​​de​​ácidos​​grasos​​de​​cadena​

​corta (126).​

​En​ ​ratones​ ​macho​ ​con​ ​dieta​ ​alta​ ​en​ ​grasas,​ ​el​ ​tratamiento​ ​con​ ​jugo​ ​de​

​arándano​​y​​jugo​​de​​arándano​​fermentado​​(​​L.​​plantarum,​​L.​​acidophilus,​​L.​​paracasei,​​L.​

​rhamnosus,​ ​L.​ ​acidipiscis​ ​y​ ​S.​ ​cerevisiae​​,​ ​70:18:6:3:1:2)​ ​redujo​ ​los​ ​parámetros​ ​de​

​obesidad,​ ​incluyendo​ ​la​ ​acumulación​ ​de​ ​grasa​ ​en​ ​el​ ​hígado​ ​y​ ​los​ ​tejidos​ ​grasos,​ ​el​

​aumento​ ​de​ ​la​ ​sensibilidad​ ​a​ ​la​ ​insulina,​ ​la​ ​actividad​ ​hipoglucémica​ ​y​ ​la​ ​abundancia​

​relativa​ ​de​ ​Lactobacillus​ ​y​ ​Bifidobacterium​ ​(121).​ ​Estos​ ​cambios​ ​en​ ​la​ ​microbiota​

​intestinal​ ​también​ ​se​ ​observaron​ ​en​ ​ensayos​ ​con​ ​ratones​ ​C57BL/6J​ ​con​ ​obesidad​

​inducida​ ​por​ ​la​ ​inoculación​ ​de​ ​microbiota​ ​humana,​ ​y​ ​dieta​ ​rica​ ​en​ ​grasas,​​los​​cuales​

​fueron​ ​alimentados​ ​con​​zumo​​de​​Huyou​​fermentado​​con​​L.​​plantarum​​y​​L.​​fermentum​

​(121).​ ​Guérin​ ​et​ ​al.​ ​(2023)​ ​(122)​​también​​probaron​​el​​jugo​​de​​piña​​fermentado​​con​​L.​

​pseudomesenteroides​ ​y​ ​L.​ ​plantarum​ ​en​ ​ratones​ ​HFD​ ​C57BL/6.​ ​A​ ​pesar​ ​de​ ​su​ ​alto​
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​contenido​ ​de​ ​azúcar,​ ​los​ ​resultados​ ​mostraron​ ​que​ ​el​ ​consumo​ ​de​ ​esta​ ​bebida​ ​no​

​altera la homeostasis de la glucosa ni la dislipidemia.​

​Una​ ​limitación​ ​del​ ​uso​ ​de​ ​modelos​ ​murinos​ ​es​ ​que​ ​no​ ​se​ ​han​ ​evaluado​

​directamente​​los​​efectos​​antimicrobianos.​​Por​​lo​​tanto,​​se​​podrían​​exponer​​modelos​​de​

​invertebrados​ ​a​ ​patógenos​ ​bacterianos​ ​para​ ​evaluar​ ​su​ ​efecto​ ​antimicrobiano.​ ​Por​

​ejemplo,​ ​larvas​ ​de​ ​Tenebrio​​molitor​​infectadas​​con​​E.​​coli​​se​​alimentaron​​con​​jugo​​de​

​Eugenia​ ​uniflora​​fermentado​​con​​L.​​fermentum​​.​​La​​tasa​​de​​supervivencia​​aumentó​​en​

​comparación​ ​con​ ​las​ ​larvas​ ​no​ ​alimentadas​ ​y​ ​se​ ​observó​ ​un​ ​efecto​ ​antimicrobiano​

​contra​​E. coli​​(123).​

​2.6.​ ​Jugo de zarzamora fermentado con BAL​

​Los​​frutos​​poco​​usados​​como​​sustrato​​para​​la​​fermentación​​con​​BAL​​son​​los​​de​

​la​ ​familia​ ​de​ ​las​ ​moras.​ ​Este​ ​tipo​ ​de​ ​frutos​ ​se​ ​caracteriza​ ​principalmente​ ​por​ ​su​

​contenido​ ​en​ ​antioxidantes​ ​del​ ​tipo​ ​antocianinas,​​de​​los​​cuales​​se​​conoce​​que​​tienen​

​efectos​ ​benéficos​ ​para​ ​la​ ​salud​ ​(127).​ ​Sin​ ​embargo,​ ​son​ ​alimentos​ ​perecederos,​

​limitando​​su​​consumo​​por​​el​​corto​​tiempo​​de​​almacenamiento;​​por​​ello,​​una​​alternativa​

​de​ ​conservación​ ​es​ ​la​ ​fermentación​ ​ácido​ ​láctica.​ ​Además​ ​de​ ​ser​ ​usados​ ​como​

​sustituto​ ​de​ ​alimentos​ ​lácteos​ ​fermentados​ ​(128).​ ​Los​ ​azúcares​ ​en​ ​esta​ ​familia​ ​se​

​encuentran​ ​en​ ​menor​ ​concentración,​ ​por​ ​lo​ ​que​ ​añadir​ ​sacarosa​ ​u​ ​otras​ ​matrices​

​alimentarias​ ​(como​ ​las​ ​ricas​ ​en​ ​proteína)​ ​es​ ​un​ ​enfoque​ ​eficaz​ ​para​ ​mejorar​ ​las​

​cualidades​ ​y​ ​obtener​ ​un​ ​sustrato​ ​con​ ​efectos​ ​sinérgicos​ ​o​​aditivos​​(129).​​Ademá​​s,​​el​

​uso​ ​de​ ​berries​ ​en​ ​la​ ​elaboración​ ​de​ ​productos​ ​fermentados​ ​es​ ​una​ ​alternativa​ ​para​

​combatir​ ​el​ ​deterioro​ ​de​ ​los​ ​alimentos​ ​y​ ​aumentar​ ​su​ ​aprovechamiento,​ ​haciendo​

​biodisponibles los compuestos bioactivos para el consumidor (130).​

​Las​ ​zarzamoras​ ​(​​Rubus​ ​fruticosus​​)​ ​son​​frutos​​de​​la​​familia​​de​​las​​berries​​y​​se​

​componen​ ​mayormente​ ​de​ ​agua​ ​(88%),​ ​seguidos​ ​de​ ​los​​carbohidratos​​(9.6​​g/100​​g),​

​proteínas​​(1.39​​g/100​​g),​​grasas​​(0.49​​g/100​​g)​​y​​fibra​​dietética​​(5.3​​g/100​​g)​​(131).​​Se​

​caracteriza​​por​​su​​contenido​​en​​antocianinas​​que​​otorgan​​el​​color​​y​​olor​​característicos​

​del​ ​fruto​ ​(132,133).​ ​Su​ ​fermentación​ ​aumenta​ ​el​ ​contenido​ ​de​ ​polifenoles​ ​y​

​flavonoides,​ ​aumentando​ ​su​ ​contenido​ ​en​ ​terpenos​ ​y​ ​ésteres,​ ​lo​ ​cual​ ​modifica​ ​sus​

​propiedades​ ​sensoriales.​ ​Este​ ​efecto​ ​fue​ ​reportado​ ​en​ ​el​ ​jugo​ ​elaborado​ ​de​ ​una​

​mezcla​ ​de​ ​moras​ ​(frambuesa,​ ​mora​ ​y​ ​mora)​ ​e​ ​inoculado​ ​con​ ​L.​ ​fermentum​ ​FUA033​

​(134)​​en​​la​​mezcla​​de​​jugo​​de​​zarzamora​​kiowa​​y​​pera​​fermentado​​con​​L.​​helveticus​​y​

​B.​​longum​​(130)​​en​​el​​simbiótico​​de​​jugo​​de​​zarzamora​​con​​suero​​de​​leche​​inoculados​

​con​ ​dos​ ​consorcios​ ​de​ ​BAL​ ​(C1:​ ​L.​ ​plantarum​​,​ ​L.​ ​brevis​ ​y​ ​P.​ ​acidilactici​​;​ ​C2:​ ​L.​

​rhamnosus​​y​​L.​​casei​​)​​(135)​​y​​la​​adición​​de​​zarzamora​​en​​el​​hidromiel​​fermentado​​con​

​L. plantarum​​(136).​

​29​



​Por​ ​otro​ ​lado,​ ​los​ ​jugos​ ​de​ ​berries​ ​fermentados​ ​se​ ​han​ ​propuesto​ ​como​

​productos​ ​con​ ​posibles​ ​propiedades​​antibacterianas,​​por​​sus​​metabolitos​​sintetizados​

​durante​​la​​fermentación.​​La​​fermentación​​de​​60​​días,​​con​​inóculos​​caseros​​de​​jugo​​de​

​mora,​ ​tuvo​ ​propiedades​ ​antimicrobianas​ ​contra​ ​E.​ ​coli,​ ​S.​ ​aureus​ ​y​ ​S.​ ​typhimurium​

​mediante​ ​una​ ​técnica​ ​de​ ​difusión​​en​​disco​​con​​diámetros​​de​​10-35​​mm,​​en​​promedio​

​(92).​ ​En​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​frambuesa​ ​fermentado​ ​con​ ​Limosilactobacillus​ ​fermentum​​,​

​determinaron​​propiedades​​benéficas​​para​​la​​microbiota​​colónica​​en​​un​​modelo​​in​​vitro​

​de​ ​fermentación​ ​colónica,​ ​efecto​ ​relacionado​ ​con​ ​la​ ​promoción​ ​de​ ​la​ ​abundancia​ ​de​

​géneros​ ​benéficos​ ​(​​Lactobacillaceae​ ​y​ ​Prevotellaceae​​)​ ​y​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​metabolitos​

​antimicrobianos como el ácido láctico (134).​

​Aún​ ​se​ ​requieren​ ​mayores​ ​análisis​ ​en​ ​los​ ​jugos​ ​de​ ​zarzamora​​y​​sus​​mezclas​

​con​​otras​​matrices​​alimentarias​​para​​determinar​​su​​estabilidad​​fisicoquímica​​durante​​la​

​fermentación​​y​​almacenamiento,​​la​​sobrevida​​y​​funcionalidad​​de​​las​​BAL,​​y​​determinar​

​si sus efectos antimicrobianos no impactan negativamente a la salud del huésped.​

​2.7.​ ​Suero de leche como sustrato complementario​

​El​​suero​​de​​leche​​es​​un​​subproducto​​que​​se​​obtiene​​después​​de​​la​​coagulación​

​y​ ​el​ ​filtrado​ ​de​ ​la​ ​cuajada​ ​en​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​queso​ ​(137).​ ​Su​ ​producción​ ​mundial​

​supera​ ​los​ ​200​ ​millones​ ​de​ ​toneladas​ ​al​ ​año​ ​(138)​ ​y​ ​plantea​ ​un​ ​desafío​ ​ambiental,​

​debido​ ​a​ ​su​ ​alta​ ​carga​ ​orgánica​ ​y​ ​su​ ​poca​ ​difusión​ ​sobre​ ​su​ ​uso​ ​(139).​ ​Además,​​es​

​reconocido​ ​como​ ​una​ ​fuente​ ​de​ ​proteínas​ ​de​ ​alto​ ​valor​ ​biológico,​ ​como​ ​la​

​β-lactoglobulina​ ​y​ ​la​ ​α-lactoalbúmina,​ ​también​ ​se​ ​caracteriza​ ​por​ ​su​ ​contenido​ ​en​

​aminoácidos libres (140).​

​En​ ​relación​ ​a​ ​lo​ ​anterior,​ ​el​​suero​​de​​leche​​se​​ha​​propuesto​​como​​un​​sustrato​

​para​​la​​fermentación​​por​​BAL,​​ofreciendo​​una​​alternativa​​para​​la​​mitigación​​de​​residuos​

​contaminantes​​y​​la​​producción​​de​​metabolitos​​de​​interés​​biotecnológico​​y​​para​​la​​salud​

​humana​ ​(141).​ ​Durante​ ​la​ ​fermentación​ ​del​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​se​ ​han​ ​identificado​ ​una​

​diversidad​ ​de​ ​compuestos,​ ​destacando​ ​los​ ​ácidos​ ​orgánicos,​ ​exopolisacáridos,​

​enzimas,​ ​péptidos,​ ​bacteriocinas​ ​(142).​ ​Se​ ​ha​ ​observado​ ​que​ ​la​ ​suplementación​ ​del​

​suero favorece el aumento de biomasa bacteriana (141).​

​Ejemplo​​de​​ello,​​es​​la​​inoculación​​de​​L.​​casei​​en​​suero​​de​​leche​​y​​su​​posterior​

​aplicación​ ​en​ ​un​ ​queso​ ​fresco​ ​mexicano,​ ​se​ ​identificaron​ ​al​ ​ácido​ ​láctico​ ​y​ ​ácido​

​acético​ ​como​ ​los​ ​principales​ ​metabolitos​ ​antibacterianos​ ​contra​ ​las​ ​cepas​ ​E.​ ​coli,​ ​S.​

​enterica​​ serovar Typhimurium, ​​S. aureus​​ y ​​L. monocytogenes​​(143).​

​2.8.​ ​Conclusión​
​El​ ​consumo​ ​de​ ​probióticos​ ​ha​ ​aumentado​ ​en​ ​la​ ​última​ ​década​ ​debido​ ​al​

​creciente​​conocimiento​​sobre​​la​​regulación​​de​​la​​microbiota​​en​​el​​contexto​​de​​la​​salud​
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​y​ ​la​ ​enfermedad.​ ​La​​producción​​de​​bebidas​​fermentadas​​con​​bacterias​​lácticas​​(BAL)​

​también​ ​contribuye​ ​a​ ​incrementar​ ​el​ ​uso​ ​de​ ​frutas​​en​​la​​industria​​alimentaria​​para​​su​

​conservación,​ ​como​ ​un​ ​proceso​ ​sostenible.​ ​Los​ ​metabolitos​ ​secundarios​ ​producidos​

​durante​​la​​fermentación​​de​​la​​fruta​​con​​BAL,​​como​​los​​ácidos​​orgánicos,​​los​​polifenoles​

​y​ ​los​ ​péptidos​ ​bioactivos,​ ​potencian​ ​su​ ​actividad​ ​antimicrobiana​​contra​​patógenos​​de​

​interés,​​incluidas​​las​​bacterias​​resistentes​​a​​los​​antibióticos.​​Sin​​embargo,​​la​​evidencia​

​actual​​de​​su​​efecto​​in​​vivo​​se​​ha​​limitado​​a​​estudios​​preclínicos​​en​​animales,​​centrados​

​en​ ​rasgos​ ​metabólicos.​ ​Por​ ​lo​ ​tanto,​ ​consideramos​ ​que​ ​la​ ​investigación​ ​sobre​ ​los​

​efectos​ ​in​ ​vivo​ ​de​ ​los​ ​zumos​ ​de​ ​frutas​ ​fermentados​ ​con​ ​BAL​ ​constituye​ ​un​ ​amplio​

​campo​ ​de​ ​investigación​ ​en​ ​la​ ​actualidad.​ ​Además,​ ​la​ ​incorporación​​de​​la​​ómica​​para​

​dilucidar​ ​los​ ​mecanismos​ ​antimicrobianos​ ​resultantes​ ​de​ ​la​ ​interacción​ ​de​ ​diversas​

​cepas​ ​de​​BAL​​representa​​un​​área​​de​​investigación​​prometedora​​para​​el​​desarrollo​​de​

​productos seguros para la sociedad.​
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​CAPÍTULO​ ​III.​ ​Fermentación​ ​del​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​con​ ​dos​ ​consorcios​ ​de​
​bacterias​ ​lácticas​ ​y​ ​suero​ ​aislado​ ​de​ ​leche:​ ​propiedades​ ​fisicoquímicas​ ​y​
​antioxidantes durante el almacenamiento​

​3.1.​ ​Introducción​
​Las​ ​bebidas​ ​fermentadas​ ​a​ ​base​ ​de​ ​frutas​ ​han​ ​ganado​ ​importancia​ ​en​ ​la​

​elección​ ​de​ ​bebidas​ ​saludables​ ​por​ ​parte​ ​de​ ​los​ ​consumidores,​ ​debido​​al​​rescate​​de​

​prácticas​ ​ancestrales,​ ​su​ ​proceso​ ​de​ ​conservación​ ​y​ ​sus​ ​propiedades​ ​nutricionales,​

​que​ ​las​​BAL​​tomarán​​como​​sustrato​​para​​producir​​metabolitos​​secundarios​​de​​interés​

​para​​la​​salud​​humana​​(1).​​Como​​se​​mencionó​​en​​el​​capítulo​​anterior,​​las​​frutas​​pueden​

​ser​​muy​​buen​​sustrato​​para​​la​​fermentación​​por​​las​​BAL​​por​​su​​contenido​​de​​azúcares,​

​siempre​ ​y​ ​cuando​ ​el​ ​pH,​ ​la​ ​cantidad​ ​de​ ​oxígeno,​ ​la​ ​temperatura​ ​y​ ​el​ ​tiempo​ ​de​

​fermentación​ ​sean​ ​optimizados.​ ​Sin​ ​embargo,​ ​en​ ​el​ ​diseño​ ​de​ ​bebidas​ ​fermentadas​

​con​ ​alto​ ​contenido​ ​de​ ​compuestos​ ​bioactivos,​ ​ácidos​ ​orgánicos​ ​y​ ​la​ ​producción​ ​de​

​péptidos​​bioactivos,​​es​​importante​​adicionar​​componentes​​que​​permitan​​la​​síntesis​​de​

​metabolitos secundarios con actividades biológicas de interés en la salud.​

​Por​ ​lo​​anterior,​​en​​este​​capítulo​​experimental​​se​​aborda​​la​​estandarización​​del​

​proceso​ ​de​ ​fermentación​ ​de​ ​una​ ​bebida​ ​a​ ​partir​ ​de​ ​zarzamora​ ​(​​Rubus​ ​Fructicosus​​).​

​Primeramente,​​se​​determinó​​el​​conteo​​bacteriano​​al​​inicio​​de​​la​​fermentación,​​a​​las​​24​

​y​ ​48​ ​horas​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche,​ ​inoculando​ ​cada​ ​una​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​incluidas​ ​en​ ​este​

​estudio:​​L.​​brevis,​​L.​​plantarum,​​P.​​acidilactici,​​L.​​casei​​y​​L.​​rhamnosus.​​Posteriormente,​

​se​ ​analizó​ ​el​ ​conteo​ ​bacteriano​ ​cuando​ ​se​ ​agrega​ ​únicamente​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​e​

​inoculando​​con​​cada​​una​​de​​las​​BAL​​incluidas.​​Finalmente,​​se​​determinó​​si​​la​​mezcla​

​de​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​(1:1),​ ​representa​ ​mejor​ ​sustrato​ ​para​ ​la​

​fermentación​​analizando​​cada​​una​​de​​las​​BAL​​y​​en​​consorcio​​(consorcio​​1:​​L.​​brevis,​​L.​

​plantarum​​y​​P. acidilactici;​​consorcio 2:​​L. casei​​y L. rhamnosus​​).​

​A​​partir​​de​​los​​resultados​​de​​la​​primera​​etapa,​​se​​trabajó​​con​​los​​consorcios​​1​​y​

​2,​ ​así​ ​como​ ​el​ ​jugó​ ​de​ ​zarzamora​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​sin​ ​inóculo,​ ​como​ ​control​

​positivo.​​Se​​prosiguió​​a​​caracterizar​​la​​cinética​​de​​crecimiento,​​el​​pH,​​el​​porcentaje​​de​

​ácido​​láctico,​​los​​sólidos​​solubles​​y​​azúcares​​reductores​​en​​los​​consorcios​​con​​suero,​​o​

​con jugo, o con la mezcla de suero y jugo.​

​Dado​​que​​se​​encontró​​que​​a​​las​​16​​h​​de​​fermentación​​es​​el​​tiempo​​óptimo​​para​

​la​​supervivencia​​de​​las​​BAL,​​se​​obtuvo​​el​​porcentaje​​de​​ácido​​láctico,​​el​​pH,​​la​​cantidad​

​de​ ​sólidos​ ​solubles,​ ​la​ ​estabilidad,​ ​viscosidad,​ ​los​ ​parámetros​ ​de​ ​color,​ ​así​ ​como​ ​el​

​contenido​​de​​compuestos​​fenólicos,​​antocianinas​​y​​capacidad​​antioxidante​​total.​​Estos​
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​parámetros​​se​​evaluaron​​al​​inicio​​de​​la​​fermentación,​​a​​las​​16​​horas​​y​​a​​los​​28​​días​​de​

​almacenamiento de las mezclas a 4 ºC.​

​Se​​encontró​​que​​la​​incorporación​​de​​suero​​de​​leche​​al​​jugo​​permite​​incrementar​

​significativamente​​el​​conteo​​de​​BAL​​a​​las​​16​​horas​​a​​37​​ºC,​​lo​​que​​permite​​que​​incluso​

​su​​almacenamiento​​a​​4​​ºC​​durante​​los​​primeros​​28​​días,​​ambos​​consorcios​​mantengan​

​la​ ​estabilidad,​ ​el​ ​color,​ ​el​ ​pH​ ​y​ ​aumente​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​ácido​ ​láctico,​ ​compuestos​

​fenólicos​ ​y​ ​antocianinas,​ ​que​ ​le​ ​proveen​ ​buena​ ​capacidad​ ​antioxidante​ ​total.​ ​Los​

​resultados​ ​anteriores​ ​fueron​ ​comunicados​ ​en​ ​la​ ​revista​ ​“International​ ​Journal​ ​of​

​Molecular Sciences” (2), con acceso abierto.​
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Abstract: Fermenting fruit juices with lactic acid bacteria (LAB) is a sustainable method to enhance
fruit harvests and extend shelf life. This study focused on blackberries, rich in antioxidants with
proven health benefits. In this research, we examined the effects of fermentation (48 h at 37 ◦C) at
28 days on whey-supplemented (WH, 1:1) blackberry juice (BJ) inoculated with two LAB mixtures.
Consortium 1 (BJWH/C1) included Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus
acidilactici, while consortium 2 (BJWH/C2) comprised Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus
rhamnosus. All of the strains were previously isolated from aguamiel, pulque, and fermented milk.
Throughout fermentation and storage, several parameters were evaluated, including pH, lactic
acid production, viscosity, stability, reducing sugars, color, total phenolic content, anthocyanins,
and antioxidant capacity. Both consortia showed a significant increase in LAB count (29–38%) after
16 h. Sample BJWH/C2 demonstrated the best kinetic characteristics, with high regression coefficients
(R2 = 0.97), indicating a strong relationship between lactic acid, pH, and fermentation/storage time.
Despite some fluctuations during storage, the minimum LAB count remained at 9.8 log CFU/mL, and
lactic acid content increased by 95%, with good storage stability. Notably, sample BJWH/C2 increased
the total phenolic content during storage. These findings suggest that adding whey enhances biomass
and preserves physicochemical properties during storage.

Keywords: lactic acid bacteria; fermentation; blackberry juice; whey; antioxidants

1. Introduction

In recent decades, there has been a growing focus on researching and developing
alternative foods and production processes that are viable for human consumption and
beneficial to health [1,2]. Fermentation, an ancient process involving the biotransformation
of fermentable substrates, such as carbohydrates primarily or proteins, through interactions
with bacteria or fungi, has enhanced food’s sensory, storage, and nutritional qualities in
both industrial and home settings. Additionally, fermentation has proven highly effective
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in developing functional foods that contain a wide range of metabolites, including organic
acids, free amino acids, short-chain fatty acids, bioactive peptides [2,3], volatile compounds,
and other substances, that can alter the intestinal microbiota [4]. As a result, many foods
with probiotic, antimicrobial, and antioxidant properties have been developed [5,6].

In fruits, natural and spontaneous fermentation is driven by lactic acid bacteria (LAB),
such as Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Pediococcus spp., Weisella spp., and other au-
tochthonous strains, due to the presence of carbohydrates [7]. On an industrial scale, the
use of LAB, like Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus rhamnosus, Lacticaseibacillus
casei, Lactobacillus gasseri, and Lactobacillus acidophilus, enhances the antioxidative and an-
tibacterial properties of fermented products [8–12] and regulates the levels of secondary
metabolites and final products. Functional foods, particularly red fruits, are also explored
in fermentation due to their low sugar content and high polyphenolic compound concen-
tration [13]. Fermentation with red fruits has shown significant growth of LAB, including
L. plantarum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, and Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides, alongside lactic acid production. However, certain fruits, such as
blackberry, possess notable antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory, and antidiabetic
properties due to their organic acid content and low pH levels, which can inhibit LAB
growth and lactic acid production [14].

On the other hand, whey, a byproduct of milk derivatives, is often considered an
organic residue in the industry. However, it has been shown to enhance nutritional quality
and promote sustainable food production [15]. This is primarily due to its high protein
content, including α-lactalbumin, β-lactoglobulin, immunoglobulins, and lactoferrins [16].
Whey fermentation produces bioactive peptides, exopolysaccharides, organic acids, and
antioxidants [17]. Furthermore, whey has been found to enhance antimicrobial activities
when combined with certain fruits [18]. Research has also indicated that whey protein
can improve glucose levels [19], which may be linked to the stability of phenols and
anthocyanins through molecular interactions between antioxidants and whey proteins [20].
Consequently, incorporating whey protein into a matrix could influence LAB substrates
and the stability of antioxidant and antibacterial properties during storage.

In fermented foods like yogurt, a decline in LAB concentration during storage at 4 ◦C
for up to 28 days has been observed [21]. However, in fermented juices, such as blackberry
juice fermented with Lactobacillus, the phenolic content and antioxidant properties have
shown improvement under similar conditions [22]. Thus, this study aimed to assess the
LAB growth, physicochemical characteristics, and antioxidant capacity of blackberry (Rubus
fruticosus) juice fermented with whey isolated from milk and inoculated with two different
LAB consortia.

2. Results
2.1. Fermentation for 24 and 48 Hours

The lactic acid fermentation experiment involved the controlled inoculation of five
individual LAB strains, previously isolated from aguamiel (L. plantarum and Pediococcus
acidilactici), pulque (Levilactobacillus brevis), and commercial fermented milk (Lacticaseibacil-
lus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus). These strains have demonstrated inhibitory effects
against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Helicobacter pylori [23]. Each strain was
inoculated at a concentration of 9 log CFU/mL into three different fermentation systems:
milk whey (WH), blackberry juice (BJ), and a 1:1 mixture of WH and BJ over a 48-h period
at 37 ◦C (Figure 1A–C).

The results showed that L. brevis exhibited the highest growth in the WH system,
reaching 11.68 ± 0.15 Log 10 CFU/mL at 48 h, followed by L. plantarum, which reached
10.90 ± 0.09 Log 10 CFU/mL at 24 h (Figure 1A). In the BJ system, the strains maintained
their initial LAB counts throughout the fermentation process (Figure 1B). However, all
strains showed significantly increased growth in the mixture of BJ and WH (1:1), averaging
11.94 Log 10 CFU/mL at 24 h (Figure 1C).
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Two fermentation systems were developed from the BJWH mixture to compare the
effects of LAB strains isolated from pulque and aguamiel (L. brevis, L. plantarum, and
P. acidilactici) with those isolated from commercial products (L. rhamnosus and L. casei).
This led to the creation of two consortia: consortium 1 (C1) consisted of L. brevis, L. plan-
tarum, and P. acidilactici, while consortium 2 (C2) included L. casei and L. brevis (C2). C1
and C2 were inoculated into the three fermentation systems (WH, BJ, and BJWH). The
highest growth was observed in both consortia BJWH/C1 and BJWH/C2 at 24 h, with
12.54 ± 0.10 Log 10 CFU/mL and 12.94 ± 0.04 Log 10 CFU/mL, respectively, followed by
the WH/C1 system (Figure 1D).
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Figure 1. Growth of LAB during fermentation at 0, 24 and 48 h. Individual strains: Levilactobacillus
brevis (L. b), Lactiplantibacillus plantarum (L. p), Pediococcus acidilactici (P. a), Lacticaseibacillus rham-
nosus (L. r), and Lacticaseibacillus casei (L. c) were inoculated and fermented in WH (whey protein)
(A), BJ (blackberry juice) (B), and BJWH (blackberry juice + whey protein) (C). WH/C1 (whey protein
inoculated with consortium 1: L. b, L. p and P. a), WH/C2 (whey protein inoculated with consortium
2: L. r and L. c), BJ/C1 (blackberry juice with consortium 1), BJ/C2 (blackberry juice with consortium
2), BJWH/C1 and BJWH/C2 (blackberry juice + whey protein with consortium 1 and 2, respectively)
(D). Values represent three experiments’ mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters
indicate a significant difference (p < 0.05) between the different strains or consortium for each fer-
mentation time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) of each strain or
consortium between their different fermentation times.

2.2. Physicochemical Properties of Fermented Samples

After fermentation, pH, lactic acid content, total soluble solids (◦Brix), and reducing
sugars were measured to assess bacterial growth and the final products of LAB metabolism.
The results of these physicochemical properties during the fermentation process (at 0, 24,
and 48 h) are presented in Table 1.
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Table 1. Physicochemical properties after fermentation in the two consortia of LAB were inoculated in the experimental samples (WH, BJ, and its combination).

Sample
pH % Lactic Acid Total Soluble Solids (◦Brix) Reducing Sugars (g/100 mL)

0 h 24 h 48 h 0 h 24 h 48 h 0 h 24 h 48 h 0 h 24 h 48 h

WH/
C1 5.7 ± 0.00 D,a 4.1 ± 0.00 BC,b 4.0 ± 0.01 E,c 0.02 ± 0.00 F,b 0.07 ± 0.01 G,a 0.07 ± 0.00 FG,a 0.9 ± 0.06 D,a 0.6 ± 0 F,b 0.4 ± 0.00 G,c Nd Nd Nd
C2 5.9 ± 0.01 BC,a 3.8 ± 0.03 C,b 3.8 ± 0.04 F,b 0.02 ± 0.00 F,b 0.05 ± 0.00 GH,a 0.06 ± 0.00 G,a 0.8 ± 0.06 D,a 0.4 ± 0 G,b 0.0 ± 0.00 H,c Nd Nd Nd
C- 5.7 ± 0.01 D,a 5.7 ± 0.00 A,b 5.7 ± 0.03 B,b 0.02 ± 0.00 F,b 0.03 ± 0.00 H,a 0.03 ± 0.00 G,ab 1.0 ± 0.00 D 1.0 ±0.00 E 1.0 ±0.00 F Nd Nd Nd

BJ/
C1 5.9 ± 0.02 C,a 3.6 ± 0.20 C,b 3.6 ± 0.04 H,b 0.4 ± 0.00 A,c 1.5 ± 0.02 A,a 2.3 ± 0.02 A,b 10 ± 0.06 A,a 9.07 ± 0.1 B,b 8.9 ± 0.06 C,b 9.5 ± 0.00 A,a 7.9 ± 0.10 B,c 8.4 ± 0.08 B,b

C2 6.1 ± 0.04 A,a 4.7 ± 0.02 B,b 4.05 ± 0.00 D,c 0.3 ± 0.00 B,c 0.7 ± 0.01 D,b 1.4 ± 0.01 B,a 9.6 ± 0.30 AB,a 9.9 ± 0.1 A,a 9.5 ± 0.00 B,a 8.3 ± 0.08 C,a 6.1 ± 0.10 C,c 6.5 ± 0.03 C,b

C- 5.9 ± 0.01 B,a 5.8 ± 0.03 A,b 5.6 ± 0.00 C,c 0.3 ± 0.01 B,b 0.3 ± 0.00 E,b 0.4 ± 0.01 E,a 9.3 ± 0.20 B,b 10 ± 0.06 A,a 10 ± 0.00 A,a 8.9 ± 0.07 B,a 8.6 ± 0.10 A,b 9.03 ± 0.17 A,a

BJWH/
C1 5.4 ± 0.00 F,a 3.7 ± 0.01 C,b 3.5 ± 0.01 I,c 0.2 ± 0.00 C,c 0.9 ± 0.05 B,b 1.2 ± 0.01 C,a 6.0 ± 0.00 C 5.0 ± 0.00D 5.0 ± 0.00 E 3.5 ± 0.01 E,a 2.6 ± 0.00 D,b 1.8 ± 0.00 F,c

C2 5.6 ± 0.01 E,a 3.8 ± 0.01 C,b 3.7 ± 0.00 G,c 0.2 ± 0.00 D,c 0.8 ± 0.01 C,b 0.9 ± 0.05 D,a 6.0 ± 0.00 C 5.0 ± 0.00 D 5.0 ± 0.00 E 3.5 ± 0.02 E,a 2.5 ± 0.03 D,c 2.7 ± 0.00 E,b

C- 5.6 ± 0.01 E,a 5.8 ± 0.60 A,a 5.8 ± 0.00 A,a 0.1 ± 0.00 E,a 0.1 ± 0.00 F,a 0.13 ± 0.01 F,a 6.0 ± 0.00 C 6.0 ± 0.00 C 6.0 ± 0.00 D 3.6 ± 0.03 D,a 2.6 ± 0.03 D.c 3.4 ± 0.04 D,b

BJ: blackberry juice; BJWH: blackberry juice + whey protein; WH: whey protein; C1: Consortium 1 of Levilactobacillis brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici,
C2: Consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus; C-: Consortium without LAB inoculum; Nd: not detectable. Values represent the mean ± standard deviation of
three experiments (n = 3). Different capital letters indicate a significant difference (p < 0.05) between the different strains or consortium for each fermentation time. Different lowercase
letters indicate a significant difference (p < 0.05) of each strain or consortium between their different fermentation times.
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Initially, the BJWH system had the lowest pH values, ranging from 5.4 to 5.6. After
24 h, the WH/C2, BJ/C1, BJWH/C1, and BJWH/C2 systems exhibited significantly lower
pH values. By 48 h, the pH values remained lower in the BJ/C1, BJWH/C1, and BJWH/C2
systems. The lactic acid percentage increased notably in the BJ/C1 system, followed by
BJWH/C1 and BJWH/C2, while the WH/C1 and WH/C2 systems showed no significant
changes at 24 and 48 h. This increase in lactic acid was associated with a decrease in
total soluble solids by one unit at 24 and 48 h for the BJWH/C1 and BJWH/C2 systems.
Additionally, reducing sugars were initially lower in the BJWH systems and decreased
most significantly in the BJWH/C1 system by 48 h (Table 1).

2.3. Physicochemical Properties during Storage

The endpoint of fermentation was assessed by measuring CFU at intervals 0, 4, 8, 16, 20,
24, 28, 32, and 48 h of incubation at 37 ◦C for BJWH/C1 and BJWH/C2. Figure 2A shows LAB
growth, with BJWH/C1 exhibiting a notable increase from 16 h (13.34 ± 0.14 Log 10 CFU/mL)
to 28 h (13.85 ± 0.21 Log 10 CFU/mL). However, a decrease in the LAB count was observed at
20 h for both BJWH/C1 and BJWH/C2, followed by variable behavior in subsequent hours,
finally resulting in a lower average count (10.27 Log 10 CFU/mL) at 48 h. Consequently, storage
analysis was initiated after 16 h of fermentation of the BJWH/C1 and BJWH/C2 samples.
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Figure 2. LAB growth during (A) fermentation of 48 h and (B) storage days after 16 h of fermentation
of BJWH/C1 and BJWH/C2 (blackberry juice + whey protein with consortium 1 and 2, respec-
tively). The sample contains C1: Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus
acidilactici and C2: Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus. Values in each point rep-
resent three experiments’ mean ± standard deviation (n = 3). Different black (BJWH/C1) and blue
(BJWH/C2) lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) in different fermentation and
storage times.

Fermented samples were stored at 4 ◦C, and LAB counts were assessed on storage days
3, 7, 14, 21, and 28. While growth patterns varied among samples, BJWH/C1 consistently
exhibited higher LAB counts, averaging 11.29 Log 10 CFU/mL on days 3, 7, 14, and 28.
Notably, BJWH/C2 showed an increase in LAB count on day 14, followed by a significant
decline by day 28 (see Figure 2B).

Kinetic parameters were calculated to determine significant differences between fer-
mentations (see Table 2). BJWH/C2 exhibited more favorable parameters, including a
longer generation time than BJWH/C1 (4.20 ± 0.60). However, the fermentation rate (µ)
was faster in BJWH/C1, while BJWH/C2 demonstrated a better affinity, as indicated by its
constant (k). These observations suggest a higher cellular density in BJWH/C2, particularly
in systems containing L. casei and L. rhamnosus.
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Table 2. Kinetic parameters at the time of fermentation (16 h) of blackberry juice supplemented with whey.

Fermentation System
Parameter Value

A (Log 10 CFU/mL) µ (h−1) g k (g/h)

BJWH/C1 5.39 ± 0.13 0.33 ± 0.00 2.05 ± 0.05 0.48 ± 0.01

BJWH/C2 2.67 ± 0.36 * 0.16 ± 0.02 * 4.20 ± 0.60 * 0.24 ± 0.03 *

Blackberry juice + whey protein inoculated with consortium 1 (Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum,
and Pediococcus acidilactici, BJWH/C1), consortium 2 (Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus,
BJWH/C2) and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). A: increase in cell density; µ: Grow rate;
g: Generation time; k: Growth rate constant. Values represent three experiments’ mean ± standard deviation
(n = 3). * Indicates significant differences between the samples.

The percentages of lactic acid and pH values were measured from the start of fermen-
tation to the end of the storage (day 28, Figure 3). Lactic acid production rose after 4 h
of fermentation for BJWH/C1 (0.12%) and BJWH/C2 (0.16%). The highest levels of lactic
acid were observed in the BJWH/C2 group during the final 14 days of storage (Figure 3A).
Additionally, while the initial pH averaged 5.6 throughout fermentation, it decreased sig-
nificantly in the BJWH/C2 system during fermentation and storage. BJWH/C1 showed
a substantial reduction in pH within the first eight hours of fermentation but remained
relatively stable from 12 h onwards through the storage period (Figure 3B).
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4C), with similar trends extending up to 21 days of storage for BJWH/C1 (Figure 4B). Most 

Figure 3. Lactic acid (A) and pH (B) values across the time of fermentation (16 h) and
the time of storage (28 days) in Blackberry juice + whey protein inoculated with consortium
1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1),
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2) and the negative
control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent three experiments, mean ± standard
deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the various
strains or consortiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a
significant difference (p < 0.05) of each strain or consortium between their different fermentation and
storage times.

Regression analysis was used to determine the correlation coefficients for lactic acid
(Figure 4) and pH (Figure 5) with fermentation and storage time. Data for each factor
were modeled with a third-degree polynomial curve. Lactic acid levels increased continu-
ously up to 12 h of fermentation for BJWH/C1 (Figure 4A) and up to 16 h for BJWH/C2
(Figure 4C), with similar trends extending up to 21 days of storage for BJWH/C1 (Figure 4B).
Most curves exhibited an R2 value greater than 0.97, except for lactic acid production in
BJWH/C2 during storage (Figure 4D), which had an R2 of 0.80. pH levels decreased with
extended fermentation or storage time, reflecting their relationship with lactic acid produc-
tion (Figure 5). This analysis highlights a strong connection between lactic acid and pH,
significantly influenced by time.
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Figure 4. Non-linear regression analysis lactic acid values across the time of fermentation (16 h)
and the time of storage (28 days) in blackberry juice + whey protein inoculated with consortium
1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1) (A,B),
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2) (C,D).

The total soluble solids were one ◦Brix lower in the LAB-inoculated systems (BJWH/C1
and BJWH/C2) than controls after the 8 h of fermentation and remained at 5 ◦Brix through-
out storage. Reducing sugars decreased in BJWH/C1 and BJWH/C2 during fermentation
and storage, with a more pronounced reduction in BJWH/C2. Overall, reducing sugars
levels were significantly lower in BJWH/C1 and BJWH/C2 throughout fermentation and
storage compared to the negative control, BJWH/C- (Table 3).
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Figure 5. Non-linear regression analysis pH values across the time of fermentation (16 h)
and the time of storage (28 days) in blackberry juice + whey protein inoculated with consor-
tium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1)
(A,B), consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2) (C,D).

The acceptability of beverages is influenced by their physical stability, viscosity, and
color. Table 4 shows the stability (nonprecipitated solids) and viscosity (centipoise) values
at the start and end of fermentation (16 h) and during storage. At the end of fermentation
and throughout, BJWH inoculated with LAB exhibited greater stability than the negative
control, with a mean difference of 35% compared to BJWH/C-. The stability remained
consistent for both LAB-inoculated consortia during storage. Regarding viscosity, LAB-
inoculated systems (BJWH/C1 and BJWH/C2) significantly decreased in cP values after
fermentation, maintaining lower viscosity levels than the negative control throughout
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storage. There was no significant difference in viscosity between BJWH/C1 and BJWH/C2
(Table 4).

Table 3. Total soluble solids and reducing sugars at the time of fermentation (0–16 h) and storage
(3–28 days) of blackberry juice supplemented with whey.

Time
Total Soluble Solids (◦Brix) 1 Reducing Sugars (g/100 mL)

BJWH/C1 BJWH/C2 BJWH/C- BJWH/C1 BJWH/C2 BJWH/C-

0 h 6 6 6 3.4 ± 0.20 AB,a 2.9 ± 0.10 B,a 3.5 ± 0.20 A,bcd

4 h 6 6 6 2.1 ± 0.20 B,d 2.6 ± 0.10 C,ab 3.7 ± 0.40 A,bcd

8 h 5 5 6 2.6 ± 0.04 B,b 2.1 ± 0.30 B,c 3.3 ± 0.20 A,cd

12 h 5 5 6 2.2 ± 0.01 B,cd 2.2 ± 0.03 B,c 3.2 ± 0.02 A,d

16 h 5 5 6 2.1 ± 0.06 B,d 2.1 ± 0.08 B,c 3.4 ± 0.10 A,bcd

Day 3 5 5 6 2.5 ± 0.10 B,bc 2.0 ± 0.10 C,c 3.7 ± 0.07 A,abd

Day 7 5 5 6 2.2 ± 0.60 B,bcd 2.2 ± 0.04 B,c 3.4 ± 0.01 A,bcd

Day 14 5 5 6 2.1 ± 0.01 C,d 2.45 ± 0.06 B,bc 3.4 ± 0.06 A,bcd

Day 21 5 5 6 2.4 ± 0.08 B,bcd 2.1 ± 0.08 C,c 3.9 ± 0.05 A,a

Day 28 5 5 6 2.5 ± 0.10 B,bc 2.2 ± 0.03 B,bc 3.7 ± 0.10 A,ab

Blackberry juice + whey protein inoculated with consortium 1 (Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum,
and Pediococcus acidilactici, BJWH/C1), consortium 2 (Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus,
BJWH/C2) and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent three experiments’
mean ± standard deviation (n = 3); 1 In these experiments, the SD was zero. Different capital letters indicate
significant differences (p < 0.05) between the various strains or consortium for each fermentation time (0–48 h
and 3–28 days). Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) of each strain or consortium
between their different fermentation and storage times.

Table 4. Stability and viscosity at the time of fermentation (0–16 h) and storage (3–28 days) of
blackberry juice with whey.

Time
Stability (%) Viscosity (cP)

BJWH/C1 BJWH/C2 BJWH/C- BJWH/C1 BJWH/C2 BJWH/C-

0 h 73.7 ± 0.6 B,b 76.3 ± 0.5 A,c 71.3 ± 0.5 C,ab 64 ± 0.8 A,a 51.2 ± 0.01 B,a 63.7 ± 0.9 A,ab

16 h 84.6 ± 0.5 B,a 87.7 ± 0.5 A,a 73 ± 1 C,a 27.5 ± 1.7 B,b 24.9 ± 0.4 B,b 50.4 ± 1.5 A,c

Day 3 85.3 ± 0.5 A,a 86.6 ± 0.5 B,ab 67.4 ± 0.5 C,cd 22.4 ± 2.2 B,b 23.7 ± 2.5 B,b 57.6 ± 1.9 A,bc

Day 7 85.6 ± 0.5 A,a 85 ± 1 A,b 69.6 ± 0.5 B,bc 26.6 ± 5.2 B,b 23.3 ± 3 B,b 59.6 ± 2.6 A,ab

Day 14 85 ± 0.1 B,a 87 ± 0.07 A,ab 67.3 ± 0.5 C,d 29.7 ± 0.8 B,b 24.1 ± 2.1 B,b 62.5 ± 2.9 A,ab

Day 21 84.7 ± 1.1 A,a 86.4 ± 0.5 A,ab 66.5 ± 1.3 B,d 28.2 ± 0.6 B,b 25.1 ± 2.4 B,b 67.5 ± 5.9 A,ab

Day 28 86.3 ± 0.5 A,a 86 ± 1.7 A,ab 69.7 ± 0.6 B,b 27.8 ± 1 B,b 25.9 ± 0.3 B,b 70.5 ± 0.7 A,a

Blackberry juice + whey protein inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum,
and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus
(BJWH/C2) and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent three experiments
with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05)
between the different strains or consortiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters
indicate a significant difference (p < 0.05) of each strain or consortium between their different fermentation and
storage times.

Regarding the colorimetric characteristics, the L parameter (luminosity) varied among
samples with the LAB inoculum but remained consistent after fermentation and throughout
storage (Table 5). The predominant color was red, indicated by increasing a* values post-
fermentation, with higher values observed in BJWH/C2 samples during storage. The
b* parameter, initially negative in LAB-inoculated samples (BJWH/C1 and BJWH/C2),
indicating a blue hue, shifted to positive values in BJWH/C- during storage, reflecting a
change to more yellow tones.
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Table 5. Colorimetric characteristics of blackberry juice supplemented with whey and two consortia at the time of fermentation (16 h) and time of storage (28 days).

Parameter Sample Fermentation Storage
0 h 16 h Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28

L
BJWH/C1 33.6 ± 0.50 B,b 35.3 ± 0.40 A,a 36.1 ± 0.40 A,a 35.6 ± 0.20 A,a 34.8 ± 1.20 A,ab 35.2 ± 0.30 A,ab 35.7 ± 0.20 A,a

BJWH/C2 35.4 ± 0.40 A,a 34.9 ± 0.60 A,a 36.3 ± 0.60 A,a 36.0 ± 0.10 A,a 35.6 ± 0.50 A,a 36.0 ± 0.10 A,a 35.4 ± 0.80 A,a

BJWH/C- 34.5 ± 0.40 AB,a 33.5 ± 0.08 B,a 34.6 ± 0.60 B,a 34.4 ± 0.50 B,a 34.3 ± 0.50 A,a 34.0 ± 0.50 B,a 34.6 ± 10 A,a

a*
BJWH/C1 1.3 ± 0.10 B,b 7.8 ± 0.10 A,a 8.3 ± 0.20 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.20 B,a 8.1 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a

BJWH/C2 2.5 ± 0.30 A,d 8.1 ± 0.60 A,c 9.5 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.70 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 9.9 ± 0.03 A,ab

BJWH/C- 1.5 ± 0.20 B,a 1.3 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.10 C,a 1.1 ± 0.02 C,a 1.2 ± 0.04 C,a

b*
BJWH/C1 −0.8 ± 0.06 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.20 C,a −1.0 ± 0.07 C,a −1.0 ± 0.06 C,a

BJWH/C2 −1.4 ± 0.02 C,c −0.8 ± 0.10 B,bc −1.0 ± 0.10 B,bc −0.7 ± 0.10 AB,ab −0.5 ± 0.03 B,ab −0.4 ± 0.10 B,a −0.5 ± 0.07 B,ab

BJWH/C- −0.6 ± 0.06 A,c −0.1 ± 0.01 A,bc −0.1 ± 0.30 A,abc −0.1 ± 0.01 A,abc 0.04 ± 0.20 A,abc 0.3 ± 0.06 A,ab 0.3 ± 0.06 A,a

Chroma
BJWH/C1 1.7 ± 0.20 B,b 7.9 ± 0.10 B,a 8.4 ± 0.30 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.1 B,a 8.2 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a

BJWH/C2 2.8 ± 0.20 A,d 8.2 ± 0.60 A,c 9.6 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.7 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 10 ± 0.03 A,abc

BJWH/C- 1.7 ± 0.10 B,a 1.4 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.1 C,a 1.1 ± 0.01 C,a 1.2 ± 0.05 C,a

Hue
BJWH/C1 −27.4 ± 2.20 A,b −8.5 ± 0.70 A,a −9.2 ± 0.70 A,a −8.5 ± 0.40 A,a −7.5 ± 1.40 A,a −7.3 ± 0.10 B,a −6.7 ± 0.30 C,a

BJWH/C2 −26.3 ± 1.80 A,b −6.1 ± 0.60 A,a −5.7 ± 0.60 A,a −4.7 ± 0.90 A,a −2.7 ± 0.20 A,a −2.2 ± 0.60 B,a −3.2 ± 0.40 B,a

BJWH/C- −20.7 ± 0.30 A,c −7.4 ± 1.80 A,cd −3.2 ± 0.20 A,abc −7.3 ± 0.90 A,c 1.9 ± 0.10 A,abc 15.3 ± 2.60 A,ab 17 ± 1.60 A,a

Sistema color

BJWH/C1
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BJWH/C1 −0.8 ± 0.06 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.20 C,a −1.0 ± 0.07 C,a −1.0 ± 0.06 C,a 
BJWH/C2 −1.4 ± 0.02 C,c −0.8 ± 0.10 B,bc −1.0 ± 0.10 B,bc −0.7 ± 0.10 AB,ab −0.5 ± 0.03 B,ab −0.4 ± 0.10 B,a −0.5 ± 0.07 B,ab 

BJWH/C- −0.6 ± 0.06 A,c −0.1 ± 0.01 A,bc −0.1 ± 0.30 A,abc −0.1 ± 0.01 A,abc 0.04 ± 0.20 A,abc 0.3 ± 0.06 A,ab 0.3 ± 0.06 A,a 

Chroma 
BJWH/C1 1.7 ± 0.20 B,b 7.9 ± 0.10 B,a 8.4 ± 0.30 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.1 B,a 8.2 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a 
BJWH/C2 2.8 ± 0.20 A,d 8.2 ± 0.60 A,c 9.6 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.7 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 10 ± 0.03 A,abc 

BJWH/C- 1.7 ± 0.10 B,a 1.4 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.1 C,a 1.1 ± 0.01 C,a 1.2 ± 0.05 C,a 

Hue 
BJWH/C1 −27.4 ± 2.20 A,b −8.5 ± 0.70 A,a −9.2 ± 0.70 A,a −8.5 ± 0.40 A,a −7.5 ± 1.40 A,a −7.3 ± 0.10 B,a −6.7 ± 0.30 C,a 

BJWH/C2 −26.3 ± 1.80 A,b −6.1 ± 0.60 A,a −5.7 ± 0.60 A,a −4.7 ± 0.90 A,a −2.7 ± 0.20 A,a −2.2 ± 0.60 B,a −3.2 ± 0.40 B,a 

BJWH/C- −20.7 ± 0.30 A,c −7.4 ± 1.80 A,cd −3.2 ± 0.20 A,abc −7.3 ± 0.90 A,c 1.9 ± 0.10 A,abc 15.3 ± 2.60 A,ab 17 ± 1.60 A,a 

Sistema color 

BJWH/C1 

       

BJWH/C2 

       

BJWH/C- 

       
L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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BJWH/C- 1.7 ± 0.10 B,a 1.4 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.1 C,a 1.1 ± 0.01 C,a 1.2 ± 0.05 C,a 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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BJWH/C- 1.7 ± 0.10 B,a 1.4 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.1 C,a 1.1 ± 0.01 C,a 1.2 ± 0.05 C,a 

Hue 
BJWH/C1 −27.4 ± 2.20 A,b −8.5 ± 0.70 A,a −9.2 ± 0.70 A,a −8.5 ± 0.40 A,a −7.5 ± 1.40 A,a −7.3 ± 0.10 B,a −6.7 ± 0.30 C,a 
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BJWH/C- −20.7 ± 0.30 A,c −7.4 ± 1.80 A,cd −3.2 ± 0.20 A,abc −7.3 ± 0.90 A,c 1.9 ± 0.10 A,abc 15.3 ± 2.60 A,ab 17 ± 1.60 A,a 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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0 h 16 h Day 3 Day 7 Day 14 Day 21 Day 28 

L 
BJWH/C1 33.6 ± 0.50 B,b 35.3 ± 0.40 A,a 36.1 ± 0.40 A,a 35.6 ± 0.20 A,a 34.8 ± 1.20 A,ab 35.2 ± 0.30 A,ab 35.7 ± 0.20 A,a 

BJWH/C2 35.4 ± 0.40 A,a 34.9 ± 0.60 A,a 36.3 ± 0.60 A,a 36.0 ± 0.10 A,a 35.6 ± 0.50 A,a 36.0 ± 0.10 A,a 35.4 ± 0.80 A,a 

BJWH/C- 34.5 ± 0.40 AB,a 33.5 ± 0.08 B,a 34.6 ± 0.60 B,a 34.4 ± 0.50 B,a 34.3 ± 0.50 A,a 34.0 ± 0.50 B,a 34.6 ± 10 A,a 

a* 
BJWH/C1 1.3 ± 0.10 B,b 7.8 ± 0.10 A,a 8.3 ± 0.20 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.20 B,a 8.1 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a 

BJWH/C2 2.5 ± 0.30 A,d 8.1 ± 0.60 A,c 9.5 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.70 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 9.9 ± 0.03 A,ab 

BJWH/C- 1.5 ± 0.20 B,a 1.3 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.10 C,a 1.1 ± 0.02 C,a 1.2 ± 0.04 C,a 

b* 
BJWH/C1 −0.8 ± 0.06 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.20 C,a −1.0 ± 0.07 C,a −1.0 ± 0.06 C,a 
BJWH/C2 −1.4 ± 0.02 C,c −0.8 ± 0.10 B,bc −1.0 ± 0.10 B,bc −0.7 ± 0.10 AB,ab −0.5 ± 0.03 B,ab −0.4 ± 0.10 B,a −0.5 ± 0.07 B,ab 

BJWH/C- −0.6 ± 0.06 A,c −0.1 ± 0.01 A,bc −0.1 ± 0.30 A,abc −0.1 ± 0.01 A,abc 0.04 ± 0.20 A,abc 0.3 ± 0.06 A,ab 0.3 ± 0.06 A,a 

Chroma 
BJWH/C1 1.7 ± 0.20 B,b 7.9 ± 0.10 B,a 8.4 ± 0.30 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.1 B,a 8.2 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a 
BJWH/C2 2.8 ± 0.20 A,d 8.2 ± 0.60 A,c 9.6 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.7 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 10 ± 0.03 A,abc 

BJWH/C- 1.7 ± 0.10 B,a 1.4 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.1 C,a 1.1 ± 0.01 C,a 1.2 ± 0.05 C,a 

Hue 
BJWH/C1 −27.4 ± 2.20 A,b −8.5 ± 0.70 A,a −9.2 ± 0.70 A,a −8.5 ± 0.40 A,a −7.5 ± 1.40 A,a −7.3 ± 0.10 B,a −6.7 ± 0.30 C,a 

BJWH/C2 −26.3 ± 1.80 A,b −6.1 ± 0.60 A,a −5.7 ± 0.60 A,a −4.7 ± 0.90 A,a −2.7 ± 0.20 A,a −2.2 ± 0.60 B,a −3.2 ± 0.40 B,a 

BJWH/C- −20.7 ± 0.30 A,c −7.4 ± 1.80 A,cd −3.2 ± 0.20 A,abc −7.3 ± 0.90 A,c 1.9 ± 0.10 A,abc 15.3 ± 2.60 A,ab 17 ± 1.60 A,a 

Sistema color 

BJWH/C1 

       

BJWH/C2 

       

BJWH/C- 

       
L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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BJWH/C- 1.5 ± 0.20 B,a 1.3 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.10 C,a 1.1 ± 0.02 C,a 1.2 ± 0.04 C,a 

b* 
BJWH/C1 −0.8 ± 0.06 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.20 C,a −1.0 ± 0.07 C,a −1.0 ± 0.06 C,a 
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BJWH/C2 2.8 ± 0.20 A,d 8.2 ± 0.60 A,c 9.6 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.7 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 10 ± 0.03 A,abc 

BJWH/C- 1.7 ± 0.10 B,a 1.4 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.1 C,a 1.1 ± 0.01 C,a 1.2 ± 0.05 C,a 

Hue 
BJWH/C1 −27.4 ± 2.20 A,b −8.5 ± 0.70 A,a −9.2 ± 0.70 A,a −8.5 ± 0.40 A,a −7.5 ± 1.40 A,a −7.3 ± 0.10 B,a −6.7 ± 0.30 C,a 

BJWH/C2 −26.3 ± 1.80 A,b −6.1 ± 0.60 A,a −5.7 ± 0.60 A,a −4.7 ± 0.90 A,a −2.7 ± 0.20 A,a −2.2 ± 0.60 B,a −3.2 ± 0.40 B,a 

BJWH/C- −20.7 ± 0.30 A,c −7.4 ± 1.80 A,cd −3.2 ± 0.20 A,abc −7.3 ± 0.90 A,c 1.9 ± 0.10 A,abc 15.3 ± 2.60 A,ab 17 ± 1.60 A,a 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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BJWH/C1 33.6 ± 0.50 B,b 35.3 ± 0.40 A,a 36.1 ± 0.40 A,a 35.6 ± 0.20 A,a 34.8 ± 1.20 A,ab 35.2 ± 0.30 A,ab 35.7 ± 0.20 A,a 

BJWH/C2 35.4 ± 0.40 A,a 34.9 ± 0.60 A,a 36.3 ± 0.60 A,a 36.0 ± 0.10 A,a 35.6 ± 0.50 A,a 36.0 ± 0.10 A,a 35.4 ± 0.80 A,a 

BJWH/C- 34.5 ± 0.40 AB,a 33.5 ± 0.08 B,a 34.6 ± 0.60 B,a 34.4 ± 0.50 B,a 34.3 ± 0.50 A,a 34.0 ± 0.50 B,a 34.6 ± 10 A,a 

a* 
BJWH/C1 1.3 ± 0.10 B,b 7.8 ± 0.10 A,a 8.3 ± 0.20 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.20 B,a 8.1 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a 

BJWH/C2 2.5 ± 0.30 A,d 8.1 ± 0.60 A,c 9.5 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.70 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 9.9 ± 0.03 A,ab 

BJWH/C- 1.5 ± 0.20 B,a 1.3 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.10 C,a 1.1 ± 0.02 C,a 1.2 ± 0.04 C,a 

b* 
BJWH/C1 −0.8 ± 0.06 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.20 C,a −1.0 ± 0.07 C,a −1.0 ± 0.06 C,a 
BJWH/C2 −1.4 ± 0.02 C,c −0.8 ± 0.10 B,bc −1.0 ± 0.10 B,bc −0.7 ± 0.10 AB,ab −0.5 ± 0.03 B,ab −0.4 ± 0.10 B,a −0.5 ± 0.07 B,ab 

BJWH/C- −0.6 ± 0.06 A,c −0.1 ± 0.01 A,bc −0.1 ± 0.30 A,abc −0.1 ± 0.01 A,abc 0.04 ± 0.20 A,abc 0.3 ± 0.06 A,ab 0.3 ± 0.06 A,a 

Chroma 
BJWH/C1 1.7 ± 0.20 B,b 7.9 ± 0.10 B,a 8.4 ± 0.30 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.1 B,a 8.2 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a 
BJWH/C2 2.8 ± 0.20 A,d 8.2 ± 0.60 A,c 9.6 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.7 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 10 ± 0.03 A,abc 

BJWH/C- 1.7 ± 0.10 B,a 1.4 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.1 C,a 1.1 ± 0.01 C,a 1.2 ± 0.05 C,a 

Hue 
BJWH/C1 −27.4 ± 2.20 A,b −8.5 ± 0.70 A,a −9.2 ± 0.70 A,a −8.5 ± 0.40 A,a −7.5 ± 1.40 A,a −7.3 ± 0.10 B,a −6.7 ± 0.30 C,a 

BJWH/C2 −26.3 ± 1.80 A,b −6.1 ± 0.60 A,a −5.7 ± 0.60 A,a −4.7 ± 0.90 A,a −2.7 ± 0.20 A,a −2.2 ± 0.60 B,a −3.2 ± 0.40 B,a 

BJWH/C- −20.7 ± 0.30 A,c −7.4 ± 1.80 A,cd −3.2 ± 0.20 A,abc −7.3 ± 0.90 A,c 1.9 ± 0.10 A,abc 15.3 ± 2.60 A,ab 17 ± 1.60 A,a 

Sistema color 

BJWH/C1 

       

BJWH/C2 

       

BJWH/C- 

       
L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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BJWH/C- 34.5 ± 0.40 AB,a 33.5 ± 0.08 B,a 34.6 ± 0.60 B,a 34.4 ± 0.50 B,a 34.3 ± 0.50 A,a 34.0 ± 0.50 B,a 34.6 ± 10 A,a 
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BJWH/C- 1.5 ± 0.20 B,a 1.3 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.10 C,a 1.1 ± 0.02 C,a 1.2 ± 0.04 C,a 

b* 
BJWH/C1 −0.8 ± 0.06 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.20 C,a −1.0 ± 0.07 C,a −1.0 ± 0.06 C,a 
BJWH/C2 −1.4 ± 0.02 C,c −0.8 ± 0.10 B,bc −1.0 ± 0.10 B,bc −0.7 ± 0.10 AB,ab −0.5 ± 0.03 B,ab −0.4 ± 0.10 B,a −0.5 ± 0.07 B,ab 
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BJWH/C1 1.7 ± 0.20 B,b 7.9 ± 0.10 B,a 8.4 ± 0.30 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.1 B,a 8.2 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a 
BJWH/C2 2.8 ± 0.20 A,d 8.2 ± 0.60 A,c 9.6 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.7 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 10 ± 0.03 A,abc 

BJWH/C- 1.7 ± 0.10 B,a 1.4 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.1 C,a 1.1 ± 0.01 C,a 1.2 ± 0.05 C,a 

Hue 
BJWH/C1 −27.4 ± 2.20 A,b −8.5 ± 0.70 A,a −9.2 ± 0.70 A,a −8.5 ± 0.40 A,a −7.5 ± 1.40 A,a −7.3 ± 0.10 B,a −6.7 ± 0.30 C,a 

BJWH/C2 −26.3 ± 1.80 A,b −6.1 ± 0.60 A,a −5.7 ± 0.60 A,a −4.7 ± 0.90 A,a −2.7 ± 0.20 A,a −2.2 ± 0.60 B,a −3.2 ± 0.40 B,a 

BJWH/C- −20.7 ± 0.30 A,c −7.4 ± 1.80 A,cd −3.2 ± 0.20 A,abc −7.3 ± 0.90 A,c 1.9 ± 0.10 A,abc 15.3 ± 2.60 A,ab 17 ± 1.60 A,a 

Sistema color 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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BJWH/C- 1.5 ± 0.20 B,a 1.3 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.10 C,a 1.1 ± 0.02 C,a 1.2 ± 0.04 C,a 

b* 
BJWH/C1 −0.8 ± 0.06 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.20 C,a −1.0 ± 0.07 C,a −1.0 ± 0.06 C,a 
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BJWH/C1 −27.4 ± 2.20 A,b −8.5 ± 0.70 A,a −9.2 ± 0.70 A,a −8.5 ± 0.40 A,a −7.5 ± 1.40 A,a −7.3 ± 0.10 B,a −6.7 ± 0.30 C,a 

BJWH/C2 −26.3 ± 1.80 A,b −6.1 ± 0.60 A,a −5.7 ± 0.60 A,a −4.7 ± 0.90 A,a −2.7 ± 0.20 A,a −2.2 ± 0.60 B,a −3.2 ± 0.40 B,a 

BJWH/C- −20.7 ± 0.30 A,c −7.4 ± 1.80 A,cd −3.2 ± 0.20 A,abc −7.3 ± 0.90 A,c 1.9 ± 0.10 A,abc 15.3 ± 2.60 A,ab 17 ± 1.60 A,a 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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BJWH/C- 34.5 ± 0.40 AB,a 33.5 ± 0.08 B,a 34.6 ± 0.60 B,a 34.4 ± 0.50 B,a 34.3 ± 0.50 A,a 34.0 ± 0.50 B,a 34.6 ± 10 A,a 

a* 
BJWH/C1 1.3 ± 0.10 B,b 7.8 ± 0.10 A,a 8.3 ± 0.20 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.20 B,a 8.1 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a 

BJWH/C2 2.5 ± 0.30 A,d 8.1 ± 0.60 A,c 9.5 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.70 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 9.9 ± 0.03 A,ab 

BJWH/C- 1.5 ± 0.20 B,a 1.3 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.10 C,a 1.1 ± 0.02 C,a 1.2 ± 0.04 C,a 

b* 
BJWH/C1 −0.8 ± 0.06 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.3 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.10 B,a −1.2 ± 0.20 C,a −1.0 ± 0.07 C,a −1.0 ± 0.06 C,a 
BJWH/C2 −1.4 ± 0.02 C,c −0.8 ± 0.10 B,bc −1.0 ± 0.10 B,bc −0.7 ± 0.10 AB,ab −0.5 ± 0.03 B,ab −0.4 ± 0.10 B,a −0.5 ± 0.07 B,ab 

BJWH/C- −0.6 ± 0.06 A,c −0.1 ± 0.01 A,bc −0.1 ± 0.30 A,abc −0.1 ± 0.01 A,abc 0.04 ± 0.20 A,abc 0.3 ± 0.06 A,ab 0.3 ± 0.06 A,a 

Chroma 
BJWH/C1 1.7 ± 0.20 B,b 7.9 ± 0.10 B,a 8.4 ± 0.30 B,a 7.9 ± 0.30 B,a 8.4 ± 0.1 B,a 8.2 ± 0.40 B,a 8.2 ± 0.10 B,a 
BJWH/C2 2.8 ± 0.20 A,d 8.2 ± 0.60 A,c 9.6 ± 0.50 A,abc 9.1 ± 0.10 A,bc 10 ± 0.7 A,ab 10.5 ± 0.10 A,a 10 ± 0.03 A,abc 

BJWH/C- 1.7 ± 0.10 B,a 1.4 ± 0.30 B,a 1.7 ± 0.30 C,a 1.2 ± 0.03 C,a 1.4 ± 0.1 C,a 1.1 ± 0.01 C,a 1.2 ± 0.05 C,a 

Hue 
BJWH/C1 −27.4 ± 2.20 A,b −8.5 ± 0.70 A,a −9.2 ± 0.70 A,a −8.5 ± 0.40 A,a −7.5 ± 1.40 A,a −7.3 ± 0.10 B,a −6.7 ± 0.30 C,a 

BJWH/C2 −26.3 ± 1.80 A,b −6.1 ± 0.60 A,a −5.7 ± 0.60 A,a −4.7 ± 0.90 A,a −2.7 ± 0.20 A,a −2.2 ± 0.60 B,a −3.2 ± 0.40 B,a 

BJWH/C- −20.7 ± 0.30 A,c −7.4 ± 1.80 A,cd −3.2 ± 0.20 A,abc −7.3 ± 0.90 A,c 1.9 ± 0.10 A,abc 15.3 ± 2.60 A,ab 17 ± 1.60 A,a 

Sistema color 

BJWH/C1 

       

BJWH/C2 

       

BJWH/C- 

       
L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticaseibacillus rhamnosus (BJWH/C2), and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values represent 
three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate significant differences (p < 0.05) between the different strains or consor-
tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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L: luminosity. Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), 
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tiums for each fermentation and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) between fermentation and storage time of each 
strain or consortium. 
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Chroma measures color saturation, with values ranging from 0 to 100, reflecting the
intensity of the sample’s color. The results show that BJWH/C2 and BJWH/C1 are brighter
than BJWH/C-. Additionally, negative hue values in BJWH/C1 and BJWH/C2 indicate a
pinkish tone. A more detailed graphical representation of these color results is provided in
Table 5.

Finally, the levels of phenolic compounds, anthocyanins, and the scavenging ac-
tivity of 2,2-Azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) were evaluated during fermentation and storage (Figure 6). The
total phenolic content significantly decreased in all samples after 4 h of fermentation,
averaging 30 mg GAE/100 mL (p < 0.05). This decline continued in BJWH/C1 through
the end of storage, while BJWH/C2 showed a 19% increase after 3 days of storage, with
higher levels observed in the control (BJWH/C-, Figure 6A). In contrast, the anthocyanin
content was notably higher in BJWH/C1 after 4, 8, and 12 h of fermentation but showed an
opposite trend at 16 h and 3 days. During storage, LAS-inoculated systems had a higher
anthocyanin content compared to BJWH/C-, with BWH/C1 maintaining greater stability
than BJWH/C2 by the end of storage (Figure 6B).
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Figure 6. Content of total phenolic compounds (A), anthocyanins (B), ABTS scavenging (C), and
DPPH scavenging (D). Values across the time of fermentation (16 h) and the time of storage (28 days)
in Blackberry juice + whey inoculated with consortium 1 of Levilactobacillus brevis, Lactiplantibacillus
plantarum, and Pediococcus acidilactici (BJWH/C1), consortium 2 of Lacticaseibacillus casei and Lacticas-
eibacillus rhamnosus (BJWH/C2) and the negative control without LAB inoculum (BJWH/C-). Values
represent three experiments with mean ± standard deviation (n = 3). Different capital letters indicate
significant differences (p < 0.05) between the different strains or consortiums for each fermentation
and storage time. Different lowercase letters indicate a significant difference (p < 0.05) of each strain
or consortium between their different fermentation and storage times.

For ABTS, which measures free radical scavenging activity, the BJWH/C1 fermentation
system maintained its antioxidant activity at 0 h. However, during storage, the antioxidant
capacity decreased by 57.7% in both consortia, with the non-inoculated sample exhibiting
a significantly higher scavenging capacity (p < 0.05, Figure 6C). Despite this, DPPH scav-
enging activity was significantly higher at 8, 12, and 16 h of fermentation in BJWH/C1,
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averaging 38% activity. After 3 days of storage, the scavenging activity decreased by 36%
in BJWH/C1, 43% in BJWH/C2, and 44.6% in BJWH/C- (Figure 6D).

3. Discussion

This study explored the effects of adding isolated whey protein to blackberry juice, us-
ing two consortia to optimize biomass growth at 24 and 48 h of fermentation. Additionally,
we aimed to maintain stable levels of phytochemicals and antioxidants throughout storage.
The growth of strains like L. brevis and L. plantarum was significantly higher at 24 h in the
whey protein system. However, the blackberry juice (BJ) system was less favorable for all
LAB strains. This outcome is similar to findings from fermenting elderberry juice with
L. plantarum, L. rhamnosus, and L. casei. The authors noted that L. casei strains struggled
to grow in the acidic environment, likely due to their origin in cheese, making them less
adapted to acidic juices [24–26].

In the case of the limited growth observed in the BJ system, it could be attributed
to the inherent chemical and physical properties of the fruit, such as its acidic environ-
ment, buffering capacity, high concentrations of indigestible nutrients (like fiber and fruc-
tooligosaccharides), and the presence of anti-nutritional compounds (such as phenols and
tannins). Additionally, these factors may interact with the amino acids and proteins in
whey [27].

Therefore, a protein source has been proposed to enhance biomass production and
create a supportive environment for lactic acid bacteria (LAB). However, few studies have
explored the impact of adding whey protein for fermentation systems to boost biomass
in fruit beverages. Our research found that fermenting blackberry juice alone did not
increase LAB counts. However, adding whey protein to blackberry juice significantly
raised the LAB counts after 24 h (Figure 1C). Additionally, two different consortia were
used, one consisting of L. brevis, L. plantarum, and P. acidilactici and the other of L. casei
and L. rhamnosus, which proved to be more effective in promoting growth in the BJWH
fermentation system, resulting in significantly higher LAB counts than other matrices (BJ
and WH).

In addition, a similar pattern was observed in whey fermentation using L. rhamnosus
and S. thermophilus, both in monoculture and co-culture. The authors found co-culturing
these strains was more effective for biomass production [28]. The bacterial growth observed
in BJWH/C1 and BJWH/C2 could be attributed to adding whey protein as a supplement,
which enhances biomass production during fermentation and provides a valuable source
for functional metabolites [3].

This study showed that combining blackberry juice with whey protein resulted in
a more substantial increase in biomass than using the juice alone, where LAB counts de-
creased after 24 h. The synergy between these two food matrices (blackberries, which
provide sucrose, glucose, and fructose as energy sources for LAB [29], and whey, which
supplies proteins, lactose, fat, and mineral salts [30]) promotes enhanced biomass produc-
tion. Phenolic compounds, especially ferulic and phenolic esters, play a crucial role in the
growth and viability of probiotics in fruit-based food matrices [7]. Their presence has been
shown to positively impact them, as they are susceptible to hydrolysis by L. plantarum
esterases, including feruloyl esterase, tannase, and gallate decarboxylase [31]. Addotion-
ally, blackthorn extract (up to 0.62 mg) has been found to exhibit prebiotic properties that
support the growth of LAB strains, such as L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus, and S.
thermophilus [32].

Conversely, synergism within bacterial consortia establishes the essential conditions
for strain growth. Compared to individual samples, the notable bacterial growth in
BJWH/C1 and BJWH/C2 can be attributed to the LAB protocooperation system. In these
systems, microorganisms release and exchange metabolites, promoting optimal develop-
ment and impacting the growth and acidification of fermentation systems [3]. For example,
in a protocooperative relationship, L. rhamnosus expresses the extracellular proteinase
PrtR [33], releasing and accumulating peptides in the medium [34] by other Lactobacillus
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species. Furthermore, L. plantarum and P. acidilactici possess a biosynthetic pathway for
lysine, which L. brevis lacks. Lysine is crucial as a cell wall constituent and an enzymatic sub-
strate in metabolic pathways [35–37]. The combination of LAB in a fermentation medium
could be pivotal for the development and viability of probiotics in producing symbiotic
fermented foods.

During fermentation, LAB utilizes sugars (hexoses and pentoses) to produce lactic
acid, decreasing pH [38–40]. Adjustments such as increasing pH are also necessary to
enhance bacterial growth during fermentation [41]. Li et al. (2021) [42] previously reported
a significant increase in LAB counts, exceeding 10 log CFU/mL, in blackberry juices using
four L. plantarum strains and five L. fermentum strains, with a 35% increase in lactic acid
production. In our study, a more significant reduction in pH was observed in the juice
without whey and LAB consortium 1 (BJ/C1) at 24 and 48 h of fermentation, with an
average reduction of up to 46%. This is associated with increased lactic acid at 24 h (75%)
and 48 h (83%). However, the pH was lower in juice samples containing whey (BJWH)
despite higher lactic acid production in BJWH/C1 and BJWH/C2 compared to the BJ and
WH samples (Table 1). A similar relationship between pH changes and increased lactic acid
production has been reported in whey fermentation with L. acidophilus, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus and S. thermophilus [30], wolfberry, and longan juice with L. paracasei and L. lactis
subsp. lactis [42].

The BJWH/C1 and C2 samples showed a significant increase (p < 0.05) in bacterial
count during fermentation, with exponential and continuous growth observed for up to
16 h (Figure 2A). This was accompanied by higher lactic acid production and a notable
decrease in pH (Figure 3A). Similar results were reported for whey fermented with L. casei
and L. rhamnosus, where exponential biomass growth occurred in the second fermentation
stage, likely due to the consumption of lactose and galactose during the first 15 h of
exponential growth [43]. Additionally, Wang et al. [44] noted that L. acidophilus JYLA-16
(La), L. plantarum JYLP-375 (Lp), and L. rhamnosus JYLR-005 (Lr) preferentially utilize
glucose over fructose as a carbon source during fermentation. Therefore, adding milk whey
protein to the fruit juice provides an additional substrate for fermentation, enhancing LAB
growth. This effect was similarly observed in pomegranate juice supplemented with whey
and fermented with L. plantarum, leading to increased LAB growth [45].

The superior performance of the BJWH/C2 system in kinetic parameters can be
attributed to a combination of environmental factors and the complex interactions between
microorganisms, particularly through protocooperation and synergism. Olvera-Rosales
et al. (2023) [3] demonstrated that a co-culture system involving Lactobacillus rhamnosus
GG and Streptococcus thermophilus in whey surpasses monocultures in both specific growth
rate (µ) and generation time (g). This enhanced efficiency is reflected in higher lactic acid
production and elevated levels of free amino groups [28]. Additionally, co-culture systems
in milk fermentation are well documented to significantly enhance the production yields
of lactic acid and secondary metabolites like peptides [34]. These findings highlight the
crucial role of microbial interactions in optimizing fermentation processes and improving
the overall yield of desired compounds.

During storage at 4 ◦C for 28 days, a significant decrease in LAB counts was observed
during the first week, likely due to the adaptation of LAB in the BJWH/C1 and BJWH/C2.
Notably, the LAB count remained above 9 Log CFU/mL by the end of the storage period,
suggesting potential therapeutic benefits. Previous studies have shown that LAB mixtures
in food matrices can exhibit heterogeneous growth behavior during storage at 4 ◦C [9,46].
However, by the end of 28 days, the strains survived at desirable and therapeutic levels
(6–8 Log CFU/mL), depending on their specific adaptation conditions [46–48]. In consortia
of LAB strains L. acidophilus, L. casei, and L. plantarum, added to ferment apple juice without
additional nutrients, the maximum growth during fermentation reached 7.5 to 8.3 Log
CFU/mL. However, during storage for 20 to 30 days, viable cell counts of L. casei rapidly
decreased to 5.4 ± 0.04 Log CFU/mL, followed by L. acidophilus (5.6 ± 0.13 Log CFU/mL)
and L. plantarum (5.7 ± 0.13 Log CFU/mL) [49].
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During storage at 4 ◦C, lactic acid and physicochemical parameters (viscosity, color,
soluble solids, reducing sugars) remained stable, with only slight variation observed in
antioxidant capacity, total phenolic, and anthocyanin levels. The use of multiple LAB strains
can enhance lactic acid production due to their homofermentative and heterofermentative
characteristics, as well as the activation of various metabolic pathways (EMP, pentose
phosphate, and phosphoketolase), depending on the strains used [50]. The increase in lactic
acid production was particularly pronounced in BJWH/C1 and BJWH/C2.

Additionally, the total solids in a fermented product are influenced by differences in the
activated enzyme systems and the microorganisms’ ability to utilize matrix substrates [9].
As LAB consumes sugars, producing lactic acid and increased biomass can help maintain a
balance in total solids [51]. Conversely, the reduction in soluble solids was more significant
in the WH samples compared to BJ and BJWH at 24 and 48 h, as using protein substrates
produces fewer soluble soils. The changes observed in BJ and BJWH are associated with
a significant increase in lactic acid, over 45%, and a reduction of up to 48.6% in reducing
sugars and bacterial growth.

During storage, the trends observed in lactic acid and pH remained consistent, while
the content of reducing sugars decreased, and soluble solids stayed the same. This pattern
mirrored the changes observed during fermentation. A similar decrease in pH during
storage was reported for carrot juice supplemented with whey and fermented with kefir
grains over 21 days [52]. In passion fruit juice fermented with Lactobacillus plantarum, the
reduction in pH was attributed to the combined effects of the strains’ post-acidification
capacities and the buffering power of the substrate [53]. Additionally, LAB at low tempera-
tures (4 ◦C) continue a slow fermentation process to meet their metabolic needs, resulting
in ongoing production and consumption of metabolites during this period [54,55].

Lactic acid and pH levels correlated with fermentation or storage time, with correlation
coefficients exceeding 0.97. This indicates a highly significant relationship between these
parameters and time. The literature suggests that R2 values close to 1 demonstrate a robust
positive relationship between the variables, as seen in kimchi fermentation studies [56].
This strong correlation enables effective monitoring of the fermentation and storage process.
Specifically, as the fermentation or storage time advances, lactic acid levels typically rise
while pH decreases. These changes reflect the usual dynamics of fermentation, where
increased lactic acid production lowers the medium’s pH. This predictive relationship
serves as a valuable tool for tracking process progress and can also be utilized to optimize
and control the quality of the final product over time.

During fermentation, the physical stability of BJWH/C1 and BJWH/C2 improved,
while viscosity decreased significantly by 57% for BJWH/C1 and 53% for BJWH/C2. Both
properties remained stable throughout storage. The food matrix’s structure influences the
interplay between stability and viscosity. For instance, a thick and porous gel was observed
in the fermentation of milk with strawberry juice using an initial kefir inoculum. However,
a protein network with smaller pores enhanced stability and increased viscosity [57]. On
the other hand, in a mixed juice (beet, carrot, apple, and strawberry) fermented with kefir
grains, the viscosity initially increased within the first 12 h. Still, it later decreased due
to the hydrolysis of exopolysaccharides by glycohydrolase [58]. This indicates that LAB-
fermented products’ physical stability and viscosity are largely determined by the strains’
ability to integrate into the food matrix and their metabolic activities.

In the color analysis of BJWH/C1 and BJWH/C2 juices during fermentation, a shift
from violet to red tones was observed at 16 h. During storage, the color parameters
remained stable. This color change is linked to the stability of anthocyanins under varying
pH levels, as anthocyanin cations remain stable in acidic conditions [20,53]. For BJWH/C2
samples, the color was red when the pH was below 7, violet between pH 7 and 8, and blue
when the pH exceeded 11. Color variations in matrices containing antioxidants are also
influenced by the concentration of glycosylated polyhydroxyl (violet) or polymethoxy (red)
groups. Most anthocyanins have two, three, or more sugars attached as oligosaccharide
side chains [53].
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Lactic acid fermentation of antioxidant-rich foods affects these compounds, with
changes dependent on the specific strain and the matrix (fiber, protein) in which they
are present. During fermentation, a decrease in phenolic compounds was observed in all
samples. This reduction can be attributed to thermal processing, which induces physi-
cal and chemical reactions, including the breakdown of bound phenolic compounds and
their transformation into other forms [59]. LAB are known to metabolize phenolic com-
pounds [60], possibly due to the biotransformation of these compounds through LAB
reductases, decarboxylases, and glycosidases [49,61]. Additionally, LAB-produced hydro-
lases may hydrolyze phenolic complexes into simpler forms and disrupt cell walls, releasing
antioxidant compounds, as seen in the co-fermentation of longan and goji juice [42]. In
storage, however, sample BJWH/C2 (L. casei + L. ramnhosus) showed an increased total phe-
nolic content. Phenolic acid decarboxylases can catalyze the non-oxidative decarboxylation
of phenolic acids to generate P-vinyl derivatives [62].

The fermentation of a drink made from blackberry juice and whey demonstrated
that phenolic compounds and anthocyanins became more stable after fermentation with
L. plantarum and L. casei. Binding anthocyanins or phenolic hydroxyl groups stabilized NH,
CN, and C [20]. In apple juice fermented with L. acidophilus, L. casei, and L. plantarum, the
total phenolic content decreased after 72 h of fermentation and during the first 10 days
of storage [49], with stability observed thereafter until day 20. Similarly, Wang et al. [63]
reported on the fermentation of mango juice with L. bulgaricus, S. thermophilus 6063, and
L. plantarum.

During fermentation, the anthocyanin content remained stable in the LAB-inoculated
samples (BJWH/C1 and BJWH/C2). There was also a slight decrease in BJWH/C1 during
storage and a more pronounced decrease in BJWH/C2 starting from day 21. In contrast,
blackberry juice without an inoculum significantly reduced anthocyanins from day 14. In yogurt
supplemented with 5% freeze-dried mulberry fruit juice (FDMJ), the anthocyanin content
increased over 35 days (from 36.49 to 40.65 mg CGE cyanidin-3-glucoside/100 g) [64]. However,
antioxidant activities decreased, likely due to the degradation of phenolic compounds or
increased milk protein–polyphenol interactions [65]. LAB-produced-glucosidases contribute to
reductions in anthocyanins during fermentation by breaking glycosidic bonds [27].

The radical scavenging capacity was measured using ABTS and DPPH assays to as-
sess antioxidant activity. The BJWH/C1 and BJWH/C2 samples retained ABTS activity
during the first eight hours of fermentation, followed by a decrease after 12 h. In contrast,
DPPH assays showed increased antioxidant capacity during fermentation, especially in
BJWH/C1, with activity maintained for the first 14 days of storage (Figure 6D). These an-
tioxidant properties are attributed to proton donation and the samples’ acidic and phenolic
hydroxyl groups. Similar findings have been reported for fermented chokeberry [5] and
mulberry pomace [66], which experienced a decrease in phenolic and anthocyanin contents
during fermentation but showed increased ABTS and DPPH scavenging on the first day
of fermentation.

One limitation of this study is the lack of analysis of the profiles of sugars and amino
acids at the beginning and end of fermentation. Additionally, there is limited research on
the effects of co-cultures or consortia, with most studies focusing on individual LAB and
Saccharomyces strains. Future research should also explore how adding isolated whey to
the medium might affect sensory preferences. Despite this, our study found that including
whey enhances LAB growth conditions, resulting in good stability and antioxidant capacity
during storage at low temperatures.

4. Materials and Methods
4.1. Materials

The blackberries were sourced from Atotonilco, Hidalgo, Mexico, and the milk whey
(100% isolated whey protein) was purchased from HolixLab, Hilmar ingredients® (Guadala-
jara, Jalisco, Mexico). The autochthonous strains used (Lactiplantibacillus plantarum and Pe-
diococcus acidilactici from aguamiel, Levilactobacillus brevis from pulque and Lacticaseibacillus
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rhamnosus and Lacticaseibacillus casei from fermented milk [23]) were isolated and provided
by the Academic Area of Nutrition of Autonomous University of Hidalgo State, México.

Rogosa and Sharpe (MRS) agar and broth from MERCK (Rahway, NJ, USA) and
Difco (Sparks, MD, USA), respectively, were utilized for culturing. The reagents used
for principal assays included sodium hydroxide (NaOH Labessa, Ciudad De León, Gua-
najuato, Mexico), Folin–Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA), sodium
carbonate (Meyer, Vallejo, CA, USA), gallic acid (Chem-Cruz, Dallas, TX, USA), potassium
chloride (Meyer, Vallejo, CA, USA), sodium acetate (Meyer, Vallejo, CA, USA), hydrochlo-
ric acid (Meyer, Vallejo, CA, USA), ammonium 2,2′-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonate (ABTS, Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA), potassium persulfate (Sigma-Aldrich,
Louis, MO, USA), ascorbic acid (Meyer, Vallejo, CA, USA), 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl
(DPPH, Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA), absolute ethyl alcohol (Meyer, Vallejo, CA, USA),
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox, Sigma-Aldrich, Louis,
MO, USA).

4.2. Blackberry Juice and Whey Preparation

Blackberry fruit (Rubus fruticosus) was sourced locally from Atotonilco El Grande, Hidalgo,
Mexico. The method outlined by Cervantes-Elizarrarás [67] was followed to ontain clarified
juice. The fruits were washed, disinfected, ground, and filtered with a conventional strainer. The
juice was then clarified through centrifugation (10,000 rpm for 30 min at 4 ◦C) and treated with
thermoultrasound under optimal conditions (50 ± 1 ◦C, 17 ± 1 min at 80% amplituded). After
processing, the juice was frozen at −35 ◦C until needed. The whey was prepared by dissolving
at 9.3 g/L of water and sterilized before use (121 ◦C for 15 min).

4.3. Juice Fermentation

Blackberry juice (BJ) and whey (WH) were mixed in a 1:1 ratio to produce BJWH
solution, and the pH of all samples (BJ, WH, and BJWH) was adjusted to 6 using 1 M
NaOH. The samples were inoculated with LAB strains previously activated on MRS agar
(24 h at 37 ◦C) and growth in 5 mL of MRS broth under the same conditions. The biomass
was collected by centrifugation (10,000 rpm for 15 min), resuspended in the fermentation
matrices, and adjusted to an approximate initial count of 9 Log CFU/mL. Inoculation was
performed with the following consortia: consortium 1 (C1) containing Lactiplantibacillus
plantarum, Pediococcus acidilactici and Levilactobacillus brevis; consortium 2 (C2) containing
of Lacticaseibacillus rhamnosus and Lacticaseibacillus casei; and negative control (C-) without
LAB. The samples were incubated at 37 ◦C for 48 h, with 20 mL aliquots taken 0, 24, and
48 h during the initial phase. Testing continued for 32 h in the subsequent phase, with
aliquots collected every 4 h. For storage analysis, the fermented samples were kept in the
dark at 4 ◦C, with aliquots taken on days 3, 7, 14, 21, and 28. All aliquots were centrifuged
(10,000 rpm for 15 min at 4 ◦C) and the supernatants were stored at −32 ◦C to analyze
reducing sugars and antioxidant properties.

4.4. Microbiological Analysis of Fermented Juice

Microbiological analysis was conducted using the micro drop method described by
Strahsburger, Retamales, Estrada, and Seeger [68]. The fermented juice samples’ serial
dilutions (1:10) were prepared in a peptone water solution for microbial counting. Aliquots
were then inoculated onto MRS agar and incubated at 37 ◦C for 36 h. The results were
logarithms of ten colony-forming units per milliliter (Log10 CFU/mL).

4.5. Kinetic Parameters at the Time of Fermentation

The kinetic parameters were determined using Monod’s mathematical model [69],
which describes the growth of microorganisms during the exponential phase. The initial
(N0) and final (Nx) concentrations of growth were measured during the logarithmic phase,
corresponding to the initial time (t0) and final time (tx). The increases in cell density (A),
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growth rate (µ), generation time (g) and growth constant (k) were calculated using the
following equations:

A = LogNx − LogN0

µ = [In(Nx) − In(N0)]/(tx − t0)

g = In(2)/µ

k = 1/g

4.6. pH, Titratable Acidity and Soluble Solids of Fermented Juice

The pH was measured using a potentiometric method following standard procedures.
Titratable acidity was determined by titrating a 1:10 dilution of the juice with deionized
water using 0.01 N NaOH until a pH of 8.2 was reached. The titratable acidity was expressed
as a percentage equivalent to lactic acid. Total soluble solids (◦Brix) were measured with
a manual ATC refractometer by placing a drop of the juice on the prism, calibrating, and
then taking the reading. Non-linear regression analysis was performed on the lactic acid
and pH variables for fermentation (48 h) and storage (28 days), using GeoGebra Classic
(version 6.0.851.0, https://www.geogebra.org/classic?lang=es, 12 July 2024) to model
polynomial behavior.

4.7. Stability and Viscosity of Fermented Juice

The stability percentage was determined using the following procedure: 10 g of sample
(sW) was weighed and centrifuged at 3500 rpm (Hamilton, model V65000, Montvale, NJ,
USA) for 30 min. The precipitate (SW) was decanted and weighed. Stability was calculated
using the equation below and expressed as a percentage.

Stability (%) = 100 − [(SW/sW) × 100]

Viscosity was measured using the method described by Díaz-Jiménez, Sosa-Morales,
and Vélez-Ruiz [70] with a Brookfield DV3T viscometer (Manassas, VA, USA), employing
needle LV-4 at 60 rpm. The readings were taken in centipoises (cP). A 30 mL aliquot was
used, and measurements were started after 30 s, at which point the cP values stabilized.

4.8. Measure of the Color of Fermented Samples

Color measurements were taken using a colorimeter (Minolta CM-80, 500 SM-508D,
Osaka, Japan Co., Ltd.) with a D65 illuminant and a 10◦ observation angle. Then, 5 mL
of fermented juice was placed in a container for analysis. The color parameters were
recorded using the CIE—L* a* b* values, where L* indicates lightness (L = 0 for black and
L = 100 for white), a* measures the chromaticity from green (−) to red (+), and b* measures
the chromaticity from blue (−) to yellow (+). The colorimeter also provided the hue angle
(h) and chroma (C) [71].

4.9. Antioxidant Properties
4.9.1. Total Phenolic Content

Total phenolic content (TPC) was measured following the method described by Stintz-
ing et al. [72]. In brief, 100 µL of the sample was mixed with 500 µL of 1:10 diluted
Folin–Ciocalteu reagent. After adding 400 µL of 7.5% sodium carbonate, the mixture
was incubated at room temperature for 30 min. The absorbance was then measured at
765 nm using a microplate lector (Power Wave XS UV-Biotek Gen 5 software (version
3.16.10), KC Junior, Winooski, VT, USA). Gallic acid served as the reference standard,
and the results were expressed as milligrams of gallic acid equivalents per 100 milliliters
(mg GAE/100 mL).

https://www.geogebra.org/classic?lang=es
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4.9.2. Anthocyanins

The anthocyanin content was measured using the method outlined by Wallace and
Giusti [73]. Two buffers were prepared: potassium chloride at 0.025 M and pH 1 (0.466 g in
250 mL of distilled water) and sodium acetate at 0.4 M and pH 4.5 (8.203 g in 250 mL of
distilled water), with pH adjusted using 6 M HCl. A 4.5 mL aliquot of either buffer was
mixed with 0.5 mL of the sample, and the mixture was allowed to stand for 15 min at room
temperature and in complete darkness. Absorbance was then measured using a microplate
lector (Power Wave XS UV-Biotek Gen 5 software (version 3.16.10) KC Junior, Winooski, VT,
USA) at 510 and 700 nm wavelengths with the respective buffer. Results were expressed as
milligrams of Cyanidin-3-glucoside per 100 milliliters of the sample (mg Cy-3-Gl/100 mL).

4.9.3. Antioxidant Activity by ABTS

Antiradical capacity was assessed following the method described by Kuskoski,
Asuero, Troncoso, Mancini-Filho, and Fett [74]. An ABTS stock solution was prepared using
7 mmol/L ABTS and 2.45 mmol/L potassium persulfate and stored at a dark room temper-
ature for 16 h. This stock solution was diluted with deionized water until an absorbance of
0.70 ± 0.10 at 754 nm was achieved. A 20 µL aliquot of the sample was added to 980 µL
of the diluted ABTS solution, and absorbance readings were taken after 7 min incubation
at room temperature. The absorbance was measured at 754 nm using a microplate reader
(Power Wave XS UV-Biotek Gen 5 software (version 3.16.10), KC Junior, Winooski, VT, USA).
Antioxidant capacity was expressed as milligrams of vitamin C equivalent antioxidant
capacity per 100 milliliters (mg VCEAC/100 mL) of the fermented juice.

4.9.4. Antioxidant Activity by DPPH

Antiradical activity was assessed using DPPH radicals [75]. A stable DPPH radical
solution was prepared in ethanol (7.4 mg/100 mL). In Eppendorf tubes, 100 µL of the
extract was mixed with 500 µL of the DPPH solution and allowed to react for one hour at
room temperature. Absorbance was then measured at 520 nm using a microplate reader
(Power Wave XS UV-Biotek Gen 5 software (version 3.16.10), KC Junior, Winooski, VT,
USA). The results are expressed as the fermented juice’s micromoles of Trolox equivalents
per 100 milliliters (µmol TE/100 mL).

4.10. Statistical Analysis

All results are presented as the mean and standard deviation (mean ± SD) of three
independent experiments (n = 3) with a significance level of p < 0.05. Comparisons were
made for the same strain or consortium at different fermentation times (0, 24, and 48 h)
and storage periods (3, 7, 14, 21, and 28 days). Additionally, analyses were conducted
between different strains or consortia across fermentation and storage time. Data were
analyzed using one-way analysis of variance (ANOVA), with two-way ANOVA applied
for bacterial growth during fermentation (48 h) and storage (28 days). Kinetic parameters
were compared using Student’s t-test and post hoc Tukey test, with statistical analyses
performed using SPSS v. 19 software.

5. Conclusions

This study underscores the significant advantages of incorporating whey protein into
fruit-based beverages, particularly highlighting its impact on enhancing the antioxidant
content and maintaining probiotic viability during refrigerated storage. This approach
provides a sustainable alternative for using blackberries and showcases the synergistic
effects between probiotics, whey-derived peptides, and phenolic compounds, which act as
potential prebiotics.

Statistical analysis reveals that fermenting blackberry juice with added whey protein
and two or three strains of lactic acid bacteria (LAB) results in continuous and linear
growth patterns, surpassing the fermentation outcomes of blackberry juice or whey alone.
The regression analysis further confirms a strong correlation between pH and lactic acid
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production, dependent on the time, throughout fermentation and subsequent refrigerated
storage. These findings indicate that the effectiveness of these fermentations depends
on the specific proteolytic systems of the bacteria involved and their ability to adapt
to the medium.

Moreover, the lactic acid fermentation process contributes to the stability of the bever-
age’s physicochemical properties, notably enhancing its viscosity and color characteristics
in both consortia (BJWH/C1 and BJWH/C2). Additionally, the fermentation of BJWH/C1
and BJWH/C2 during storage successfully preserves anthocyanins, ensuring sustained
antioxidant potential over 28 days at low temperatures.

These advancements suggest that such formulations could improve consumer accept-
ability and offer potential health benefits. Future research is recommended to explore these
potential benefits further and optimize the formulation for enhanced performance.
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​CAPÍTULO​ ​IV.​ ​Análisis​ ​del​ ​perfil​ ​proteolítico​ ​y​ ​de​ ​la​ ​actividad​ ​antioxidante​ ​del​
​jugo de zarzamora fermentado con suero de leche y las BAL en consorcio.​

​4.1.​ ​Introducción​

​El​​uso​​de​​microorganismos​​con​​características​​probióticas​​para​​la​​fermentación​

​de​ ​alimentos​ ​como​ ​las​ ​bebidas​ ​a​ ​base​ ​de​ ​frutas​ ​confiere​ ​propiedades​ ​nutricionales​

​importantes,​ ​como​ ​la​ ​liberación​ ​y​ ​síntesis​ ​de​ ​metabolitos​ ​proteicos​ ​con​ ​efectos​

​antihipertensivos,​ ​antibióticos​ ​o​ ​antimicrobianos,​ ​pero​ ​estos​ ​efectos​ ​dependen​ ​del​

​sustrato,​ ​la​ ​viabilidad​ ​y​ ​la​ ​capacidad​ ​de​ ​producción​ ​de​ ​metabolitos​ ​secundarios​ ​por​

​parte​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​durante​ ​la​ ​fermentación.​ ​En​ ​el​ ​entendido​ ​de​ ​que​ ​la​ ​actividad​

​antimicrobiana​ ​depende​ ​de​ ​los​ ​metabolitos​ ​secundarios,​ ​de​ ​forma​ ​que​ ​es​ ​deseable​

​obtener​ ​ácidos​ ​orgánicos,​ ​antioxidantes​ ​y​ ​péptidos​ ​bioactivos,​ ​en​ ​esta​ ​etapa​ ​se​

​cuantificaron​ ​estos​ ​metabolitos,​ ​así​ ​como​ ​se​ ​determinó​ ​su​ ​actividad​ ​proteolítica​ ​y​

​antioxidante.​

​A​​partir​​de​​este​​capítulo,​​se​​analizó​​el​​jugo​​fermentado​​con​​suero​​de​​leche​​(1:1)​

​con​ ​dos​ ​consorcios:​ ​C1,​ ​fermentado​ ​con​ ​L.​ ​brevis​​,​ ​L.​ ​plantarum​ ​y​ ​P.​ ​acidilactici​​;​ ​C2:​

​fermentado​ ​con​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​L.​ ​casei​​;​ ​C-,​ ​que​ ​se​ ​refiere​ ​al​ ​jugo​ ​con​ ​suero​ ​(1:1)​

​fermentado sin inóculo adicional de BAL.​

​Para​ ​incrementar​ ​la​ ​capacidad​ ​de​ ​producir​​péptidos​​de​​interés​​antibacteriano,​

​en​​este​​capítulo​​se​​destaca​​el​​potencial​​del​​uso​​de​​suero​​de​​leche​​en​​combinación​​con​

​el​​jugo​​de​​zarzamora​​para​​incrementar​​su​​capacidad​​proteolítica​​y​​la​​identificación​​de​

​péptidos de bajo peso molecular.​

​Además,​​se​​ha​​documentado​​que​​la​​liberación​​de​​compuestos​​fenólicos​​de​​las​

​redes​ ​de​ ​fibra,​ ​la​ ​bioconversión​ ​de​ ​antocianinas​ ​en​ ​compuestos​ ​más​ ​bioactivos​ ​y​ ​el​

​aumento​​de​​la​​actividad​​antioxidante​​suelen​​potenciar​​positivamente​​las​​características​

​nutricionales​ ​del​ ​producto​ ​final​ ​después​ ​de​ ​la​ ​fermentación.​ ​Asimismo,​ ​las​

​concentraciones​ ​de​ ​compuestos​ ​orgánicos​ ​en​ ​el​ ​producto​ ​final,​ ​pueden​ ​proveer​

​características​ ​organolépticas​ ​deseables,​ ​así​ ​como​ ​ácidos​ ​orgánicos​ ​con​ ​capacidad​

​antioxidante​ ​y​ ​antimicrobiana,​ ​deseables​ ​para​ ​promover​ ​su​ ​uso​ ​como​ ​una​ ​bebida​

​funcional.​ ​Por​ ​tanto,​ ​se​ ​determinaron​ ​las​ ​concentraciones​ ​de​ ​ácidos​ ​orgánicos​ ​por​

​medio​ ​de​​cromatografía​​de​​gases​​y​​las​​concentraciones​​de​​compuestos​​fenólicos​​por​

​medio​ ​de​ ​HPLC.​ ​Posteriormente,​ ​se​ ​analizó​ ​su​ ​capacidad​ ​antioxidante,​ ​mediante​

​ensayos de atrapamiento de radicales libres y la reducción férrica.​

​Al​ ​final​ ​de​ ​la​ ​experimentación,​ ​se​ ​identificó​ ​mayor​ ​actividad​ ​proteolítica​ ​y​

​péptidos​ ​de​ ​bajo​ ​peso​ ​molecular​ ​en​ ​ambos​ ​consorcios,​ ​mientras​ ​que​ ​en​ ​el​ ​jugo​ ​sin​

​inóculo​ ​fue​ ​significativamente​ ​menor.​ ​Como​ ​productos​ ​finales​ ​de​ ​la​ ​fermentación​
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​encontramos​​ácido​​gálico​​y​​ácido​​hidroxibenzoico​​en​​ambos​​consorcios,​​mientras​​que​

​C2​ ​mostró​​mayor​​capacidad​​atrapadora​​y​​reductora,​​incrementando​​así​​su​​capacidad​

​antioxidante​ ​in​ ​vitro​​.​ ​Los​ ​resultados​ ​de​ ​esta​ ​etapa​ ​se​ ​publicaron​ ​en​ ​la​ ​revista​

​Fermentation (1).​

​4.2.​ ​Referencias​
​1.​ ​Lugo-Zarate​​L,​​Jiménez-Osorio​​AS,​​González-Olivares​​LG,​​Pérez-Escalante​​E,​
​Castañeda-Ovando​ ​A,​ ​Pedraza-Chaverri​ ​J,​ ​et al.​ ​Potential​ ​of​ ​Whey​ ​Protein-Fortified​
​Blackberry​ ​Juice​ ​in​ ​Transporting​ ​and​ ​Protecting​ ​Lactic​ ​Acid​ ​Bacteria:​ ​A​ ​Proteolytic​
​Profile​ ​Analysis​ ​and​ ​Antioxidant​ ​Activity.​ ​Fermentation.​ ​2025;11(5):252.​
​doi:10.3390/fermentation11050252​
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Abstract: This study investigates the potential of blackberry juice fortified with whey as a
carrier for transporting and protecting lactic acid bacteria (LAB). The interactions between
whey proteins and the juice were examined to assess their impact on probiotic stability
and protection during storage and passage through the gastrointestinal tract. Addition-
ally, the study explored how this combination influences the antioxidant properties of
the product. The results indicated that the blackberry juice and whey protein mixture
provided moderate protection to Lacticaseibacillus rhamnosus GG compared to the positive
control (inulin), suggesting that whey proteins may enhance probiotic viability. Prote-
olytic analysis revealed progressive protein hydrolysis during fermentation, leading to
the release of bioactive peptides, indicating the formation of compounds with potential
functional benefits. Moreover, samples inoculated with LAB exhibited higher antioxidant
activity than those without inoculum. This research demonstrates the promise of fermented
blackberry juice fortified with whey proteins as an effective probiotic delivery system. It
opens new possibilities for developing functional foods to promote intestinal health and
overall well-being.

Keywords: blackberry juice; whey proteins; lactic acid bacteria; probiotic delivery; antioxidant
properties

1. Introduction
In recent years, probiotics have garnered considerable attention for their potential

health benefits, especially in relation to gut microbiota [1]. One of the most widely studied
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and utilized probiotics is Lacticaseibacillus rhamnosus GG, known for its positive effects on di-
gestion, immune system regulation, and protection against gastrointestinal infections [2,3].
However, maintaining probiotic viability during storage and ensuring survival through
the gastrointestinal tract poses a significant challenge due to factors like acidic pH and bile
salts [4,5]. Various strategies have been explored to address this challenge and enhance
probiotic stability [4,6].

One promising approach involves developing vehicles that serve as protective ma-
trices, facilitating the controlled release of microorganisms at the optimal location, such
as the small intestine [7]. Natural matrices like fruit juices have become an attractive
option [8–10]. Specifically, blackberry juice, rich in bioactive compounds, including antioxi-
dants, flavonoids, and dietary fiber, is an excellent candidate for formulating functional
products [11,12]. This juice may also support probiotics’ survival and biological activ-
ity [13].

On the other hand, whey proteins, which are byproducts of the cheesemaking pro-
cess, are known for their functional properties, including their ability to interact with
microorganisms [14,15]. These proteins have shown potential in enhancing probiotic sta-
bility, acting as protective agents against harsh gastrointestinal conditions and, in some
instances, assisting in the adhesion of probiotics to intestinal cells [16,17]. For instance,
whey proteins fermented by Pediococcus acidilactici produce low-molecular-weight peptides
(<7 kDa) with inhibitory activity against angiotensin 1-converting enzyme (ACE) [18].
Additionally, fermenting yellow whey with Lacticaseibacillus casei YQ336 for 48 h increased
organic acids production and antioxidant activity [19]. L. casei has also shown potential an-
tidiabetic activities measured by the inhibition of α-glucosidase and α-amylase in vitro [20].
Fortifying fruit juices with whey proteins might provide an effective delivery system for
Lacticaseibacillus rhamnosus GG, boosting probiotic viability and efficacy [21].

Studies have reported the use of cheese whey in L. plantarum 67- and L. paracasei grx
701-fermented blueberry juice. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy analysis revealed
that anthocyanins interact with whey protein through electrostatic interactions, hydrogen
bonding, and hydrophobic interactions, resulting in protein fluorescence quenching and
structural changes. Adding whey protein to blueberry juice increased the survival rate
compared to whey protein alone [22]. In addition, interactions between whey proteins and
apple polyphenols enhanced polyphenol bioaccessibility and bioavailability in simulated
gastrointestinal digestion and human Caco-2 cells [23].

Previously, we reported that using lactic acid bacteria (LAB) consortia to enhance
biomass during fermentation in fruit juices can be beneficial, resulting in a 3-logarithmic
increase in growth with whey addition. The increased survival was related to lactic acid
production and antioxidant changes during fermentation and 28-day storage at 4 ◦C [24].

Therefore, the potential of whey protein-fortified blackberry juice as a carrier for
transporting and protecting LAB was analyzed through the proteolytic profile of LAB
consortia. We aim to understand how whey proteins interact with blackberry juice and how
this combination affects the probiotic’s protection and stability during storage and transit
through the gastrointestinal tract. Additionally, we will explore how the composition of this
matrix impacts the final content of phenolic acids, flavonoids, and organic acid, bacteriocins
production, and antioxidant properties, providing an added benefit to fortifying blackberry
juice with bioactive compounds.

This study evaluates the effectiveness of this system as a probiotic delivery tool,
presenting new opportunities for developing functional products promoting intestinal
health and overall well-being.
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2. Materials and Methods
2.1. Materials

The raw materials used to produce the beverages include blackberries (Rubus fruticosus)
from Atotonilco el Grande, Hidalgo, Mexico. Whey protein (100% isolated) was purchased
from HolixLab (Hilmar ingredients, Guadalajara, Jalisco, Mexico).

Bacterial cultures of Lactiplantibacillus plantarum, Pediococcus acidilactici, Levilactobacil-
lus brevis, Lacticaseibacillus rhamnosus, and Lacticaseibacillus casei were provided from the
strain collection of the Nutrition Department from the Universidad Autónoma del Estado
de Hidalgo. The probiotic strain Lacticasebacillus rhamnosus GG was sourced from the
strain collection of the Food Biotechnology Department at the Universidad Autónoma
Metropolitana, Iztapalapa Campus, México.

(+)-Catechin, (−)-epicatechin, (−)-epigallocatechin gallate, 2,2′-azobis(2-methyl-
propionamidine) dihydrochloride (AAPH), 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS), 2,4,6-
tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ), 4-hydroxybenzoic acid, acetic acid, benzoic acid, ellagic
acid, butyric acid, caffeic acid, gallic acid, HPLC grade formic acid, iron trichloride
(FeCl3), isovaleric acid, myricetin, p-coumaric acid, propionic acid, radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH·), rutin, sodium fluorescein, trans-ferulic acid, Trolox, and vanillic
acid were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). HPLC grade methanol
was obtained from JT Baker (Wayne, PA, USA).

2.2. Obtaining Thermoultrasonic Blackberry Juice

Blackberry juice (BJ) was extracted under aseptic conditions using colloidal silver
(Microdyn®, Ciudad de Mexico, CDMX, Mexico) as a disinfectant. Subsequently, the
fruit was crushed, and seeds were separated. The juice was clarified by centrifugation
(10,000 rpm for 30 min, 4 ◦C) followed by thermo-ultrasound treatment (80% amplitude
for 17 min), according to the optimization conditions reported by Cervantes-Elizarrarás
et al. [25].

2.3. Fermentation

A mixture of BJ and whey (WH) was prepared in equal concentrations (1:1), and
the pH was adjusted to 6 with 1 M NaOH. The beverage was subdivided into 3 parts for
inoculation (9 Log CFU/10 mL): consortium 1 (C1) was inoculated with L. plantarum, P.
acidilactici, and L. brevis; consortium 2 (C2) was inoculated with L. rhamnosus and L. casei;
and a sample without inoculum (C−). Fermentation was carried out for 16 h at 37 ◦C, with
samples taken at 0, 8, and 16 h.

2.4. Determination of Prebiotic Activity

The method described by Jaime-Ordaz et al. [26] was applied with modifications
to determine the prebiotic activity through in vitro digestion study simulating the small
intestine. This method included MRS medium carbon-free, and the BJ and BJ + WH juices
were used as the carbon source. Inulin (1 g/L solution) was used as the positive control of
the prebiotic activity. All samples were inoculated with 1 × 107 CFU/mL of L. rhamnosus
GG. The flasks were kept at 37 ◦C for 48 h on an orbital shaker (at 150 rpm). The viable
probiotic count was determined by seeding on MRS agar (Hilmar) and incubating at 37 ◦C
under anaerobic conditions for 72 h. Carbon source consumption was determined by
measuring the total carbohydrates using the DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) method.
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2.5. Proteolytic Profile Assessment
2.5.1. Determination of Free Amino Groups by the TNBS Technique

Free amino groups during fermentation were measured using the method described
by Sebastian-Nicolás et al. [27]. In glass tubes shielded from light, 2 mL of a phosphate
buffer (0.21 M, pH 8.2), 0.250 mL of the samples, and 2 mL of 0.10% TNBS were combined,
stirred, and incubated for 60 min at 50 ◦C. The reaction was halted with 4 mL of 0.1 N HCl,
and the absorbance was assessed in a spectrophotometer at 340 nm against a control of
deionized water. A glycine calibration curve (0 to 0.25 mg/mL) was used.

2.5.2. Low-Molecular-Weight Peptides Separation by Tris–Tricine Sodium Dodecyl-Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Tris–Tricine SDS-PAGE)

The method suggested by Sebastián-Nicolás et al. [27] was applied with modifications.
The protein concentration of the samples was determined using the nanodroplet. A total of
40 µL of lyophilized sample (20-fold concentrated) was mixed with 20 µL of running buffer
(0.1 M Tris base–Tricine) and 3 µL of mercaptoethanol and incubated at 40 ◦C for 30 min.
After incubation, 15 µL of the sample (C1, C2, and C−) was loaded. The polyacrylamide
gel (15% T) was starting from a 30% T solution (acrylamide:bisacrylamide ratio 19:1 and
0.1 M Tris–Tricine). Electrophoresis was carried out at 30 V for 1 h, followed by 95 V for
approximately seven hours. Image LabTM software from Gel-DocTM EZ system 1708270
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) was used to analyze the bands after the gels were stained
with silver (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

2.6. Organic Acids Quantification

For the quantification of organic acids, a Gases Chromatography-Flame Ionization
Detector (GC-FID) method was used [28]. The calibration curve was constructed with the
following commercial compound standards: acetic acid, propionic acid, butyric acid, and
isovaleric acid at concentrations of 0.05 to 0.13%.

One microliter of sample was injected into a PerkinElmer AutoSystem XL gas chro-
matograph (PerkinElmer, Springfield, IL, USA) equipped with a DB-FFAP capillary column
(15 m × 0.53 mm × 0.50 µm; Agilent, Santa Clara, CA, USA), a flame ionization detector at
250◦ C, and a split/splitless injector (split ratio 30:1). Hydrogen was used as a carrier gas
of 45 mL/min.

The oven temperature ramp for the analysis was as follows: the oven temperature
was raised to 60 ◦C for 1 min; then, the temperature was increased to 165 ◦C at 20 ◦C/min
and held for 1.25 min; finally, the temperature was increased to 200 ◦C at 10 ◦C/min
and held for 4 min. The compounds were identified by comparing their retention time
and absorption spectra with the following commercial standards: gallic acid, (+)-catechin,
4-hydroxybenzoic acid, (−)-epigallocatechin gallate, vanillic, (−)-epicatechin, caffeic acid,
p-coumaric acid, trans-ferulic acid, benzoic acid, ellagic acid, rutin, and myricetin. Their
quantification was carried out using calibration curves.

2.7. Quantification of Phenolic Compounds

Phenolic compounds were analyzed by HPLC using the methodology developed by
García-Falcón et al. [29], with some modifications. A Zorbax Eclipse XDB-C18 column
(5 µm particle size, 15 cm × 4.6 mm i.d.; Agilent, Santa Clara, CA, USA), was used. The
mobile phase was set to 1.5 mL/min and comprised 1% formic acid in methanol (Phase
A) and 1% formic acid in water (Phase B). During the analysis, the solvent gradient was
programmed to increase from 10% to 100% B in A over 30 min. A sample volume of 20 µL
was injected into the column. A diode array detector was utilized, programmed for four
different wavelengths: 260, 280, 320, and 360 nm. The compounds were identified by
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comparing their retention times and absorption spectra with the following commercial
standards: gallic acid, (+)-catechin, 4-hydroxybenzoic acid, (−)-epigallocatechin gallate,
vanillic, (−)-epicatechin, caffeic acid, p-coumaric acid, trans-ferulic acid, benzoic acid,
ellagic acid, rutin, and myricetin. Their quantification was carried out using calibration
curves.

2.8. Antioxidant Capacity Assays
2.8.1. Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) Test

The ORAC test was determined according to the method described by Fernandez-
Rojas et al. [30]. The AAPH compound was used as a peroxyl radical generator, and Trolox
(0.5 to 10 µM) served as a standard. Briefly, 25 µL of diluted samples were mixed with 25 µL
of 153 mM AAPH and 150 µL of 0.05 µM fluorescein in 96-well black microplates (Costar®,
Corning, NY, USA). Fluorescence was measured every minute for 90 min at 37 ◦C in a
Synergy HT multimode microplate reader (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) using
fluorescence filters with an excitation wavelength of 485 nm and an emission wavelength
of 520 nm. Data were expressed as µM of Trolox equivalents.

2.8.2. Ferric Ion-Reducing Antioxidant Power (FRAP) Assay

This parameter was determined using the methodology described by Ramírez-
Rodríguez et al. [31]. Briefly, 30 µL of the diluted samples and 300 µL of the FRAP solution
(1.66 mM FeCl3 and 0.83 mM TPTZ in 300 mM acetate buffer, pH 3.6) were mixed in a
96-well microplate. After 15 min of incubation at room temperature, the absorbance at 593
nm was measured. Data were expressed as mM of Trolox equivalents.

2.8.3. Antioxidant Activity Assay Against 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl Radical (DPPH•)

This assay was created according to Koren et al. [25]. Briefly, 27 µL of the sample and
20 µL of 2 mM DPPH• methanolic solution were added directly to the 96-well microplate
and allowed to stand for 2 min. Subsequently, 285 µL of methanol were added, followed
by another 2 min standing period, and the optical density at 517 nm was read. The results
were expressed as the percentage of DPPH removed.

2.9. Extraction of Low-Molecular-Weight Peptides

The peptide extract was prepared following the method described by Gaspar et al. [32]
with modifications. The pH of 50 mL of samples (C1 and C2) was adjusted to 6.5 using 1 M
NaOH and stirred for 30 min at room temperature. Subsequently, the samples were heated
in a water bath at 70 ◦C for 30 min. The cells were collected by centrifugation at 4500 rpm
for 15 min at 4 ◦C and washed twice with a sodium phosphate buffer (5 mM at pH 6.5). The
cells were collected again by centrifugation under the same conditions. The recovered cells
were resuspended in 30 mL of NaCl solution (100 mM at pH 2, adjusted with phosphoric
acid) and stirred for 1 h at 4 ◦C using a magnetic stirrer. The suspension was centrifuged at
4500 rpm for 15 min at 4 ◦C, and the supernatant was collected and adjusted to pH 6.5 with
1 M NaOH. The recovered supernatant was filtered through a cellulose acetate filter with a
pore size of 0.22 µm, and finally, the extract was lyophilized for analysis. Each sample was
analyzed by gel electrophoresis using the same technique described in Section 2.5.2.

2.10. Statistical Analysis

The results were analyzed using a one-way analysis of variance (ANOVA) test and
a post hoc Tukey’s test at a significance level of p < 0.05. Data are presented as the mean
and standard deviation (SD) of three independent experiments. Comparisons were made
between each consortium at different fermentation times (0, 8, and 16 h) and differences
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between consortia at the same fermentation time. All analyses were carried out using the
SPSS V.19 statistical package.

3. Results
3.1. Prebiotic Activity

The effect of treatments on prebiotic activity was assessed in terms of the survival of L.
rhamnosus GG (Figure 1A) and the concentration of reducing sugars (Figure 1B) in BJ and its
mixture with whey (BJ + WH). In Figure 1A, inulin, used as a positive control, significantly
enhanced the survival of L. rhamnosus GG compared to BJ and BJ + WH (p < 0.05). The
samples showed intermediate survival, indicating that whey components may offer some
protective effects.
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Figure 1. Prebiotic activity on the survival of L. rhamnosus GG (A) and reducing sugars (B) in
blackberry juice (BJ) and its mixture with whey (BJ + WH). Values represent the mean of three
experiments ± standard deviation (n = 3). Different letters indicate significant differences (p < 0.05)
between samples.

In panel B, the initial concentration of reducing sugars was higher in BJ than in
BJ + WH and the inulin control. After 48 h of incubation at 37 ◦C, the concentration
of reducing sugars decreased in BJ and the control inulin, reflecting their consumption
by the microorganisms and suggesting a more efficient metabolism by L. rhamnosus GG,
supporting its prebiotic effect.

3.2. Proteolytic Profile

The proteolytic profile of BJ mixed with whey (1:1) was evaluated for three samples of
C1 (L. plantarum, P. acidilactici, and L. brevis); C2 (L. casei and L. rhamnosus); and C− (BJ + WH
without inoculum). The protein hydrolysis was determined by measuring free amino
groups and analyzing the molecular weights using SDS-PAGE electrophoresis, as shown in
Figure 2.

The evolution of free amino groups during fermentation reflects the dynamics of
protein hydrolysis and the subsequent release of peptides and amino acids [33]. The
initial free amino group concentration was 1676.6 mg/L on average. During the first 8
h of fermentation, samples C1 and C2 showed significant decreases to 983.8 mg/L and
1140.3 mg/L, respectively, likely due to rapid assimilation by LAB for biomass synthesis
and energy metabolism. At 16 h, free amino group concentrations were maintained in C1
(860.6 mg/L) and C2 (1128.7 mg/L) compared to C− (1296.8 mg/L). The action of proteases
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and peptidases can degrade proteins into lower molecular weight peptides and free amino
acids [34].
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Figure 2. Free amino groups determined by the TNBS technique for blackberry beverages containing
whey during fermentation. C1: Consortium 1 (L. plantarum, P. acidilactici, and L. brevis); C2 (L. casei and
L. rhamnosus); and C− (without inoculum). * p < 0.05 vs. C−. Values represent the mean ± standard
deviation of three experiments (n = 3).

Differences between C1 and C2 suggest moderated variability in proteolytic activity,
with C1 showing greater accumulation of free amino groups, indicating more efficient
protein degradation by the generation of low-molecular-weight peptides. The increased
concentration of free amino groups during the final hours of fermentation indicates the
possible presence of bioactive peptides in the fermented matrix.

The variation in free amino groups throughout the fermentation process demonstrates
the differing proteolytic activity of the evaluated bacterial consortia [28]. The greater
production of these compounds in C1 suggests their potential to generate peptides with
bioactive activity, creating opportunities for developing fermented beverages with im-
proved functional properties [35].

SDS-PAGE analysis revealed the gradual degradation of proteins during fermentation,
illustrating the generation of lower molecular weight peptides over time (see Figure 3).
Initially (time 0), high-molecular-weight bands diminished in intensity as the fermentation
progressed, indicating the activity of bacterial proteases on the proteins in whey and
blackberry juice.

After 8 h, partial fragmentation was observed, with lower molecular weight bands
emerging, indicating ongoing hydrolysis. By 16 h, a significant accumulation of low-
molecular-weight peptides and disappearance of larger protein bands were evident, reflect-
ing the proteolytic activity of LAB, such as L. plantarum and P. acidilactici, which are known
to produce enzymes that release bioactive peptides during fermentation. Notably, C1
showed increased smaller peptides (5 and 2 kDa) at 16 h. This is likely associated with the
formation of compounds with bioactive potential, including those exhibiting antioxidant,
antihypertensive, or immunomodulatory properties, highlighting the importance of this
process in the development of functional foods [34].
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weight standard.

3.3. Quantification of Organic and Phenolic Compounds During Fermentation

Table 1 displays the changes in phenolic acids, flavonoids, and organic acids in C1,
C2, and C− samples at 0, 8, and 16 h of fermentation. A noteworthy decrease in certain
phenolic acids, such as gallic acid and hydroxybenzoic acid, was observed in the inoculated
samples (C1 and C2) and benzoic acid in C2, suggesting their potential metabolism by LAB.
In contrast, the levels of these compounds remain stable in the non-inoculated sample (C−),
indicating that microbial fermentation influences their transformation. Furthermore, cate-
chin and epicatechin show fluctuating concentrations, likely due to flavonoid conversion
or their interaction with proteins and peptides released during fermentation.

EGCG (epigallocatechin gallate), which was not detected in the three samples at 0 h,
appears in C2 at 8 and 16 h after fermentation, potentially due to the conversion of other
flavonoids. Benzoic acid, a microbial metabolite produced from phenolic acid degradation,
showed varying concentrations, with higher levels observed in the control sample (C−),
suggesting LAB fermentation may influence its production.
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Table 1. Quantification of phenolic acids, flavonoids, and organic acids in fermented beverages (C1, C2, and C−) during fermentation (0, 8, and 16 h).

Fermentation 0 h 8 h 16 h
Sample C1 C2 C− C1 C2 C− C1 C2 C−

Phenolic acids
Gallic acid 0.356 ± 0.007 A,a 0.394 ± 0.014 A,a 0.353 ± 0.031 A,a 0.144 ± 0.060 B,a 0.171 ± 0.017 B,a 0.349 ± 0.021 A,b 0.147 ± 0.004 B,a 0.163 ± 0.001 B,a 0.347 ± 0.016 A,b

Hydroxybenzoic 0.031 ± 0.001 A,a 0.029 ± 0.002 A,a 0.030 ± 0.001 A,a 0.017 ± 0.002 B,a 0.017 ± 0.004 B,a 0.028 ± 0.002 AB,b 0.013 ± 0.001 C,a 0.018 ± 0.001 B,b 0.026 ± 0.001 B,c

Vanillic acid 0.072 ± 0.004 A,a 0.046 ± 0.023 A,a 0.063 ± 0.010 A,a 0.042 ± 0.022 AB,ab 0.027 ± 0.013 A,a 0.078 ± 0.002 A,b 0.020 ± 0.014 B,a 0.015 ± 0.004 A,a 0.073 ± 0.005 A,c

Caffeic acid 0.069 ± 0.001 A,b 0.060 ± 0.004 A,a 0.064 ± 0.002 A,ab 0.062 ± 0.016 A,a 0.040 ± 0.009 B,a 0.038 ± 0.004 B,a 0.031 ± 0.006 B,a 0.024 ± 0.002 C,a 0.031 ± 0.012 B,a

Coumaric acid 0.157 ± 0.001 A,a 0.126 ± 0.015 A,a 0.157 ± 0.022 A,a 0.138 ± 0.028 A,a 0.023 ± 0.005 B,b 0.111 ± 0.001 B,b 0.046 ± 0.002 B,c 0.026 ± 0.001 B,a 0.037 ± 0.001 C,b

Ferulic acid 0.075 ± 0.005 A,b 0.023 ± 0.006 B,a 0.092 ± 0.004 A,c 0.030 ± 0.003 C,a 0.051 ± 0.008 A,b 0.086 ± 0.008 A,c 0.051 ± 0.002 B,a 0.056 ± 0.004 A,a 0.087 ± 0.004 A,b

Benzoic acid 1.064 ± 0.057 A,a 1.588 ± 0.174 A,b 1.742 ± 0.142 A,b 1.084 ± 0.268 A,a 1.252 ± 0.206 AB,a 1.407 ± 0.113 B,a 1.324 ± 0.032 A,a 1.126 ± 0.127 B,a 1.211 ± 0.074 B,a

Ellagic acid 0.063 ± 0.002 A,a 0.063 ± 0.005 A,a 0.056 ± 0.001 A,a 0.047 ± 0.010 AB,b 0.024 ± 0.002 B,a 0.062 ± 0.004 A,b 0.028 ± 0.008 B,a 0.033 ± 0.006 B,ab 0.059 ± 0.019 A,b

Flavonoids
Rutin 0.683 ± 0.029 A,a 1.172 ± 0.143 A,b 0.526 ± 0.031 B,a 0.686 ± 0.081 A,b 0.467 ± 0.052 B,a 0.852 ± 0.021 A,c 0.494 ± 0.019 B,a 0.511 ± 0.067 B,a 0.910 ± 0.079 A,b

Myricetin 0.062 ± 0.016 A,a 0.053 ± 0.004 A,a 0.070 ± 0.005 A,a 0.067 ± 0.005 A,b 0.031 ± 0.002 B,a 0.055 ± 0.016 A,b 0.021 ± 0.002 B,b 0.007 ± 0.001 C,a 0.053 ± 0.009 A,c

Epicatechin 0.407 ± 0.042 A,b 0.166 ± 0.009 B,a 0.333 ± 0.029 B,b 0.404 ± 0.027 A,b 0.343 ± 0.015 A,a 0.441 ± 0.021 A,b 0.364 ± 0.008 A,a 0.369 ± 0.018 A,a 0.474 ± 0.007 A,b

EGCG <LOD <LOD <LOD <LOD 0.132 ± 0.005 B,a <LOD 0.0134 ± 0.005 b 0.142 ± 0.005 A,a 0.215 ± 0.008 A

Catechin 3.307 ± 0.271 AB,a 2.249 ± 0.911 A,a 2.882 ± 0.296 B,b 3.554 ± 0.220 A,b 2.882 ± 0.119 A,a 3.454 ± 0.052 A,b 2.848 ± 0.085 B,a 3.067 ± 0.063 A,b 3.418 ± 0.104 A,c

Organic acids
Acetic acid 52.4 ± 4.26 C,b 49.22 ± 4.77 B,b 64.71 ± 3.81 A,a 77.34 ± 7.65 B,a 64.75 ± 4.78 AB,ab 58.32 ± 6.15 A,b 93.91 ± 3.38 A,a 65.94 ± 6.00 A,b 53.00 ± 2.50 B,c

Note. Data are presented in mg/100 mL. C1 (L. plantarum, P. acidilactici, and L. brevis); C2 (L. casei and L. rhamnosus); and C− (without inoculum); EGCG: epigallocatechin gallate; LOD:
Limit of Detection. Values represent the mean ± standard deviation of three experiments (n = 3). Different capital letters in subscript indicate significant differences between different
hours for each sample. Different lowercase letters indicate significant differences between samples for each hour of fermentation.
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The rutin and myricetin levels decreased in inoculated samples (C1 and C2) dur-
ing fermentation, suggesting degradation or conversion into other bioactive compounds.
Myricetin showed the most significant reduction in C2, potentially due to higher enzymatic
activity. Additionally, acetic acid, a marker of fermentation activity, increased over time
in C1 and C2, confirming the metabolic activity of LAB in converting sugars and other
precursors into organic acids. In contrast, acetic acid levels remained stable in the control
sample (C−), highlighting the role of bacteria fermentation.

3.4. Antioxidant Capacity

Table 2 presents the antioxidant properties of fermented blackberry juice, evaluated
through the ORAC, FRAP, and DPPH assays at 0, 8, and 16 h of fermentation, by evaluating
three samples: C1, C2, and C−.

Table 2. Antioxidant properties of fermented beverages during fermentation.

Samples Fermentation
(Hours) ORAC * FRAP * DPPH

(% of Elimination)

C1
0 2447.8 ± 48.5 A,b 2.7 ± 0.09 A,a 51.71 ± 5.79 A,a

8 2106.5 ± 274.6 A,b 2.4 ± 0.28 AB,a 51.27 ± 1.04 A,a

16 2061.5 ± 203.1 A,a 2.04 ± 0.10 B,a 43.36 ± 1.82 A,a

C2
0 2919.8 ± 290.7 A,a 2.75 ± 0.27 A,a 45.31 ± 2.83 A,a

8 2291.7 ± 148.5 B,a 2.38 ± 0.17 AB,a 45.27 ± 2.32 A,b

16 2982.6 ± 30.17 A,a 1.99 ± 0.11 B,a 46.27 ± 1.95 A,a

C−
0 2589.5 ± 90.3 A,ab 2.51 ± 0.22 A,a 44.39 ± 1.42 A,a

8 2652.6 ± 92.9 A,a 2.61 ± 0.45 A,a 39.7 ± 2.51 A,c

16 2164.1 ± 165.2 B,a 2.19 ± 0.2 A,a 44.78 ± 2.04 A,a

* Results of the ORAC and FRAP assays are presented as µM and mM Trolox equivalents, respectively. C1 (L.
plantarum, P. acidilactici, and L. brevis); C2 (L. casei and L. rhamnosus); and C− (without inoculum). Values represent
the mean ± standard deviation of three experiments (n = 3). Capital letters in supscripts indicate significant
differences between different hours for each sample. Different lowercase letters indicate significant differences
between samples for each hour of fermentation.

The overall antioxidant capacity, evaluated by ORAC, varied throughout fermentation,
with C2 exhibiting a higher value at 16 h (2982.6 µM Trolox equivalents) after a temporary
decrease at 8 h. In contrast, the antioxidant capacity of C1 and C− declined over the 16 h of
fermentation. Sample C1 showed the lowest antioxidant capacity at 16 h (2061.5 µM Trolox
equivalents), indicating that the presence of LAB influences this property [36].

The FRAP assay displays the reducing power of ferric ions by the antioxidants present
in the samples. The results showed a decrease in ferric reduction ability through fermenta-
tion time. C1 and C2 showed a significant decrease from the initial values of 2.7 mM Trolox
equivalents.

The DPPH assay showed a decreasing trend throughout fermentation, with C1’s
scavenging capacity diminishing from 51.71% to 43.36% at 16 h. In contrast, C2 and C−
maintained their DPPH scavenging ability.

In summary, the antioxidant properties of fermented blackberry juice are influenced
by the presence of LAB, with C2 exhibiting more favorable behavior. The results suggest
that the fermentation process gradually reduces antioxidant activity, as measured by the
ORAC, FRAP, and DPPH assays, with variations between samples reflecting the specific
interactions between LAB and the antioxidant compounds in blackberry juice [37].
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3.5. Separation of Bacteriocins

Figure 4 shows electropherograms of the SDS-PAGE separation of bacteriocins in
whey-fortified blackberry beverages throughout fermentation at 0, 8, and 16 h. Panels A, B,
and C present the results obtained at 0, 8, and 16 h of fermentation.
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Figure 4. SDS-PAGE separation of peptides from the extract of C1 (L. plantarum, P. acidilactici, and L.
brevis) and C2 (L. casei and L. rhamnosus) during fermentation at time 0 (A), 8 h (B), and 16 h (C) of
fermentation.

In Figure 4A (0 h), several bands corresponding to the molecular weights of the
bacteriocins in the initial samples are visible. In C1, the approximate molecular weights are
15.4 kDa, 7.9 kDa, and 5.7 kDa, while, in C2, two bands with molecular weights of 15.5 kDa
and 5.6 kDa were detected. These bands indicate the presence of bacteriocins with varying
molecular sizes at the beginning of fermentation. In Figure 4B (8 h), all three bacteriocins
are still present in C1, suggesting that, although some degradation or modification has
occurred, the bacteriocins remain intact. In contrast, C2 retains only the 5.5 kDa bacteriocin,
implying that the higher molecular weight bacteriocins have been broken down or altered
by the activity of LAB during fermentation.

Finally, in Figure 4C (16 h), all bacteriocins in both samples nearly disappear, indicat-
ing that, after 16 h of fermentation, the bacteria in the beverage have fully degraded or
converted them into smaller or bioactive compounds. This pattern highlights the metabolic
activity of LAB facilitating probiotic’s stabilization and viability through fermentation,
which can break down bacteriocins and change the antimicrobial properties of the final
product [38].
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4. Discussion
This research demonstrated the effect of the addition of whey to a complex matrix

(blackberry juice) on probiotic viability. This can be attributed to its protein and carbohy-
drates, which promote probiotic growth [15]. It has been reported that β-lactoglobulin and
α-lactalbumin can interact with the cell membrane of L. rhamnosus GG [39], enhancing its
stability under harsh conditions such as gastric acidity and bile salts [40]. This indicates
that whey supplies essential nutrients and may act as a structural protector, supporting
probiotic viability in fermented systems.

Our study shows an 80% survival rate of L. rhamnosus GG in BJ and BJ + WH, suggest-
ing these matrices support probiotic viability and potentially serve as effective delivery
systems. The decrease in reducing the sugar content in BJ after 48 h suggests active carbohy-
drate consumption by microorganisms, whereas BJ + WH showed no significant decrease,
potentially due to L. rhamnosus proteolytic activity targeting whey proteins, as previously
reported the liberation of free amino groups in whey after fermentation [41]. Without the
addition of whey, L. rhamnosus and L. plantarum effectively metabolize simple and complex
carbohydrates to produce organic acids and bioactive metabolites [42]. The significant
decrease in reducing sugar in the inulin control confirms its high fermentability.

Protein hydrolysis during fermentation confirms the formation of low-molecular-
weight peptides, aligning with previous studies on the proteolytic activity of LAB in dairy
and plant matrices [35,43,44]. The greater protein reduction in C1 suggests increased
enzymatic activity from L. plantarum, P. acidilactici, and L. brevis, promoting the release of
peptides with functional properties [20].

Protein hydrolysis increased the free amino groups, indicating the formation of pep-
tides with specific bioactive sequences. SDS-PAGE gel electrophoresis revealed a pro-
gressive breakdown of proteins during fermentation in C1 and C2, which suggests the
formation of low-molecular-weight peptides with potential bioactive properties.

Several studies have demonstrated that peptides generated by LAB can exhibit an-
tihypertensive, antioxidant, and antimicrobial effects, depending on their amino acid
composition and structure [38]. The peptide profile observed in this study aligns with pre-
vious research identifying bioactive sequences from casein and β-lactoglobulin that exhibit
angiotensin-converting enzyme inhibitory and antioxidant activities [44,45]. Specifically,
the peptides found in sample C2 may contain sequences with strong antioxidant activity,
suggesting their potential to influence metal binding activity in biological models.

The proteolytic activity during fermentation releases low-molecular-weight peptides
with enhanced antioxidant potential due to the increased accessibility of specific amino
acid residues like tyrosine, tryptophan, and histidine [41]. Rather than losing bioactivity,
peptide degradation can result in the formation of new, functionally active sequences that
contribute to the overall antioxidant capacity of the fermented matrix.

The fermentation of beverages C1 and C2 significantly increased the total acidity
and acetic acid concentration while reducing the pH. These changes are associated with
LAB metabolism, which generates organic acids and facilitates the enzymatic hydroly-
sis of serum proteins, releasing bioactive peptides [46]. Previous studies showed that
fermentation-derived compounds, like phenolic metabolites and organic acids, can syner-
gize with bioactive peptides, enhancing antimicrobial and antioxidant activities through
mechanisms such as membrane destabilization and redox modulation [47–49]. This syner-
gism is reflected in the fermented beverage’s functional properties, with indicators like the
total acidity and acetic acid levels, serving as reliable markers of bioactivity [50]. Monitor-
ing these parameters provides insights into fermentation’s contribution to the functional
potential of the final product.
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The protective effect of LAB is associated with the degradation of protein–peptide
compounds, like bacteriocins, which produce peptides with biological and antioxidant
properties through hydrolysis. Whey proteins provide a nitrogen source, supporting
metabolism during fermentation without affecting bacteriocin stability. Probiotic microor-
ganisms trigger various reactions, generating not only organic acids but also metabolites
with biological activities. The whey protein-enriched matrix provides a favorable environ-
ment for maintaining probiotic activity [51–53].

The organic acid profile shows increased acetic acid production in C1 and C2, indicat-
ing active fermentation by LAB [54]. This finding aligns with previous studies emphasizing
the ability of heterofermentative LAB, such as L. plantarum and L. brevis, to convert car-
bohydrates into organic acids like acetic and lactic acid [55]. These acids help modulate
the medium’s acidity, enhancing the product’s microbiological and sensory stability [56].
The production of organic acids is closely tied to substrate availability and LAB enzymatic
activity. The BJ + WH combination provided an environment rich in fermentable sugars and
proteins, influencing bacterial metabolism. Recent research has shown that organic acids
and bioactive peptides can work synergistically, enhancing stability and bioavailability in
the gastrointestinal tract [57].

Regarding the conversion of phenolic compounds, a significant reduction in the
concentration of phenolic acids, such as gallic acid and ferulic acid, was noted after fer-
mentation, indicating their potential metabolism by lactic microbiota. Certain LABs are
known to produce phenolases and esterases that can alter the chemical structure of phenols,
leading to metabolites with improved biological activity [58,59]. Specifically, transforming
ferulic acid into smaller phenolic compounds could enhance their solubility and antioxidant
capacity, thus facilitating absorption in the small intestine [60,61].

The increase in EGCG content in all the samples (C1, C2, and C−) may be related
to protein–phenol interactions and the specific LAB metabolism, although the evidence
is limited. Similarly, fermented yogurt with Streptococcus thermophilus and Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus showed reduced protein–phenol affinity, facilitating the EGCG
release [62].

The higher retention of phenolic compounds in consortium C1 compared to C2 and the
control (C−) suggests variations in enzymatic activity among the tested microorganisms.
This may indicate that certain strains have more effective mechanisms for bioconverting
polyphenols into bioactive forms with improved antioxidant effects [60]. Previous studies
have demonstrated that the biotransformation of phenolic compounds by LAB can enhance
their antioxidant and anti-inflammatory properties, implying that the resulting fermented
product could mitigate oxidative stress at the cellular level [61].

Lactobacillaceae microorganisms, including L. plantarum and L. brevis, are known for
converting polyphenolic compounds. Esterases, reductases, and decarboxylases mediate
the conversion of hydroxycinnamic and hydroxybenzoic acids [63]. This biotransformation
is strain-specific, as reported by Montijo-Prieto et al., where L. plantarum 748T consumed p-
coumaric acid through cinnamoyl esterase and decarboxylase activity, resulting in increased
antioxidant activity [64].

Phenolic compounds are sensitive to pH and temperature changes during fermentation.
Previous research showed that BJ + WH samples exhibit high variability in the total phenolic
content at pH 6, whereas C1 and C2 were more stable at pH 3.5 [24]. Phenolic compounds
have also been reported to be more stable during vegetable fermentation [65]. Additionally,
they can remain stable during fermentation at 37 ◦C and storage at 4 ◦C [24,66,67].

Antioxidant activity, measured by ORAC, FRAP and DPPH, showed a slight decrease
in some samples after 16 h of fermentation, but consortium C2 maintained its antioxidant
capacity. This activity may be attributed to the production of antioxidant metabolites
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during fermentation, including transformed organic acids, phenolic compounds, and
bioactive peptides released through whey protein hydrolysis [44,68]. Additionally, previous
studies have indicated that peptides derived from dairy protein fermentation may exhibit
antioxidant activity, primarily due to amino acid residues that effectively neutralize reactive
oxygen species [43]. Specifically, residues such as tyrosine, histidine, and tryptophan have
been associated with the antioxidant capacity of low-molecular-weight peptides [44].

In this context, the peptides released in sample C2 may contribute to the observed
antioxidant activity, as their generation was more pronounced compared to the other
samples. Several studies have shown that peptides with a high content of hydrophobic
groups can interact with free radicals and help stabilize cell membranes, thereby preventing
oxidative damage in biological systems [20,44].

Furthermore, the interaction between bioactive peptides and phenolic compounds in
fermented systems has been recognized as enhancing antioxidant activity [69]. Some studies
suggest that certain peptides can form insoluble complexes with polyphenols, shielding
them from degradation and boosting their bioactivity in the gastrointestinal tract [70]. This
synergy between peptides and phenolic compounds may account for the stable antioxidant
activity observed in consortium C2, where a lesser decrease in antioxidant capacity was
noted following fermentation.

As the antioxidant activity of peptides depends on their specific structure and amino
acid sequence [34], future studies may concentrate on characterizing these peptides using
mass spectrometry and evaluating their capacity to modulate antioxidant pathways in
cellular and animal models. This strategy would allow for a more precise assessment of
their potential in preventing diseases related to oxidative stress, including cardiovascular
and neurodegenerative disorders.

The findings of bacteriocin degradation by LAB during fermentation are consistent
with previous reports. Perez et al. [71] noted that LAB can release antimicrobial peptides
during dairy products fermentation, indicating a similar mechanism for bacteriocins in the
whey blackberry beverage [72]. This degradation process affects the stability of bacteriocins
and improves the final product’s functional properties. The transformation of bacteriocins
into smaller peptides that enhance bioavailability and absorption, as observed in this study,
aligns with findings from other researchers, such as Abbasiliasi et al. [38], who discussed
the fragmentation of high-molecular-weight proteins during fermentation, which facilitates
the absorption of bioactive compounds in the intestinal tract, resulting in a product with
greater therapeutic potential.

Finally, concerning the enhancement of organoleptic properties in the final product, the
results of this study correspond with observations from other research, which indicates that
fermentation not only enhances the functional properties of foods but also has a positive
impact on their sensory characteristics [73]. In this context, Hu et al. [74] highlighted that
the enzymatic activity of LAB during fermentation helps develop appealing flavors and
textures, making the product more enticing to consumers. These findings strengthen the
idea that manipulating bacteriocins during fermentation can positively influence both the
health benefits and sensory quality of the final product.

5. Conclusions
The findings of this study highlight the potential of fermenting blackberry juice with

whey as a strategy to improve probiotic viability and encourage the release of bioactive
peptides. The use of specific LAB consortia promotes the generation of peptides, but the
specific interactions between LAB could impact the results of the antioxidant activity. In this
context, the use of C2 (L. casei and L. rhamnosus) consortia showed maintained antioxidant
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activity, suggesting that such products could play a valuable role in developing functional
foods.

Future research should aim to identify and characterize the peptides produced during
fermentation, particularly through mass spectrometry, and conduct in vivo studies to
evaluate their bioavailability and biological activity. Furthermore, optimizing the LAB
consortia and fermentation conditions could improve the functionality of the final product,
paving the way for the development of fermented beverages with therapeutic potential
and enhanced health benefits.
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​CAPÍTULO V. Propiedades probióticas de las BAL y su actividad antimicrobiana​
​contra​​E. coli y S. aureus​​.​

​5.1.​ ​Introducción​

​La​ ​demanda​ ​sobre​ ​el​ ​consumo​ ​de​ ​probióticos​ ​ha​ ​ganado​ ​interés​ ​entre​ ​la​

​población,​​relacionado​​con​​el​​impacto​​positivo​​que​​tiene​​sobre​​el​​cuerpo​​humano.​​Sus​

​principales​ ​acciones​ ​se​ ​encaminan​ ​a​ ​la​ ​inhibición​ ​de​ ​patógenos​ ​y​ ​síntesis​ ​de​

​posbióticos​ ​como​ ​ácidos​ ​orgánicos,​ ​péptidos,​ ​exopolisacáridos,​ ​que​ ​tienen​ ​un​​efecto​

​en​ ​funciones​ ​endocrinas,​ ​señalización​ ​neurológica,​ ​maduración​ ​del​ ​sistema​ ​inmune,​

​metabolismo de sales biliares, entre otras (1).​

​Para​ ​que​ ​un​ ​microorganismo​ ​sea​ ​considerado​ ​como​ ​probiótico,​ ​es​ ​necesario​

​demostrar​​su​​funcionalidad​​y​​se​​debe​​mantener​​su​​viabilidad​​en​​cantidades​​suficientes​

​para​​el​​hospedero.​​Se​​ha​​sugerido​​que​​la​​cantidad​​mínima​​terapéutica​​de​​10​​6​ ​UFC/gr​

​con​​la​​necesidad​​de​​que​​l​​as​​cepas​​permanezc​​an​​intactas​​a​​través​​del​​tracto​​intestinal​

​para​ ​garantizar​ ​efectos​ ​promotores​ ​de​ ​la​ ​salud​ ​al​ ​entrar​ ​en​ ​su​ ​sitio​ ​de​ ​acción​ ​(2,3).​

​Con​​esta​​concentración,​​se​​puede​​asegurar​​su​​supervivencia​​tras​​el​​paso​​por​​el​​tracto​

​gastrointestinal,​ ​obteniendo​ ​concentraciones​ ​suficientes​ ​que​ ​permitan​ ​la​​colonización​

​en​ ​el​ ​colon​ ​(4–6),​ ​seguido​ ​de​ ​la​ ​adherencia​ ​al​ ​epitelio​ ​intestinal,​ ​la​ ​cual​ ​es​ ​una​

​propiedad​ ​relacionada​ ​con​ ​su​ ​potencial​ ​antimicrobiano​​(7,8).​​Otro​​punto​​importante​​a​

​considerar​ ​en​ ​el​ ​contexto​ ​de​ ​enfermedad,​ ​es​ ​su​ ​sensibilidad​ ​a​ ​los​ ​antibióticos​ ​para​

​disminuir​ ​el​ ​riesgo​ ​de​ ​resistencia​ ​a​​los​​fármacos​​(9).​​Estas​​pruebas​​permiten​​que​​los​

​microorganismos​ ​con​ ​propiedades​ ​probióticas​ ​puedan​ ​ser​ ​administrados​ ​de​ ​forma​

​segura y con un impacto positivo en la salud.​

​Aunque​ ​ya​ ​son​ ​conocidas​ ​las​ ​propiedades​ ​probióticas​ ​de​ ​diferentes​ ​cepas​

​ácido-lácticas​​en​​monocultivo,​​aún​​no​​se​​conoce​​completamente​​si​​estas​​propiedades​

​pueden​​verse​​modificadas​​en​​combinaciones/co-cultivo​​que​​impacten​​directamente​​en​

​la​ ​salud​ ​del​ ​huésped​ ​(1).​ ​Dado​ ​que​ ​se​ ​trabajó​ ​con​ ​un​ ​jugo​ ​fermentado​ ​con​ ​dos​

​consorcios​ ​de​ ​BAL,​ ​resulta​​fundamental​​analizar​​las​​propiedades​​probióticas​​de​​cada​

​consorcio​​sin​​el​​jugo,​​así​​como​​la​​actividad​​antimicrobiana​​de​​los​​consorcios​​en​​el​​jugo.​

​Por​​lo​​cual,​​el​​objetivo​​del​​presente​​trabajo​​fue​​determinar​​las​​propiedades​​probióticas​

​en​ ​cepas​ ​de​ ​bacterias​ ​ácido-lácticas​ ​en​ ​monocultivo​ ​y​ ​co-cultivo,​ ​que​ ​permitan​

​identificar​ ​si​ ​las​ ​propiedades​ ​evaluadas​ ​se​ ​modifican​ ​cuando​ ​las​ ​cepas​ ​están​ ​en​

​co-cultivo.​
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​5.2.​ ​Materiales y métodos​

​5.2.1.​ ​Materiales​

​El​ ​caldo​ ​y​ ​agar​ ​Man,​ ​Rogosa​ ​y​ ​Sharpe​ ​(MRS)​ ​son​ ​de​ ​HIMEDIA,​ ​caldo​

​Muller-Hinton​​(Merk)​​y​​los​​principales​​reactivos​​son​​PBS​​(fosfato​​de​​sodio​​monobásico​

​y​ ​fosfato​ ​de​ ​potasio​ ​dibásico,​ ​900​ ​y​ ​400​ ​μg​ ​en​ ​100​ ​mL,​ ​respectivamente,​ ​pH​ ​7.5),​

​pepsina,​ ​pancreatina,​ ​sales​ ​biliares,​ ​ácido​ ​tricloroacético,​ ​dextrano​ ​y​ ​los​ ​antibióticos​

​ampicilina,​ ​penicilina,​ ​meropenem,​ ​linezolid,​ ​vancomicina,​ ​eritromicina​ ​y​ ​clindamicina​

​son Sigma-Aldrich.​

​5.2.2.​ ​Preparación de cultivos bacterianos​

​Se​​usaron​​cultivos​​frescos​​para​​las​​pruebas​​de​​autoagregación,​​hidrofobicidad,​

​resistencia​​al​​paso​​por​​condiciones​​del​​tracto​​gastrointestinal,​​antibiograma​​y​​actividad​

​antimicrobiana (Capítulo 1).​

​5.2.3.​ ​Ensayo de autoagregación​

​La​ ​capacidad​ ​de​ ​autoagregación​ ​de​ ​cepas​ ​se​ ​evaluó​ ​mediante​ ​el​ ​método​

​descrito​​por​​Hyrslova,​​et​​al.​​(10)​​con​​ligeras​​modificaciones.​​Esta​​metodología​​se​​basa​

​en​​la​​agregación​​y​​precipitación​​de​​cultivos​​bacterianos,​​reflejándose​​en​​la​​pérdida​​de​

​la​ ​turbidez.​ ​Se​ ​recolectó​ ​la​ ​biomasa​ ​de​ ​los​ ​cultivos​ ​frescos​ ​(ver​ ​sección​ ​6.2.2)​ ​por​

​centrifugación​​(Centrífuga​​Allegra​​25R,​​Beckman​​Coulter,​​EUA)​​a​​8,000​​rpm,​​durante​​7​

​minutos​​y​​se​​resuspendieron​​en​​PBS​​(NaCl​​0.137​​M,​​KCl​​0.0027​​M,​​Na​​₂​​HPO​​₄​​0.01​​M,​

​KH​​₂​​PO​​₄​ ​0.0018​ ​M,​ ​pH​ ​7.4)​ ​a​ ​una​ ​densidad​ ​óptica​ ​de​ ​0.50-0.60​ ​a​ ​600​ ​nm​ ​(A​​0​​).​ ​Los​

​cultivos​ ​se​ ​incubaron​ ​(Felisa​ ​FE-133D,​ ​Feligneo,​ ​México)​ ​a​ ​37​ ​°C​ ​por​ ​7​ ​horas​ ​sin​

​agitación​​(y​​se​​midió​​la​​densidad​​óptica​​a​​las​​2,​​4​​y​​7​​horas​​(A​​h​​)​​a​​600​​nm​​en​​un​​lector​

​de​ ​microplacas​ ​(Power​ ​Wave​ ​XS​ ​UV-Biotek,​ ​Gen​ ​5​ ​Software​ ​versión​ ​3.16.10,​ ​KC​

​Junior,​ ​Winooski,​ ​VT,​ ​USA).​ ​El​ ​porcentaje​ ​de​ ​autoagregación​ ​se​ ​determinó​ ​con​ ​la​

​siguiente fórmula:​

​1.​ ​Autoagregación (%)= (1-(A​​h​​/A​​0​​))​​✖​​100​

​5.2.4.​ ​Hidrofobicidad​

​La​ ​hidrofobicidad​ ​se​ ​realizó​ ​de​ ​acuerdo​ ​con​ ​el​ ​método​ ​establecido​ ​por​

​Hyrslova,​ ​et​ ​al.​ ​(10),​ ​esta​ ​metodología​ ​permite​ ​determinar​ ​la​ ​afinidad​ ​de​ ​los​

​microorganismos​ ​al​ ​disolvente​ ​apolar,​ ​simulando​ ​la​ ​adherencia​ ​de​ ​las​ ​bacterias​ ​a​

​superficies​ ​hidrofóbicas.​ ​Los​​cultivos​​frescos​​(ver​​sección​​6.2.2),​​fueron​​centrifugados​

​(Centrífuga​ ​Allegra​ ​25R,​ ​Beckman​ ​Coulter,​ ​EUA)​ ​por​ ​5000​ ​xg,​ ​durante​ ​5​ ​minutos,​ ​a​
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​temperatura​​ambiente.​​La​​biomasa​​bacteriana​​se​​lavó​​dos​​veces​​con​​5​​mL​​de​​tampón​

​de​​solución​​salina​​de​​fosfato​​(5​​mM​​a​​pH​​7.0)​​y​​se​​resuspendió​​a​​una​​densidad​​óptica​

​de 0.50-0.60 a 620 nm (H​​0​​).​

​Después,​​se​​tomaron​​5​​mL​​de​​suspensión​​bacteriana​​y​​se​​agregaron​​150​​μL​​de​

​hexano;​​se​​agitó​​en​​un​​vórtex​​durante​​1​​minuto​​y​​se​​dejó​​en​​reposo​​durante​​30​​min​​a​

​temperatura​​ambiente.​​La​​densidad​​óptica​​de​​la​​fase​​acuosa​​se​​midió​​a​​620​​mm​​(H​​t​​)​

​en​ ​un​ ​lector​ ​de​ ​microplacas​ ​(Power​ ​Wave​ ​XS​ ​UV-Biotek,​ ​Gen​ ​5​ ​Software​ ​versión​

​3.16.10,​​KC​​Junior,​​Winooski,​​VT,​​USA).​​El​​porcentaje​​de​​hidrofobicidad​​se​​calculó​​con​

​la siguiente fórmula:​

​2.​ ​Hidrofobicidad (%)= ((H0-Ht)/H0)​​✖​​100​

​5.2.5.​ ​Sobrevivencia al paso por condiciones del tracto gastrointestinal​

​La​ ​sobrevivencia​ ​de​ ​las​ ​cepas​ ​al​ ​paso​ ​por​ ​el​​tracto​​gastrointestinal​​se​​realizó​

​por​​simulación​​in​​vitro​​(11).​​Esta​​técnica​​permite​​determinar​​la​​capacidad​​de​​resistencia​

​a​ ​condiciones​ ​adversas​ ​del​ ​tracto​ ​gastrointestinal​ ​superior​ ​como​ ​el​​pH​​ácido​​(2​​a​​3),​

​actividad​​enzimática​​(pepsina)​​y​​sales​​biliares,​​con​​el​​objetivo​​de​​que​​el​​mayor​​número​

​de BAL lleguen viables al intestino grueso (12).​

​Como​​primer​​paso,​​1​​mL​​del​​cultivo​​en​​fresco​​(ver​​sección​​6.2.2),​​se​​recolectó​​y​

​centrifugó​ ​(Allegra​ ​25R,​ ​Beckman​ ​Coulter,​ ​EUA)​ ​durante​ ​7​ ​minutos​ ​a​ ​5500​ ​xg​ ​a​

​temperatura​ ​ambiente​ ​(y​ ​se​ ​lavó​ ​dos​ ​veces​ ​en​ ​PBS​ ​(pH​ ​7).​ ​La​ ​biomasa​ ​fue​

​resuspendida​​en​​10​​mL​​de​​jugo​​gástrico​​simulado​​compuesto​​de​​pepsina​​a​​3​​g/L​​a​​pH​

​2​ ​(ajustado​ ​con​ ​HCl​ ​1​ ​N),​ ​diluido​ ​en​​solución​​salina​​al​​0.5​​%.​ ​La​​solución​​se​​incubó​

​por​ ​2​ ​horas​ ​a​ ​37​ ​°C​ ​sin​ ​agitación,​ ​se​ ​tomó​ ​una​ ​alícuota​ ​de​ ​2​ ​mL​ ​y​ ​se​ ​determinó​ ​la​

​cuenta​ ​viable​ ​en​ ​placa​ ​con​ ​MRS​ ​con​ ​la​ ​técnica​ ​de​ ​microgota,​ ​las​ ​placas​ ​fueron​

​incubadas​ ​(marca,​ ​modelo,​ ​país)​ ​a​ ​37​ ​°C​ ​por​ ​36​ ​horas.​ ​Como​ ​segundo​ ​paso,​ ​se​

​recolectó​ ​por​ ​centrifugación,​​en​​las​​mismas​​condiciones,​​la​​biomasa​​del​​jugo​​gástrico​

​simulado​​y​​se​​resuspendió​​en​​10​​mL​​de​​jugo​​intestinal​​simulado​​(1​​g/L​​de​​pancreatina​

​más​ ​2​ ​g/L​ ​de​ ​sales​ ​biliares​ ​a​​pH​​8​​ajustado​​con​​NaOH​​1​​N,​​en​​dilución​​con​​solución​

​salina​ ​al​ ​0.5​ ​%),​ ​se​​realizó​​la​​cuenta​​viable​​en​​agar​​MRS.​​Posteriormente,​​las​​placas​

​se​​incubaron​​en​​las​​mismas​​condiciones.​​Los​​resultados​​se​​expresaron​​en​​porcentaje​

​de viabilidad celular.​

​5.2.6.​ ​Antibiograma​

​La​ ​resistencia​ ​a​ ​los​ ​antibióticos​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​se​ ​evaluó​ ​con​ ​la​ ​concentración​

​mínima​ ​inhibitoria​ ​(CMI)​​de​​acuerdo​​con​​el​​método​​de​​susceptibilidad​​establecido​​por​
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​el​ ​Clinical​ ​and​ ​Laboratory​ ​Standards​ ​Institute​ ​(13).​ ​Los​ ​antibióticos​ ​probados​ ​fueron​

​ampicilina,​ ​penicilina,​ ​meropenem,​ ​linezolid,​ ​vancomicina,​​eritromicina​​y​​clindamicina,​

​relacionados​​con​​la​​solicitud​​de​​la​​norma​​ISO​​10932​​(14).​​Las​​cepas​​fueron​​cultivadas​

​a​ ​37​ ​°C​ ​por​ ​24​ ​h​ ​en​ ​caldo​ ​MRS;​ ​posteriormente,​ ​se​ ​inoculó​​cada​​cepa​​partiendo​​de​

​una​ ​suspensión​ ​al​ ​0.5​ ​del​ ​nefelómetro​ ​de​ ​McFarland​ ​en​ ​caldo​ ​Muller-Hinton​

​suplementado​​con​​sangre​​de​​caballo​​(1​​%).​​Se​​incubaron​​a​​35​​°C​​con​​5%​​de​​CO​​2​ ​por​

​24​ ​h.​ ​La​ ​CMI​ ​se​ ​determinó​ ​por​ ​observación​ ​de​ ​hemólisis​ ​celular​ ​(degradación​ ​de​

​eritrocitos)​ ​para​ ​cada​ ​una​ ​de​ ​las​ ​cepas​ ​probadas,​ ​la​ ​ausencia​ ​de​ ​hemólisis​ ​indica​

​seguridad (sensibilidad al antibiótico).​

​5.2.7.​ ​Producción de exopolisacáridos​

​Para​ ​determinar​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​exopolisacáridos​ ​de​ ​las​ ​BAL,​ ​las​ ​cepas​ ​en​

​monocultivo​ ​(​​L.​ ​plantarum,​ ​P.​ ​acidilactici,​ ​L.​ ​brevis,​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​L.​ ​casei​​)​ ​y​

​co-cultivo​​(C1:​​L.​​plantarum,​​P.​​acidilactici​​y​​L.​​brevi​​s;​​y​​C2:​​L.​​rhamnosus​​y​​L.​​casei)​​se​

​cultivaron​​en​​caldo​​MRS​​en​​incubación​​(Felisa​​FE-133D,​​Feligneo,​​México)​​a​​37​​°C​​por​

​72​ ​horas.​ ​Durante​ ​la​​fermentación​​se​​tomaron​​alícuotas​​de​​5​​mL​​a​​las​​0,​​24,​​48​​y​​72​

​horas.​ ​Se​ ​agregaron​ ​2​ ​mL​ ​de​ ​ácido​ ​tricloroacético​ ​(80%​ ​en​ ​agua​ ​desionizada)​ ​al​

​cultivo bacteriano, se agitó vigorosamente por 30 seg y se dejó reposar 20 min a 4 °C.​

​Posteriormente,​​se​​centrifugó​​(Allegra​​25R,​​Beckman​​Coulter,​​EUA)​​30​​minutos​

​a​ ​7000​ ​xg​ ​a​ ​4​ ​°C​ ​a​ ​temperatura​ ​ambiente.​ ​Se​ ​tomaron​ ​2​ ​mL​​del​​sobrenadante​​y​​se​

​agregaron​ ​2​ ​mL​ ​de​ ​etanol​ ​absoluto​​y​​se​​mezcló​​vigorosamente​​por​​30​​segundos.​​Se​

​dejó​​reposar​​20​​min​​a​​4°C​​y​​se​​midió​​la​​absorbancia​​de​​(200​​μL)​​a​​720​​nm​​en​​un​​lector​

​de​ ​microplacas​ ​(Power​ ​Wave​ ​XS​ ​UV-Biotek,​ ​Gen​ ​5​ ​Software​ ​versión​ ​3.16.10,​ ​KC​

​Junior,​ ​Winooski,​ ​VT,​ ​USA)​​.​ ​Como​ ​estándar​ ​de​ ​referencia​ ​se​ ​utilizó​ ​dextrano​ ​y​ ​se​

​realizó​​una​​curva​​estándar​​de​​5​​puntos​​(0,​​0.2,​​0.4,​​0.6​​y​​1​​mg/mL).​​Los​​resultados​​se​

​expresaron en mg/mL.​

​5.2.8.​ ​Actividad antimicrobiana​

​La​​actividad​​antimicrobiana​​se​​realizó​​por​​el​​método​​de​​microdilución​​en​​caldo​

​(15)​​que​​se​​fundamenta​​en​​determinar​​la​​cinética​​de​​muerte​​de​​un​​microorganismo​​de​

​referencia​​(patógeno)​​al​​contacto​​con​​el​​microorganismo​​probiótico​​a​​través​​del​​tiempo.​

​Se​​probó​​la​​actividad​​bactericida​​de​​los​​cultivos​​frescos​​fermentados​​en​​caldo​​MRS,​​en​

​monocultivo​​(​​L.​​plantarum,​​P.​​acidilactici,​​L.​​brevis,​​L.​​rhamnosus​​y​​L.​​casei​​)​​y​​cocultivo​

​(C1:​ ​L.​ ​plantarum,​ ​P.​ ​acidilactici​ ​y​ ​L.​ ​brevi​​s;​ ​y​ ​C2:​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​L.​ ​casei).​ ​Los​

​cocultivos​ ​inoculados​ ​y​ ​fermentados​ ​en​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​el​

​BJWH/C1​ ​(​​L.​ ​plantarum,​ ​P.​ ​acidilactici​ ​y​ ​L.​ ​brevi​​s)​ ​y​ ​BJWH/C2​ ​(​​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​L.​

​89​



​casei)​ ​y​ ​controles​ ​negativos​ ​se​ ​utilizó​ ​el​ ​caldo​ ​MRS​ ​y​ ​jugo​ ​BJWH/C-,​ ​muestras​ ​sin​

​inóculo.​

​En​ ​cuanto​ ​a​ ​las​ ​cepas​ ​patógenas​ ​de​ ​referencia,​ ​se​ ​activaron​ ​en​ ​agar​ ​soya​

​tripticaseína​​para​​S.​​aureus​​y​​agar​​bilis​​rojo​​violeta​​(VRBG)​​para​​Escherichia​​coli​​y​​se​

​sincronizaron​ ​en​ ​5​ ​mL​ ​de​ ​caldo​ ​nutritivo,​ ​en​ ​ambos​ ​procesos​ ​se​ ​incubaron​ ​(Felisa​

​FE-133D,​ ​Feligneo,​ ​México)​ ​a​ ​37​ ​°C​ ​por​ ​24​ ​h,​ ​cada​ ​paso.​ ​Del​ ​cultivo​ ​fresco​

​sincronizado​ ​se​ ​recuperó​ ​la​ ​biomasa​ ​por​ ​centrifugación​ ​(Allegra​ ​25R,​ ​Beckman​

​Coulter,​ ​EUA)​ ​durante​​15​​min​​a​​7000​​xg​​a​​temperatura​​ambiente​​y​​se​​hizo​​un​​lavado​

​con​​2mL​​de​​PBS.​​Se​​preparó​​una​​concentración​​al​​2​​del​​nefelómetro​​de​​McFarland​​de​

​las cepas patógenas​​E. coli y S. aureus​​.​

​La​ ​preparación​ ​de​ ​los​ ​tubos​ ​se​ ​realizó​ ​de​ ​la​ ​siguiente​ ​manera:​ ​0.5​ ​mL​ ​del​

​patógeno​ ​a​ ​2​ ​McFarland,​ ​2​ ​mL​ ​de​​caldo​​nutritivo​​y​​2.5​​mL​​de​​las​​muestras​​a​​probar.​

​Posteriormente,​​se​​llevaron​​a​​incubación​​(Felisa​​FE-133D,​​Feligneo,​​México)​​a​​37​​°C​​y​

​se​ ​tomaron​ ​alícuotas​ ​de​ ​200​ ​μL​ ​a​ ​las​ ​0,​ ​2,​ ​4,​ ​6​​y​​24​​horas.​​Se​​realizaron​​diluciones​

​seriadas​​y​​se​​utilizó​​la​​técnica​​de​​microgota​​(16)​​para​​determinar​​la​​cuenta​​viable​​de​​E.​

​coli​​en​​medio​​VRBG​​y​​de​​S.​​aureus​​en​​medio​​soya​​tripticaseína,​​las​​placas​​se​​llevaron​

​a incubación a 37 °C por 24 h.​

​5.2.9.​ ​Análisis estadístico​

​Los​ ​resultados​ ​fueron​ ​presentados​ ​como​ ​la​ ​media​ ​y​ ​desviación​ ​estándar​

​(media​ ​±​ ​DE)​ ​de​ ​tres​ ​experimentos​​independientes​​(n=​​3),​​a​​un​​nivel​​de​​significancia​

​de​ ​p<0.05.​ ​Los​ ​datos​ ​fueron​ ​analizados​ ​usando​ ​un​ ​análisis​ ​de​ ​varianza​ ​de​ ​dos​​vías​

​(ANOVA)​ ​con​ ​post​ ​hoc​ ​Tukey.​ ​Adicionalmente,​ ​se​ ​hizo​ ​un​ ​test-T​ ​para​ ​comparar​ ​los​

​cambios​ ​en​ ​la​ ​resistencia​ ​a​ ​la​ ​digestión​ ​entre​ ​cada​ ​cepa​ ​(estómago​ ​con​ ​intestino).​

​Todos los análisis se realizaron en el software SPSS v. 27.​

​5.3.​ ​Resultados​

​El​ ​análisis​ ​probiótico​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​aisladas​ ​de​ ​aguamiel​ ​(​​L.​ ​plantarum​ ​y​ ​P.​

​acidilactici​​),​ ​pulque​ ​(​​L.​ ​brevis​​)​ ​y​ ​leches​ ​fermentadas​ ​(​​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​L.​ ​casei​​),​ ​en​

​monocultivo​ ​y​ ​cocultivo​ ​(Consorcio​ ​1​ ​conformado​ ​por​ ​L.​ ​plantarum,​ ​L.​ ​brevis​ ​y​ ​P​

​acidilactici;​​y Consorcio 2 conformado por​​L. rhamnosus​​y​​L. casei​​).​

​5.3.1.​ ​Capacidad de autoagregación e hidrofobicidad​

​Las​ ​propiedades​ ​de​ ​autoagregación​ ​aumentaron​ ​con​ ​respecto​ ​al​ ​tiempo​ ​de​

​incubación​ ​(Figura​ ​5.1)​​en​​todas​​las​​cepas​​y​​en​​cocultivo.​​Sin​​embargo,​​P.​​acidilactici​
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​resultó​ ​con​ ​mayor​ ​porcentaje​ ​de​ ​autoagregación​​desde​​las​​2​​horas​​(28.76%)​​y​​hasta​

​las​ ​7​ ​horas​ ​(45.65%),​ ​lo​ ​cual​​fue​​significativo.​​Esto​​se​​relaciona​​con​​el​​hecho​​de​​que​

​en​​las​​muestras​​en​​cocultivo,​​el​​C1​​obtuvo​​el​​porcentaje​​de​​autoagregación​​(24.83​​%,​

​en​ ​promedio)​ ​más​ ​alto,​ ​ya​ ​que​ ​contiene​ ​L.​ ​brevis​​,​ ​L.​ ​plantarum​ ​y​ ​P.​ ​acidilactici​​.​

​Mientras​​que​​las​​muestras​​de​​C2,​​que​​contienen​​L.​​rhamnosus​​y​​L.​​brevis,​​tuvieron​​el​

​menor porcentaje de autoagregación, incluso que las cepas individuales.​

​Figura​ ​5.1.​ ​Autoagregación​ ​de​ ​bacterias​ ​ácido​ ​lácticas​ ​en​ ​monocultivo​ ​y​
​cocultivo.​​Consorcio​​1​​(C1),​​Consorcio​​2​​(C2).​​Los​​valores​​representan​​la​​media​​±​​desviación​
​estándar​​(n=3).​ ​a-f​​Diferentes​​letras​​minúsculas​​indican​​diferencia​​significativa​​(p<0.05)​​entre​​las​
​diferentes​ ​muestras​ ​en​ ​monocultivo​ ​y​ ​cocultivo​​por​​tiempo​​de​​incubación.​ ​A-C​​Diferentes​​letras​
​mayúsculas​ ​indican​ ​diferencia​ ​significativa​ ​(p<0.05)​ ​entre​ ​cada​ ​muestra​ ​en​ ​los​ ​diferentes​
​tiempos de incubación.​

​En​​cuanto​​a​​la​​capacidad​​de​​hidrofobicidad​​en​​los​​monocultivos,​​L.​​rhamnosus​

​obtuvo​​el​​valor​​más​​alto,​​con​​un​​valor​​promedio​​de​​64.71​​±​​0.33​​%.​​Por​​consiguiente,​

​se​ ​observó​ ​que​ ​el​ ​cocultivo​ ​C2​ ​tuvo​ ​el​ ​mayor​ ​porcentaje​ ​de​ ​hidrofobicidad​ ​(47.38​ ​±​

​2.67%, Figura 2), mientras que no fue detectable en las muestras de C1.​
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​Figura​ ​5.2.​ ​Hidrofobicidad​ ​de​ ​bacterias​ ​ácido​ ​lácticas​ ​en​ ​monocultivo​ ​y​
​cocultivo.​​Consorcio​​1​​(C1),​​Consorcio​​2​​(C2).​​Los​​valores​​representan​​la​​media​​±​​desviación​

​estándar​​(n=3).​ ​a-e​​Diferentes​​letras​​minúsculas​​indican​​diferencia​​significativa​​(​​p​​<0.05)​​entre​​las​

​diferentes muestras en monocultivo y co-cultivo.​

​5.3.2.​ ​Sobrevivencia al paso por condiciones del tracto gastrointestinal​

​En​ ​la​ ​Tabla​ ​5.1​ ​se​ ​observa​ ​la​ ​viabilidad​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​en​ ​las​ ​pruebas​ ​de​

​resistencia​ ​a​ ​condiciones​ ​del​ ​proceso​ ​digestivo.​ ​En​ ​relación​ ​al​ ​100%​ ​de​ ​bacterias​

​iniciales​​en​​el​​ensayo,​​hubo​​una​​disminución​​de​​sobrevivencia​​del​​5.61%​​al​​26.68%​​en​

​las​ ​condiciones​ ​gástricas​ ​(pH​ ​de​ ​2),​ ​mientras​ ​que​ ​los​ ​consorcios​ ​C1​ ​y​ ​C2​ ​no​

​presentaron​ ​diferencias​ ​significativas​ ​entre​ ​ellos.​ ​En​ ​cuanto​ ​a​ ​la​ ​sobrevivencia​ ​en​

​condiciones​ ​simuladas​ ​al​ ​intestino​ ​delgado,​ ​la​ ​cepa​ ​que​ ​tuvo​ ​menor​​viabilidad​​fue​​P.​

​acidilactici,​ ​en​ ​comparación​ ​con​ ​las​ ​demás​ ​cepas​ ​de​ ​BAL,​ ​su​ ​viabilidad​ ​fue​ ​13.76%​

​menos​ ​que​ ​la​ ​el​ ​co-cultivo​ ​C1​ ​quién​ ​fue​ ​el​ ​que​ ​mayor​ ​viabilidad​ ​mantuvo​ ​en​ ​el​

​proceso.​ ​La​ ​diferencia​ ​de​ ​sobrevivencia​ ​en​ ​condiciones​ ​gástricas​ ​vs​ ​condiciones​

​intestinales​​tuvo​​una​​disminución​​del​​4.77%​​en​​L.​​brevis​​,​​de​​10.75%​​en​​P.​​acidilactici​​,​

​de 12.44% en C1 y de 13.97% en​​L. casei​​.​

​5.3.3.​ ​Resistencia a antibióticos​

​La​ ​prueba​​del​​antibiograma​​en​​las​​cepas​​de​​BAL​​en​​monocultivo​​(​​L.​​brevis​​,​​L.​

​plantarum,​ ​P.​ ​acidilactici​​,​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​L.​ ​casei​​)​ ​resultó​ ​en​ ​sensibilidad​ ​a​ ​7​

​antibióticos​ ​probados,​ ​mientras​ ​que​ ​se​ ​observó​ ​resistencia​ ​a​ ​la​ ​vancomicina​ ​en​

​concentraciones mayores a 16 µg/mL (Tabla 5.1)​
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​Tabla 5.1. Propiedades probióticas de BAL en monocultivo y cocultivo.​

​Muestra​
​Resistencia a la digestión (%)​ ​Antibiograma (µg/mL)​

​Estómago​ ​Intestino​ ​Amp​ ​Pen​ ​Mer​ ​Lin​ ​Van​ ​Eri​ ​Cli​
​Monocultivo​
​L. brevis​ ​80.03±1.79​​bc​ ​75.26±1.50​​ab​​*​ ​1 (S)​ ​0.5 (S)​ ​0.5 (S)​ ​4 (S)​ ​>16 (R)​ ​0.5 (S)​ ​0.5 (S)​

​L. plantarum​ ​77.43±6.17​​bc​ ​72.77±4.53​​ab​ ​1 (S)​ ​0.5 (S)​ ​0.5 (S)​ ​4 (S)​ ​>16 (R)​ ​0.5 (S)​ ​0.5 (S)​

​P. acidilactici​ ​73.32±4.07​​c​ ​62.57±3.43​​b​​*​ ​1 (S)​ ​0.5 (S)​ ​0.5 (S)​ ​4 (S)​ ​>16 (R)​ ​0.5 (S)​ ​0.5 (S)​

​L. rhamnosus​ ​94.39±6.03​​a​ ​69.84±7.02​​ab​ ​1 (S)​ ​1 (S)​ ​0.5 (S)​ ​4 (S)​ ​>16 (R)​ ​05 (S)​ ​05 (S)​

​L casei​ ​80.94±5.07​​bc​ ​66.97±7.83​​ab​​*​ ​1 (S)​ ​0.5 (S)​ ​0.5 (S)​ ​4 (S)​ ​>16 (R)​ ​0.5 (S)​ ​0.5 (S)​

​Co-cultivo​
​C1​ ​88.80±1.28​​ab​ ​76.36±0.35ª*​
​C2​ ​78.86±3.17​​bc​ ​74.46±1.20​​ab​

​Consorcio​ ​1​​(C1),​​Consorcio​​2​​(C2).​​Amp:​​ampicilina;​​Pen:​​penicilina;​​Mer:​​meropenem;​​Lin:​​Linezolid;​​Van:​​vancomicina;​
​Eri:​​eritromicina;​​Cil:​​clindamicina;​​S:​​sensible;​​R:​​resistente.​​Los​​valores​​representan​​la​​media±desviación​​estándar​​(n=3).​
​a-c​ ​Diferentes letras indican diferencia significativa​​(p<0.05) entre las diferentes muestras en monocultivo y cocultivo.​
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​5.3.4.​ ​Producción de exopolisacáridos​

​La​ ​síntesis​ ​de​​exopolisacáridos​​por​​las​​cepas​​de​​BAL​​evaluadas​​se​​determinó​

​durante​​72​​horas​​de​​incubación​​(Figura​​5.3).​​La​​cepa​​L.​​plantarum​​mostró​​un​​aumento​

​con​ ​respecto​ ​al​ ​tiempo,​ ​presentó​ ​las​ ​mayores​ ​concentraciones​ ​a​ ​las​ ​72​ ​h​ ​con​ ​55​

​μg/mL.​​P.​​acidilactici​​mostró​​un​​comportamiento​​contrario,​​disminuyendo​​la​​cantidad​​de​

​exopolisacárido​ ​hasta​ ​valores​ ​nulos​ ​a​ ​las​ ​72​ ​horas.​ ​La​ ​mayor​ ​producción​ ​fue​ ​a​

​diferentes​ ​tiempos​ ​en​ ​las​ ​cepas​ ​L.​ ​casei​ ​y​ ​C1​ ​a​ ​las​ ​24​ ​h​ ​(58​ ​y​ ​11.3​ ​μg/mL,​

​respectivamente),​ ​en​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​a​ ​las​ ​48​ ​horas​ ​(26.3​ ​μg/mL),​ ​y​ ​en​ ​C2​ ​a​ ​las​ ​72​

​horas (22 μg/mL).​

​Figura​ ​5.3​ ​Producción​ ​de​ ​exopolisacáridos​ ​por​ ​bacterias​ ​ácido-lácticas​ ​en​
​monocultivo​ ​y​ ​cocultivo.​ ​Consorcio​ ​1​ ​(C1),​​Consorcio​​2​​(C2).​​Los​​valores​​representan​​la​

​media​ ​±​ ​desviación​ ​estándar​ ​(n=3).​ ​a-e​ ​Diferentes​ ​letras​ ​minúsculas​ ​indican​ ​diferencia​

​significativa​ ​(​​p​​<0.05)​ ​entre​ ​las​ ​diferentes​ ​muestras​ ​en​ ​monocultivo​ ​y​ ​cocultivo​ ​por​ ​tiempo​ ​de​

​incubación.​

​5.3.5.​ ​Propiedades antimicrobianas​

​Se​​realizaron​​pruebas​​antimicrobianas​​por​​el​​método​​de​​microdilución​​en​​caldo,​

​determinando​ ​el​ ​tiempo​ ​de​ ​muerte​ ​del​ ​microorganismo​ ​patógeno​ ​evaluado​ ​durante​

​diferentes​​tiempos​​de​​incubación​​hasta​​por​​24​​h.​​En​​el​​crecimiento​​en​​medio​​MRS,​​las​

​muestras​​sin​​inóculo,​​que​​corresponden​​a​​C-,​​mostraron​​un​​aumento​​significativo​​en​​la​

​viabilidad​​de​​E.​​coli​​(Fig​​5.4​​A)​​y​​S.​​aureus​​(Fig​​5.4​​B)​​durante​​el​​tiempo​​de​​incubación.​

​La​ ​cuenta​ ​viable​ ​de​ ​E.​ ​coli​ ​disminuyó​ ​significativamente​ ​(p<​ ​0.05)​ ​a​ ​las​ ​2​ ​horas​ ​de​
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​incubación,​​en​​donde​​no​​se​​detectó​​recuento​​de​​la​​BAL,​​a​​excepción​​de​​L.​​brevis​​en​​la​

​que​​hasta​​las​​24​​h​​los​​conteos​​de​​E.​​coli​​fueron​​de​​0​​UFC/mL​​(Figura​​5.4​​A).​​Mientras​

​que​ ​las​ ​propiedades​ ​antimicrobianas​ ​contra​ ​S.​ ​aureus​ ​se​ ​vieron​ ​reducidas​ ​con​ ​el​

​tiempo,​ ​mostrando​ ​valores​ ​nulos​ ​del​ ​patógeno​ ​a​ ​las​ ​4​ ​horas​ ​de​ ​incubación​ ​en​ ​las​

​muestras​ ​de​ ​los​ ​consorcios​ ​C1​ ​y​ ​C2​ ​cuando​ ​se​​fermentó​​en​​medio​​MRS​​(Figura​​5.4​

​B).​

​Por​ ​otro​ ​lado,​ ​al​ ​determinar​ ​las​ ​propiedades​ ​antimicrobianas​ ​del​ ​jugo​ ​de​

​zarzamora​ ​en​ ​mezcla​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​inoculado​ ​con​ ​los​ ​consorcios​ ​C1​ ​y​​C2,​​se​

​observó​​el​​mismo​​comportamiento​​del​​C-​​en​​MRS​​en​​la​​muestra​​BJWH/C-​​(5.4​​C​​y​​D).​

​Y​ ​en​ ​las​ ​muestras​ ​fermentadas​ ​a​ ​las​ ​4​ ​horas​ ​no​ ​se​​reportó​​el​​crecimiento​​de​​E.​​coli​

​(5.4​​C)​​y​​sobre​​el​​conteo​​de​​S.​​aureus​​no​​se​​apreció​​crecimiento​​a​​las​​4​​y​​6​​horas​​para​

​las muestras BJWH/C2 y BJWH/C1, respectivamente (Fig 5.4 D).​

​Figura​ ​5.4.​ ​Actividad​ ​antimicrobiana​ ​de​ ​bacterias​ ​ácido-lácticas​ ​en​ ​medio​ ​MRS​ ​con​ ​E.​
​coli​ ​(A)​ ​y​ ​S.​ ​aureus​​(B),​​y​​del​​jugo​​de​​zarzamora​​con​​suero​​de​​leche​​fermentado​​con​​E.​
​coli​ ​(C)​ ​y​ ​S.​ ​aureus​ ​(D).​ ​Los​ ​valores​ ​representan​​la​​media​​±​​desviación​​estándar​​(n=3).​​C1:​

​consorcio 1; C2: consorcio 2; C-: control negativo; BJWH: jugo de zarzamora + suero de leche.​
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​5. 4.​ ​Discusión​

​En​​este​​capítulo​​se​​evaluaron​​las​​propiedades​​probióticas​​de​​cepas​​de​​BAL​​en​

​monocultivo​ ​y​ ​cocultivo,​ ​mediante​ ​los​ ​análisis​ ​indirectos​ ​de​ ​hidrofobicidad,​

​autoagregación,​ ​sobrevivencia​ ​al​ ​paso​ ​por​ ​el​ ​tracto​​gastrointestinal,​​la​​producción​​de​

​exopolisacáridos​ ​y​ ​las​ ​propiedades​ ​antimicrobianas.​ ​Se​ ​observó​ ​que​ ​las​ ​BAL​ ​tienen​

​potencial​​para​​considerarse​​microorganismos​​probióticos,​​gracias​​a​​su​​supervivencia​​y​

​propiedades bactericidas contra​​E. coli​​y​​S. aureus.​

​5.4.1.​ ​Auto-agregación e hidrofobicidad​

​Las​ ​capacidades​ ​de​ ​auto-agregación​​e​​hidrofobicidad,​​están​​relacionadas​​con​

​las​​propiedades​​de​​adhesión​​a​​la​​superficie​​celular​​del​​tejido​​epitelial​​intestinal​​(17,18)​

​y​ ​a​ ​la​ ​capacidad​ ​de​ ​formar​ ​una​ ​barrera​ ​que​ ​excluya​ ​a​ ​microorganismos​ ​patógenos,​

​limitando​​su​​adhesión​​(7).​​La​​auto-agregación​​es​​la​​interacción​​física​​entre​​las​​mismas​

​células​ ​bacterianas,​ ​permitiendo​ ​que​ ​el​ ​microorganismo​ ​probiótico​ ​persista​ ​en​ ​el​

​epitelio​ ​intestinal​ ​mediante​ ​la​ ​formación​ ​de​ ​una​ ​biomasa,​ ​creando​ ​una​ ​barrera​ ​que​

​previene​​la​​posible​​colonización​​de​​microorganismos​​patógenos​​(19,20).​​Mientras​​que​

​hidrofobicidad​ ​hace​ ​referencia​ ​a​ ​la​ ​capacidad​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​a​ ​adherirse​ ​a​ ​la​ ​mucosa​

​celular​ ​(21),​ ​la​ ​cual​ ​es​ ​una​ ​propiedad​ ​que​ ​permite​ ​el​ ​primer​ ​contacto​ ​entre​ ​las​

​bacterias​​y​​las​​células​​del​​epitelio​​gastrointestinal​​(22).​​En​​general,​​a​​mayor​​porcentaje​

​de​ ​hidrofobicidad,​ ​mayor​ ​posibilidad​ ​de​​adhesión​​al​​estar​​en​​contacto​​con​​las​​células​

​del epitelio intestinal.​

​Las​ ​cepas​ ​analizadas​ ​en​ ​el​ ​presente​ ​capítulo​ ​en​ ​monocultivo​ ​y​ ​co-cultivo​ ​en​

​MRS​ ​tuvieron​ ​un​ ​comportamiento​ ​heterogéneo,​ ​demostrando​ ​que​ ​estas​​propiedades​

​son​​independientes​​entre​​cepa,​​con​​diferencias​​entre​​la​​misma​​especie.​​Los​​valores​​de​

​auto-agregación​​en​​todas​​las​​muestras​​en​​las​​primeras​​2​​horas​​fueron​​de​​3-28%,​​que​

​corresponde​ ​a​ ​baja​ ​capacidad​ ​de​ ​agregación.​ ​Zawistowska​ ​et​ ​al.​ ​(8)​ ​reportaron​ ​en​

​cepas​ ​aisladas​ ​productos​ ​probióticos,​ ​que​ ​al​ ​mismo​ ​tiempo​ ​de​ ​incubación​ ​(2​​horas),​

​los​​valores​​de​​agregación​​fueron​​de​​8.4%​​para​​cepas​​de​​L.​​plantarum​​y​​de​​13.1%​​en​

​L.​​rhamnosus​​GG.​​Aumentando​​con​​respecto​​al​​tiempo​​de​​incubación​​en​​las​​horas​​4​​y​

​7.​ ​Los​ ​autores​ ​reportaron​ ​que​ ​estos​ ​valores​ ​proveen​ ​una​ ​capacidad​ ​de​ ​adhesión​ ​al​

​epitelio​ ​para​ ​combatir​ ​los​ ​microorganismos​ ​patógenos​ ​E.​ ​faecalis​ ​y​ ​S.​ ​typhimurium,​

​con 8.85% de capacidad de auto-agregación.​

​En​ ​cuanto​ ​a​ ​la​ ​hidrofobicidad,​ ​según​ ​la​ ​clasificación​ ​propuesta​​por​​Colloca​​et​

​al.​​(23),​​la​​hidrofobicidad​​bacteriana​​puede​​considerarse​​baja​​(0​​a​​35%),​​moderada​​(36​

​a​​70%)​​o​​alta​​(71​​a​​100%).​​De​​acuerdo​​con​​la​​clasificación​​anterior,​​en​​este​​estudio​​los​
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​resultados​ ​de​ ​las​ ​cepas​ ​estudiadas​ ​sobre​ ​las​ ​propiedades​ ​de​ ​hidrofobicidad​ ​se​

​consideran​ ​en​ ​capacidad​ ​baja,​ ​a​ ​excepción​ ​de​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​el​ ​C2,​ ​los​ ​cuales​

​tuvieron capacidad moderada.​

​Los​​resultados​​sobre​​capacidades​​de​​hidrofobicidad​​y​​agregación​​realizados​​en​

​las​​cepas​​del​​presente​​capítulo,​​se​​podrían​​sugerir​​como​​posible​​medición​​indirecta​​de​

​las​ ​propiedades​ ​de​ ​adhesión​ ​al​ ​epitelio​ ​gástrico​ ​o​ ​intestinal.​ ​En​ ​este​ ​sentido,​ ​dos​

​cepas​ ​de​ ​L.​ ​plantarum​ ​IF3083​ ​y​ ​IF5014,​ ​aisladas​ ​de​ ​heces​ ​infantiles,​ ​mostraron​

​porcentajes​ ​de​ ​hidrofobicidad​ ​de​ ​55​ ​y​ ​60%,​ ​respectivamente​ ​y​ ​79​ ​y​ ​82%​ ​de​

​auto-agregación,​ ​respectivamente.​ ​A​ ​estas​ ​mismas​ ​cepas​ ​se​ ​les​ ​determinó​ ​la​

​capacidad​ ​de​ ​adhesión​ ​a​ ​células​ ​de​ ​adenocarcinoma​ ​gástrico​ ​(AGS)​ ​y​ ​colorrectal​

​(HT-29),​ ​con​​buena​​adhesión,​​ya​​que​​en​​promedio​​se​​reportaron​​índices​​de​​adhesión​

​de​​19.64​​UFC/célula​​para​​las​​células​​HT-29​​y​​de​​37.5​​UFC/célula​​para​​las​​células​​AGS​

​(24).​​En​​lo​​que​​respecta​​a​​cepas​​aisladas​​de​​zarzamora,​​higos​​y​​tunas,​​su​​capacidad​

​de​​hidrofobicidad​​fue​​de​​20.04​​a​​34.57​​en​​L.​​plantarum​​y​​en​​L.​​paracasei​​fue​​de​​63.8,​

​sugiriendo​ ​mayor​ ​afinidad.​ ​Estos​ ​resultados​​fueron​​comparables​​con​​las​​propiedades​

​de​ ​adhesión​ ​a​ ​células​ ​adenocarcinoma​ ​colorrectal​ ​humano​ ​(Caco-2),​ ​con​ ​índices​ ​de​

​adhesión​ ​de​ ​1.22​ ​y​ ​4.57​ ​%​ ​(25).​​Lo​​anterior​​sugiere,​​que​​los​​valores​​encontrados​​de​

​auto-agregación​ ​e​ ​hidrofobicidad​ ​en​ ​esta​ ​investigación​ ​podrían​ ​ser​ ​suficientes​ ​para​

​establecer​ ​adhesión​ ​al​ ​epitelio,​ ​lo​ ​cual​ ​deberá​ ​comprobarse​ ​mediante​ ​estudios​

​celulares e​​in vivo​​.​

​5.4.2.​ ​Digestión​​in vitro​

​La​ ​supervivencia​ ​de​ ​los​ ​probióticos​ ​a​ ​través​ ​del​ ​paso​ ​por​ ​el​ ​tracto​

​gastrointestinal​ ​permite​ ​que​ ​un​ ​mayor​ ​número​ ​de​ ​BAL​​colonicen​​el​​intestino​​(26).​​En​

​las​ ​cepas​ ​en​ ​monocultivo​ ​y​ ​co-cultivo​ ​se​​encontró​​una​​supervivencia​​en​​un​​rango​​de​

​73-94%​ ​en​ ​condiciones​ ​al​ ​jugo​ ​gástrico​ ​y​ ​de​ ​62.5-76.0​ ​%​ ​en​ ​jugo​ ​intestinal.​ ​En​​otro​

​estudio​ ​se​ ​determinó​ ​la​ ​supervivencia​ ​al​ ​paso​ ​por​ ​condiciones​ ​del​ ​tracto​

​gastrointestinal​​de​​cinco​​cepas​​aisladas​​de​​heces​​y​​posteriormente​​crecidas​​en​​medio​

​MRS,​​observando​​valores​​similares​​a​​los​​del​​presente​​trabajo,​​a​​diferencia​​de​​que​​los​

​autores​ ​aislaron​ ​la​ ​cepa​ ​Lactobacillus​ ​salivarius​ ​(80.1%)​ ​a​​las​​3​​horas​​de​​incubación​

​en​​jugo​​gástrico​​(pH​​3)​​y​​a​​las​​4​​horas​​la​​tasa​​de​​supervivencia​​en​​la​​misma​​cepa​​fue​

​de 79.2% en jugo intestinal (27)​​.​

​Debido​ ​a​ ​que​ ​en​ ​este​ ​estudio​ ​se​ ​observó​​buena​​supervivencia​​ante​​la​​acidez​

​del​ ​jugo​ ​gástrico,​ ​se​ ​considera​​que​​este​​efecto​​se​​debe​​a​​su​​capacidad​​de​​sobrevivir​

​en​ ​condiciones​ ​estresantes,​ ​como​ ​a​​un​​pH​​bajo​​de​​2.​​Lo​​anterior​​se​​basa​​en​​que​​las​
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​BAL​ ​tienen​ ​un​ ​mecanismo​ ​de​ ​defensa,​ ​que​ ​mantiene​ ​la​ ​homeostasis​ ​del​ ​medio​

​intracelular​ ​con​ ​respecto​ ​al​ ​extracelular,​ ​mediante​ ​la​ ​liberación​ ​de​ ​protones​

​acumulados (H+) por la ATPasa manteniendo el pH intracelular a 6 (28,29).​

​En​ ​lo​ ​que​ ​respecta​ ​a​ ​la​ ​sobrevivencia​ ​en​ ​las​ ​sales​ ​biliares​ ​de​ ​las​ ​cepas​

​analizadas​ ​en​ ​este​ ​capítulo,​ ​se​ ​observó​ ​que​ ​las​ ​cepas​ ​en​ ​monocultivo​​L.​​brevis​​y​​L.​

​plantarum​ ​y​ ​los​ ​co-cultivos​ ​C1​ ​y​ ​C2​ ​tuvieron​ ​mayor​ ​supervivencia​ ​(74.6%).​ ​Se​ ​ha​

​documentado​ ​que​ ​algunas​ ​BAL​ ​como​​L.​​rhamnosus,​​L.​​plantarum​​y​​L.​​casei​​aisladas​

​de​​suplementos​​y​​bebidas​​lácteas,​​tienen​​la​​capacidad​​de​​producir​​hidrolasas​​de​​sales​

​biliares,​ ​desconjugando​ ​el​ ​ácido​ ​biliar​ ​primario​ ​a​ ​uno​ ​secundario​ ​menos​ ​tóxico​ ​e​

​incrementando​​su​​potencial​​de​​sobrevivencia​​(30).​​Por​​tanto,​​resulta​​necesario​​evaluar​

​la​​producción​​de​​dichos​​metabolitos​​para​​conocer​​si​​los​​mecanismos​​de​​supervivencia​

​dependen de esta vía.​

​Algunas​ ​estrategias​ ​para​ ​aumentar​ ​la​ ​supervivencia​ ​de​ ​los​ ​microorganismos​

​probióticos​ ​a​ ​las​ ​condiciones​ ​estresantes​ ​(como​​el​​pH)​​del​​tracto​​digestivo,​​se​​basan​

​en​ ​diseñar​ ​un​ ​vehículo​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​resistente​ ​al​ ​pH​ ​y​ ​sales​ ​biliares.​ ​Por​​ejemplo,​​se​

​elaboraron​​encapsulados​​complejos​​a​​partir​​de​​un​​auto-agregado​​de​​proteína​​de​​nuez,​

​polifenoles​​de​​té​​y​​L.​​rhamnosus​​,​​recubiertos​​con​​alginato​​de​​sodio,​​incrementando​​un​

​60%​ ​la​ ​supervivencia​ ​de​ ​las​ ​BAL,​ ​en​ ​comparación​ ​con​ ​las​ ​cepas​ ​libres​ ​en​ ​el​ ​fluido​

​gástrico​ ​simulado​ ​(31).​ ​Lo​ ​anterior​ ​hace​ ​evidente​ ​la​ ​necesidad​ ​de​ ​evaluar​ ​si​ ​los​

​polifenoles​ ​presentes​ ​en​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​contribuyen​ ​a​ ​la​ ​supervivencia​​de​​las​

​BAL.​

​5.4.3.​ ​Resistencia a los antibióticos​

​La​ ​resistencia​ ​a​ ​los​ ​antibióticos​ ​forma​ ​parte​ ​de​ ​las​ ​investigaciones​ ​para​

​determinar​​la​​seguridad​​sobre​​el​​consumo​​de​​BAL​​con​​características​​probióticas.​​Las​

​cepas​ ​en​ ​monocultivo​ ​presentaron​ ​resistencia​ ​a​ ​la​ ​vancomicina​ ​en​ ​concentraciones​

​>16​ ​μg/mL.​ ​Este​ ​comportamiento​ ​es​ ​similar​ ​al​ ​de​ ​un​ ​estudio​ ​sobre​ ​el​ ​aislado​ ​de​ ​54​

​cepas​ ​de​ ​BAL​ ​de​ ​alimentos​ ​lácteos,​ ​que​ ​demostraron​ ​tener​ ​alta​ ​resistencia​ ​a​ ​la​

​vancomicina​ ​del​ ​93​ ​al​ ​100%​ ​en​ ​concentraciones​​de​​0.25–32.0​​μg/mL​​en​​los​​géneros​

​Lactobacillus​ ​y​ ​Leuconostoc​ ​(32).​ ​Mientras​ ​que​ ​L.​ ​plantarum​ ​aislada​ ​de​ ​leche​

​fermentada mostró una fuerte resistencia en concentraciones >128 μg/mL (33).​

​A​​nivel​​molecular,​​este​​tipo​​de​​BAL​​como​​L.​​plantarum​​(34),​​se​​caracterizan​​por​

​tener​ ​una​ ​resistencia​​intrínseca​​a​​la​​vancomicina​​no​​relacionada​​con​​su​​expresión​​de​

​genes​ ​resistentes,​​como​​los​​relacionados​​con​​el​​reemplazo​​de​​D-Alanil-D-Alanina​​por​

​D-Alanil-D-lactato​ ​(tipos​ ​VanA,​ ​VanB,​ ​VanD,​ ​VanF​ ​y​ ​VanM)​ ​como​ ​aminoácidos​
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​terminales​ ​en​​el​​lípido​​II,​​resultando​​en​​la​​disminución​​de​​1000​​veces​​la​​constante​​de​

​unión​ ​entre​ ​vancomicina​ ​y​ ​el​ ​peptidoglicano​ ​debido​ ​a​ ​la​ ​pérdida​ ​de​ ​un​ ​enlace​

​hidrógeno​ ​(35)​​,​ ​en​ ​consecuencia,​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​peptidoglicano​ ​es​ ​normal.​ ​La​

​resistencia​ ​a​ ​la​ ​vancomicina​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​deriva​ ​de​ ​mutaciones​ ​en​ ​la​ ​misma​ ​vía​

​(D-Ala-D-Ala​​por​​D-Ala-D-lac),​​ejemplo​​de​​este​​efecto​​es​​L.​​rhamnosus​​fermentado​​en​

​un​ ​medio​ ​MRS​ ​no​ ​presentó​ ​genes​ ​van​ ​relacionados​ ​con​ ​la​ ​resistencia​ ​a​ ​la​

​vancomicina (36).​

​Por​ ​lo​ ​anterior,​ ​se​ ​sugiere​ ​un​ ​mayor​ ​análisis​ ​para​ ​evaluar​ ​la​ ​resistencia​ ​a​

​antibióticos,​​debe​​ser​​un​​criterio​​de​​seguridad​​para​​proceder​​a​​estudios​​más​​complejos​

​relacionados​ ​con​ ​sus​ ​efectos​ ​benéficos​ ​(37).​ ​Como​ ​el​ ​análisis​ ​genotípico​ ​para​ ​la​

​identificación​ ​de​ ​genes​ ​de​ ​resistencia,​ ​en​ ​los​ ​genes​ ​puede​ ​determinarse​ ​si​ ​están​

​flanqueados​ ​por​ ​elementos​ ​móviles​ ​que​ ​podrían​ ​transferirse​ ​o​ ​están​ ​codificados​ ​por​

​plásmidos​​conjugativos,​​transposones​​y​​elementos​​de​​profagos.​​De​​ser​​así​​la​​cepa​​no​

​debe​ ​comercializarse,​ ​pero​ ​esta​ ​prohibición​ ​puede​ ​depender​ ​del​ ​antimicrobiano​ ​en​

​cuestión,​ ​su​ ​utilidad​​en​​la​​clínica​​actual​​y​​un​​análisis​​de​​riesgo/beneficio​​para​​la​​cepa​

​(38).​

​5.4.4.​ ​Exopolisacáridos​

​Se​ ​detectó​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​exopolisacáridos​ ​de​ ​las​ ​cepas​ ​de​ ​L.​ ​casei,​ ​L.​

​brevis,​ ​L.​ ​plantarum​ ​y​ ​el​ ​cocultivo​ ​C2​ ​(​​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​L.​ ​casei​​)​ ​en​ ​MRS​ ​(9​ ​a​ ​55.3​

​μg/mL​ ​a​ ​las​ ​72​ ​horas​ ​de​ ​incubación).​ ​Zeidan,​ ​el​ ​at​ ​(39)​ ​indican​ ​que​​en​​promedio​​se​

​sintetizan​​de​​20​​a​​600​​μg/mL​​de​​exopolisacáridos​​dependientes​​de​​la​​vía​​Wzy,​​la​​cual​

​es una de las vías más usadas en las BAL para la síntesis de estos polímeros​​.​

​Además,​​la​​síntesis​​de​​exopolisacáridos​​está​​sujeta​​a​​la​​capacidad​​de​​la​​cepa​

​para​​producirlos​​y​​a​​las​​condiciones​​de​​crecimiento​​como​​el​​tiempo,​​temperatura,​​pH​​y​

​sustrato​ ​(40).​ ​En​​un​​estudio​​sobre​​la​​optimización​​en​​medio​​líquido​​de​​MRS,​​sobre​​la​

​producción​ ​de​ ​exopolisacáridos​ ​de​ ​L.​​plantarum​​aislado​​de​​leche​​de​​yak​​fermentada.​

​Se​ ​determinó​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​345.81​ ​mg/L​ ​de​ ​exopolisacáridos,​ ​bajo​​las​​siguientes​

​condiciones:​​4​​%​​de​​inóculo​​inicial,​​incubación​​de​​30​​horas​​a​​34​​°C​​y​​pH​​inicial​​de​​6.4.​

​Además,​ ​la​ ​actividad​ ​enzimática​ ​se​ ​vio​ ​disminuida​ ​a​ ​mayor​ ​temperatura​ ​y​ ​a​ ​un​ ​pH​

​ácido (41).​

​Las​ ​enzimas​ ​encargadas​ ​de​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​exopolisacáridos​ ​están​ ​mediadas​

​por​ ​glicosil​ ​transferasas​ ​extracelulares​ ​y​ ​fructosil​ ​transferasas​ ​en​ ​el​ ​proceso​ ​de​

​polimerización.​ ​La​ ​entrada​ ​de​ ​sustrato​ ​al​ ​citoplasma​ ​es​ ​dependiente​ ​del​ ​tipo​ ​de​

​carbohidrato,​​como​​la​​sacarosa​​o​​la​​glucosa,​​ocurriendo​​por​​el​​transporte​​pasivo​​o​​del​
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​sistema​ ​fosfoenol​ ​piruvato-fosfotransferasa​ ​(42).​ ​En​ ​relación​ ​con​ ​ello​ ​la​ ​zarzamora​

​podría​ ​promover​ ​la​ ​mayor​ ​síntesis​ ​de​ ​exopolisacáridos​ ​por​ ​su​ ​contenido​ ​en​ ​glucosa​

​que​ ​oscila​ ​entre​ ​los​ ​3-4​ ​g/100g​ ​y​ ​de​ ​fructosa​ ​con​ ​1-2​ ​g/100​ ​g,​ ​sin​ ​embargo,​ ​su​

​contenido en sacarosa en bajo <1 g/100 g (43).​

​El​ ​enriquecimiento​​del​​sustrato​​con​​carbohidratos​​para​​optimizar​​la​​síntesis​​de​

​exopolisacáridos​ ​por​ ​las​ ​BAL,​ ​es​ ​utilizado​ ​como​ ​una​ ​estrategia​ ​en​ ​el​ ​diseño​ ​de​

​productos​ ​fermentados.​ ​En​ ​una​ ​bebida​ ​fermentada​ ​a​ ​base​ ​de​ ​arroz​ ​hidrolizado​ ​con​

​sacarosa​​y​​agua,​​e​​inoculado​​con​​Ln.​​citreum​​DSM​​5577​​perteneciente​​a​​un​​cepario​​,​

​se​ ​incrementó​​la​​síntesis​​de​​dextrano,​​alcanzando​​un​​nivel​​de​​9.25​​mg/100​​mg​​a​​una​

​concentración de sacarosa del 20% (44).​

​La​ ​síntesis​ ​de​ ​exopolisacáridos​ ​en​ ​alimentos​ ​fermentados​ ​incrementa​ ​su​

​potencial​​antimicrobiano.​​Se​​ha​​reportado​​que​​el​​heteropolisacárido​​de​​L.​​paracasei​​es​

​activo contra​​Listeria monocytogenes, Yersinia enteroco​​litica​​y​​Bacillus cereus​​(45)​​.​

​5.4.5.​ ​Propiedades antimicrobianas​

​Las​ ​propiedades​ ​antimicrobianas​ ​de​ ​las​​cepas​​después​​de​​una​​incubación​​de​

​24​​horas​​se​​realizaron​​con​​dos​​cepas​​de​​referencia,​​E.​​coli​​se​​obtuvo​​de​​la​​Colección​

​de​ ​Cultivos​ ​del​ ​Laboratorio​ ​de​ ​Nutrigenómica​ ​(Instituto​ ​de​ ​Ciencias​ ​de​ ​la​ ​Salud,​

​Universidad​ ​Autónoma​ ​del​ ​Estado​ ​de​ ​Hidalgo,​ ​México)​ ​y​ ​S.​ ​aureus​ ​ATCC​ ​29746,​

​mostrando​ ​efectos​ ​bactericidas​ ​a​ ​las​ ​2​ ​horas​ ​para​ ​E.​ ​coli​ ​en​ ​todas​ ​las​ ​muestras,​

​excepto el C-, y a las 4, 6 y 24 horas para​​S. aureus​​.​

​En​​los​​análisis​​previos​​(capítulo​​4)​​s​​obre​​la​​fermentación​​de​​los​​cocultivos​​en​​el​

​jugo​​de​​zarzamora​​con​​suero​​de​​leche,​​se​​observó​​la​​síntesis​​de​​ácido​​láctico​​(1.2%​​en​

​BJWH/C1​​y​​0.9%​​en​​BJWH/C2)​​(46),​​ácido​​acético​​(93.91​​mg/100​​mL​​en​​BJWH/C1​​y​

​65.94​ ​mg/100​ ​mL​ ​en​ ​BJWH/C2)​ ​y​ ​de​ ​péptidos​ ​de​ ​bajo​ ​peso​ ​molecular​ ​(44).​ ​Estos​

​metabolitos​​podrían​​estar​​relacionados​​con​​los​​efectos​​antimicrobianos​​contra​​E.​​coli​​y​

​S.​ ​aureus​​.​ ​Se​ ​ha​ ​reportado​ ​que​ ​en​ ​matrices​ ​similares​ ​como​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​arándano​

​fermentado​ ​con​ ​un​ ​cultivo​ ​comercial​ ​(​​L.​ ​plantarum,​ ​Lactobacillus​ ​acidophilus,​

​Lactobacillus​ ​paracasei,​ ​Lactobacillus​ ​rhamnosus,​ ​Lactobacillus​ ​acidipiscis,​ ​and​

​Saccharomyces​ ​cerevisiae​​),​ ​mostró​ ​halos​ ​de​ ​inhibición​ ​de​ ​21​​mm​​contra​​E.​​coli​​y​​de​

​25​​mm​​contra​​S.​​aureus​​y​​este​​efecto​​podría​​deberse​​a​​la​​síntesis​​de​​ácidos​​orgánicos​

​(ácidos​ ​láctico,​ ​acético​ ​y​ ​cítrico)​ ​y​ ​disminución​ ​de​ ​pH​ ​(47).​ ​Mientras​ ​que​ ​L.​ ​lactis​

​aislada​​de​​muestras​​fecales,​​fue​​capaz​​de​​sintetizar​​ácidos​​orgánicos,​​mientras​​que​​L.​

​salivarius​ ​y​ ​L.​ ​paracasei​ ​sintetizaron​ ​ácidos​ ​orgánicos​ ​y​ ​bacteriocinas.​ ​Estos​

​metabolitos mostraron alta actividad antibacteriana contra​​E. coli​​ATCC 25922 (25)​​.​
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​5.5.​ ​Conclusiones​

​En​ ​este​ ​estudio​ ​se​ ​analizaron​ ​las​ ​propiedades​ ​probióticas​ ​de​ ​bacterias​ ​ácido​

​lácticas​​en​​monocultivo​​y​​en​​cocultivo.​​Se​​observó​​un​​incremento​​de​​la​​autoagregación​

​a​ ​través​ ​del​ ​tiempo​ ​de​ ​incubación,​ ​siendo​ ​P.​ ​aicidilactici,​ ​L.​​brevis​​y​​L.​​plantarum​​las​

​cepas​ ​con​ ​los​ ​mayores​ ​porcentajes.​ ​Mientras​ ​que​ ​las​ ​cepas​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​el​

​cocultivo C2 tuvieron mayor porcentaje de hidrofobicidad.​

​La​ ​supervivencia​ ​de​​las​​cepas​​al​​paso​​por​​el​​tracto​​gastrointestinal​​in​​vitro​​fue​

​mayor​​al​​62​​%,​​lo​​cual​​podría​​sugerir​​una​​alta​​posibilidad​​de​​permanencia​​en​​el​​colon​

​del​ ​huésped.​ ​Sin​ ​embargo,​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​exopolisacáridos​ ​no​ ​se​ ​benefició​ ​por​​el​

​método​​utilizado​​sobre​​la​​fermentación​​en​​un​​medio​​MRS.​​Además,​​un​​buen​​potencial​

​bactericida​ ​contra​ ​E.​ ​coli​ ​y​ ​S.​ ​aureus​ ​se​ ​determinó​ ​en​ ​todas​ ​las​ ​muestras,​ ​tanto​ ​en​

​monocultivo como en cocultivo.​

​Estos​ ​resultados​ ​proporcionan​ ​recursos​ ​como​ ​posible​ ​potencial​ ​de​ ​aplicación​

​para​​el​​análisis​​más​​detallado​​y​​específico​​de​​las​​características​​probióticas​​de​​las​​BAL​

​para​ ​su​ ​posterior​ ​aplicación​ ​en​ ​el​ ​desarrollo​ ​de​ ​nuevos​ ​productos​ ​con​ ​propiedades​

​benéficas para la salud.​
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​CAPÍTULO​ ​VI.​ ​Evaluar​ ​la​ ​capacidad​ ​antimicrobiana​ ​de​ ​la​ ​bebida​ ​fermentada​
​sobre​​H. pylori​​, mediante pruebas de letalidad en medios líquidos y sólidos.​

​6.1.​ ​Introducción​
​Helicobacter​​pylori​​es​​una​​bacteria​​patógena​​considerada​​un​​carcinogénico​​de​

​tipo​​1​​por​​la​​Organización​​Mundial​​de​​la​​Salud​​(OMS).​​La​​infección​​desencadena​​una​

​inflamación​ ​gástrica​ ​crónica,​ ​que​ ​puede​ ​conducir​ ​al​ ​desarrollo​ ​de​ ​úlcera​ ​péptica,​

​cáncer​ ​gástrico​ ​y​ ​linfoma​ ​del​ ​tejido​ ​linfoide​ ​asociada​ ​a​ ​la​ ​mucosa​ ​gástrica​ ​(1).​ ​Se​

​estima​ ​que​ ​8​ ​de​ ​cada​ ​10​ ​pacientes​ ​que​ ​acuden​ ​al​ ​servicio​ ​de​​Gastroenterología​​del​

​Hospital​ ​Juárez​ ​de​ ​México​ ​con​ ​gastritis​ ​son​ ​causados​​por​​H.​​pylori​​(2).​​Las​​primeras​

​medidas​​para​​su​​control​​o​​erradicación​​son​​terapias​​combinadas​​de​​antibióticos​​como​

​amoxicilina,​​metronidazol,​​claritromicina​​y​​levofloxacino.​​Sin​​embargo,​​su​​control​​se​​ha​

​visto​ ​comprometido​ ​por​ ​la​ ​multirresistencia​ ​a​ ​la​ ​terapia​ ​farmacológica​ ​(3,4).​ ​Y​ ​un​

​proceso de reinfección pone en riesgo a la erradicación​​.​

​Por​ ​ello,​ ​se​ ​han​ ​propuesto​ ​diferentes​ ​alternativas​ ​que​ ​permitan​ ​erradicar​ ​H.​

​pylori.​ ​Como​ ​la​ ​adopción​ ​de​ ​tratamientos​ ​cuádruples​ ​sin​ ​bismuto,​ ​duales​

​concomitantes​ ​y​ ​basados​​en​​levofloxacino​​(5),​​o​​la​​implementación​​de​​un​​tratamiento​

​terapéutico​ ​basado​ ​en​ ​métodos​ ​moleculares​ ​de​ ​resistencia​ ​del​ ​microorganismo​

​patógeno​ ​(6).​ ​Además,​ ​se​ ​sugiere​ ​el​ ​uso​ ​complementario​ ​con​ ​microorganismos​ ​con​

​características probióticas (7).​

​En​ ​lo​ ​que​ ​respecta​ ​a​ ​la​ ​terapia​ ​con​ ​probióticos,​ ​el​ ​avance​ ​y​ ​la​ ​búsqueda​ ​de​

​tratamientos​ ​alternativos​ ​ha​ ​permitido​ ​el​ ​análisis​ ​de​ ​diversas​ ​cepas​ ​de​ ​BAL​ ​con​

​características​​bactericidas​​en​​esta​​infección.​​Se​​han​​reportado​​efectos​​positivos​​sobre​

​la​​erradicación​​de​​H.​​pylori​​y​​en​​la​​modulación​​de​​la​​disbiosis​​causada​​por​​la​​infección​

​(8,9).​ ​Sus​ ​efectos​ ​bactericidas​ ​están​ ​dados​ ​por​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​metabolitos​

​antimicrobianos, como el ácido láctico, bacteriocinas, peróxido de hidrógeno.​

​Sin​ ​embargo,​ ​el​ ​uso​ ​de​ ​probióticos​ ​en​ ​la​ ​infección​ ​por​ ​H.​ ​pylori​ ​no​ ​está​

​totalmente​ ​regulado.​ ​Se​ ​requieren​ ​mayores​ ​análisis​ ​y​ ​bases​ ​científicas​​que​​permitan​

​comprender​ ​estos​ ​efectos​ ​bactericidas​ ​contra​ ​H.​ ​pylori.​ ​Permitiendo​​que​​este​​tipo​​de​

​productos​​puedan​​ser​​utilizados​​como​​coadyuvantes​​en​​el​​tratamiento,​​con​​el​​objetivo​

​de disminuir los efectos adversos de la terapia farmacológica.​

​Por​ ​lo​ ​anterior,​ ​en​​este​​capítulo​​se​​analizaron​​las​​propiedades​​bactericidas​​de​

​la​ ​bebida​ ​de​ ​zarzamora​ ​fermentada​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​y​ ​BAL,​ ​en​ ​modelos​ ​in​ ​vitro​

​contra​ ​H.​ ​pylori​​.​ ​Cabe​​destacar​​que,​​para​​estos​​análisis,​​la​​muestra​​seleccionada​​por​

​sus​ ​propiedades​ ​probióticas​ ​y​ ​bactericidas​ ​contra​ ​E.​ ​coli​ ​y​ ​S.​ ​aureus​​,​ ​fue​​el​​jugo​​C2​

​inoculado con las cepas de​​L. casei​​y​​L. rhamnosus​​.​
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​6.2.​ ​Metodología​

​6.2.1.​ ​Cultivos microbiológicos​

​Las​ ​cepas​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​y​​L.​​casei​​fueron​​activadas​​a​​partir​​de​​una​​asada​​de​

​cepa​ ​en​ ​criovial​ ​y​ ​se​ ​sembró​ ​mediante​ ​estriado​ ​en​ ​agar​ ​MRS​ ​incubado​ ​(Felisa​

​FE-133D,​​Feligneo,​​México)​​a​​37​​°C​​por​​24​​horas.​​Posteriormente,​​se​​tomó​​una​​asada​

​de​​las​​cepas​​activadas​​y​​se​​sembró​​en​​caldo​​MRS,​​incubando​​a​​37​​°C​​por​​24​​h.​​Estos​

​cultivos​ ​frescos​ ​fueron​ ​usados​ ​para​ ​la​ ​inoculación​ ​en​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora,​ ​en​

​combinación con el suero de leche.​

​6.2.2.​ ​Obtención del jugo fermentado​
​El​ ​jugo​ ​fermentado​ ​con​ ​el​ ​consorcio​ ​C2​ ​(​​L.​ ​rhamnosus​​y​​L.​​casei)​​se​​elaboró​

​según​ ​la​ ​metodología​ ​descrita​ ​por​ ​Lugo-Zarate​ ​et​ ​al.,​​2024.​​Se​​utilizó​​un​​sustrato​​de​

​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​clarificado​ ​y​ ​termosonicado​ ​(17​ ​minutos​ ​a​ ​80%​ ​de​ ​amplitud)​ ​con​

​suero​​de​​leche,​​para​​su​​posterior​​inoculación​​con​​9​​UFC/10​​mL​​de​​las​​cepas​​de​​BAL​​y​

​fermentado​​por​​16​​h​​a​​37​​°C.​​Además,​​se​​realizaron​​fermentaciones​​en​​monocultivo​​a​

​partir​​de​​jugo​​de​​zarzamora​​con​​suero​​de​​leche​​(9​​UFC/10​​mL),​​inoculado​​con​​L.​​casei​

​o L. rhamnosus​​, con un tiempo de fermentación de 16​​h a 37º C.​

​6.2.3.​ ​Crecimiento y mantenimiento de​​H. pylori​
​Esta​ ​fase​ ​experimental​ ​se​ ​desarrolló​ ​en​ ​el​ ​laboratorio​ ​de​ ​investigación​ ​en​

​microbiología​ ​y​ ​resistencia​ ​antimicrobiana​ ​del​ ​Hospital​ ​Infantil​ ​de​ ​México​ ​Federico​

​Gómez.​ ​Cabe​ ​destacar​ ​que​ ​los​ ​resultados​ ​derivaron​ ​en​ ​la​ ​formación​ ​de​ ​un​ ​recurso​

​humano​​de​​grado​​licenciatura​​en​​colaboración​​y​​asesoría​​de​​la​​Dra.​​Norma​​Velázquez​

​Guadarrama,​ ​quien​ ​cuenta​ ​con​ ​cepas​ ​ATCC​ ​y​ ​clínicas​ ​identificadas.​ ​Se​ ​usaron​ ​dos​

​cepas​​de​​H.​​pylori​​:​​ATCC​​(43504​​y​​26695)​​y​​4​​cepas​​de​​aislamientos​​clínicos​​(F366F,​

​20A4, 124C y A360).​

​Se​ ​utilizó​ ​medio​ ​Casman​ ​enriquecido​ ​con​ ​10%​ ​de​ ​sangre​ ​de​ ​carnero​

​desfibrinada​ ​y​ ​envejecida​ ​(con​ ​un​ ​máximo​ ​de​ ​5​ ​meses​ ​después​ ​de​ ​su​ ​fecha​ ​de​

​caducidad),​ ​suplementado​ ​con​ ​una​ ​mezcla​ ​de​ ​Skirrow​ ​(vancomicina​ ​3​ ​mg/mL,​

​trimetoprim​ ​5​ ​mg/mL,​ ​anfotericina​ ​B​ ​2​ ​mg/mL​ ​y​ ​ácido​ ​nalidíxico​ ​10​ ​mg/mL).​ ​Para​

​obtener​​el​​cultivo​​fresco,​​las​​cepas​​fueron​​activadas​​y​​sincronizadas​​en​​medio​​Casman​

​e​​incubadas​​a​​37​​°C​​en​​condiciones​​de​​microaerofilia​​(atmósfera​​de​​CO​​2​ ​al​​10%​​y​​95%​

​de​ ​humedad​​relativa)​​por​​48​​h​​en​​cada​​paso.​​Para​​identificar​​las​​cepas,​​se​​realizaron​

​tinción de Gram, pruebas de oxidasa, catalasa y ureasa, para verificar su pureza.​

​106​



​6.2.4.​ ​Pruebas de identificación para​​H. pylori​
​La​ ​identificación​ ​rápida​ ​de​ ​una​ ​cepa​ ​aislada​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​se​ ​basa​ ​en​ ​sus​

​características​ ​metabólicas​ ​y​ ​físicas,​ ​principalmente​ ​en​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​enzimas​

​como la catalasa, la oxidasa y la ureasa.​

​6.2.4.1.​ ​Tinción de Gram​
​Se​ ​utilizó​ ​la​ ​técnica​ ​establecida​ ​por​ ​la​ ​ficha​ ​técnica​ ​del​ ​kit​ ​de​ ​tinción​ ​Gram​

​(Hycel),​​que​​consistió​​en​​la​​fijación​​con​​calor​​del​​inóculo​​o​​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​​enjuagó​​con​​alcohol-acetona.​​Después,​​se​​realizó​​una​

​segunda​ ​tinción​ ​con​ ​safranina,​ ​se​ ​dejó​ ​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​​la​​presencia​​y​​pureza​​del​​cultivo​

​de​​H. pylori​​a la tinción Gram negativa (color rojo)​​y de forma de bastoncillo.​

​6.2.4.2.​ ​Prueba de oxidasa​
​Esta​ ​prueba​​permite​​identifica​​r​​H.​​pylori​​mediante​​la​​actividad​​de​​oxidasa,​​que​

​muestra​ ​un​ ​cambio​ ​de​ ​color​ ​a​ ​azul​ ​oscuro​ ​en​ ​contacto​ ​con​ ​el​ ​reactivo.​ ​Para​ ​esta​

​prueba​ ​se​ ​tomó​ ​del​ ​cultivo​ ​celular​ ​activo​ ​una​ ​asada​ ​y​ ​se​ ​colocó​ ​en​ ​un​ ​papel​ ​filtro​

​estéril,​ ​posteriormente​ ​se​ ​colocó​ ​una​ ​gota​ ​del​ ​reactivo​ ​N,N,N′,N′​

​-tetrametil-p-fenilendiamina (TMPD) (Becton Dickinson).​

​6.2.4.3.​ ​Prueba de catalasa​
​La​ ​enzima​ ​catalasa​ ​está​ ​presente​ ​en​ ​H.​ ​pylori,​ ​esta​ ​enzima​ ​hidroliza​ ​el​

​peróxido​ ​de​ ​hidrógeno​ ​en​ ​agua​ ​y​ ​oxígeno,​ ​liberando​ ​burbujas.​ ​La​ ​metodología​

​consistió​ ​en​ ​tomar​ ​una​ ​colonia​ ​de​ ​la​ ​bacteria​ ​y​ ​colocarla​ ​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 la ausencia de ellas (-).​

​6.2.4.4.​ ​Prueba de ureasa​
​Esta​ ​prueba​ ​permite​ ​la​ ​detección​​de​​la​​enzima​​ureasa​​producida​​por​​H.​​pylori​

​que​ ​descompone​ ​la​ ​urea​ ​en​ ​amoníaco​ ​y​ ​dióxido​ ​de​ ​carbono,​ ​aumentando​ ​el​ ​pH​ ​y​

​cambiando​​de​​color​​del​​reactivo​​a​​rosado-rojo.​​Se​​preparó​​el​​agar​​urea​​de​​Christensen​

​y​​se​​distribuyó​​en​​microtubos​​de​​1​​mL.​​Del​​cultivo​​celular​​activo​​se​​tomó​​una​​asada​​y​

​por​​punción​​se​​introdujo​​en​​el​​agar,​​seguido​​de​​su​​incubación​​a​​37​​°C​​por​​10​​min.​​Se​

​distinguió por cambio de color como ureasa positiva.​
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​6.2.5.​ ​Concentración mínima inhibitoria​

​La​​concentración​​mínima​​inhibitoria​​(CMI)​​se​​determinó​​mediante​​el​​método​​de​

​dilución​ ​en​ ​agar​ ​(CLSI​ ​2024).​ ​Se​ ​utilizó​ ​metronidazol​ ​como​ ​estándar​​de​​referencia​​a​

​diferentes​​diluciones:​​2048,​​1024,​​512,​​256,​​128,​​64,​​32,​​16​​y​​8​​μg/mL.​​Se​​prepararon​

​6​ ​mL​ ​de​ ​medio​ ​Casman​ ​a​ ​una​ ​concentración​ ​de​ ​2X​ ​para​ ​obtener​ ​la​ ​consistencia​

​adecuada​ ​de​ ​agar​ ​sólido​ ​cuando​ ​se​ ​agregan​ ​6​ ​mL​ ​de​ ​las​ ​diluciones​ ​del​ ​jugo​

​fermentado C2 (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:100 y 1:1000).​

​Posteriormente,​ ​del​ ​crecimiento​ ​fresco​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​se​ ​obtuvo​ ​la​​biomasa​​con​

​asa​ ​bacteriológica​ ​y​ ​se​ ​resuspendió​ ​en​ ​5​ ​mL​ ​agua​ ​estéril​ ​para​ ​obtener​ ​una​

​concentración​ ​2​ ​del​ ​nefelómetro​ ​McFarland.​​De​​esta​​solución​​se​​tomaron​​10​​μL​​para​

​inocular​ ​en​ ​cada​ ​placa​ ​con​ ​la​ ​mezcla​​de​​Skirrow​​y​​con​​las​​muestras​​fermentadas​​en​

​placa​ ​con​ ​las​ ​diluciones​ ​seriadas.​ ​Las​ ​placas​ ​se​ ​incubaron​ ​a​​37​​ºC​​en​​microaerofilia​

​por 48 horas.​

​La​ ​CMI​ ​se​ ​definió​ ​como​ ​la​ ​menor​ ​concentración​ ​del​ ​compuesto​ ​donde​ ​no​ ​se​

​observó crecimiento visible de​​H. pylori.​

​6.2.6.​ ​Cinética de muerte de​​H. pylori​​en medio líquido​

​La​​cinética​​de​​muerte​​se​​realizó​​por​​la​​metodología​​de​​microdilución​​en​​caldo,​

​con​ ​ligeras​ ​modificaciones​ ​(10).​ ​Se​ ​determinó​ ​la​​actividad​​bactericida​​de​​H.​​pylori​​en​

​presencia​ ​de​ ​las​ ​muestras​ ​fermentadas​ ​en​ ​monocultivo​ ​a​ ​diferentes​ ​diluciones,​

​relacionados​​con​​la​​CMI:​​L.​​rhamnosus​​en​​dilución​​1:4​​y​​L.​​casei​​en​​dilución​​1:16​​y​​el​

​consorcio​​C2​​(​​L.​​rhamnosus​​y​​L.​​casei)​​en​​diluciones​​1:100​​y​​1:1000.​​Se​​utilizaron​​dos​

​controles​ ​negativos:​ ​muestras​ ​de​ ​jugo​ ​fermentado​ ​sin​ ​inóculo​ ​de​ ​BAL​ ​(C-)​ ​y​ ​caldo​

​brucella​ ​suplementado​ ​(1%​ ​de​ ​β-ciclodextrina​ ​y​ ​10%​ ​de​ ​suero​ ​fetal​ ​bovino).​ ​Como​

​control positivo, se usó metronidazol a la CMI obtenida anteriormente (128 μg/mL).​

​Para​ ​este​ ​ensayo,​ ​se​ ​utilizó​ ​el​ ​cultivo​ ​fresco​ ​de​ ​la​ ​cepa​ ​ATCC​ ​43504​ ​de​ ​H.​

​pylori​​,​​a​​una​​concentración​​2​​del​​nefelómetro​​de​​McFarland​​disuelta​​en​​caldo​​Brucella​

​suplementado, permitiendo un ambiente más enriquecido y adecuado para​​H. pylori​​.​

​Los​ ​tubos​ ​se​ ​prepararon​ ​como​ ​se​ ​describe​ ​a​ ​continuación:​ ​200​ ​μL​ ​de​ ​la​

​concentración​ ​2​ ​de​ ​McFarland​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​y​ ​1800​ ​μL​ ​de​​la​​dilución​​de​​las​​muestras​

​probadas.​ ​Los​ ​tubos​ ​se​ ​incubaron​ ​(SANYO,​ ​MCO-19AIC,​ ​Japón)​ ​en​ ​agitación​ ​a​ ​80​

​rpm​​a​​37​​°C​​en​​condiciones​​de​​microaerofilia.​​Se​​tomó​​un​​tubo​​diferente​​por​​cada​​hora​

​de​ ​la​ ​cinética​ ​(0,​ ​1,​ ​2,​ ​6,​ ​24​ ​y​ ​48​ ​h)​ ​y​ ​se​ ​midió​ ​la​ ​absorbancia​ ​a​ ​600​ ​nm​ ​(Epoch®​

​Biotek,​​Santa Clara, CA, USA)​​de 100 μL suspensión.​

​Posteriormente,​​se​​sembró​​directamente​​en​​placa​​100​​μL​​en​​agar​​Casman​​y​​se​

​determinó​​la​​cuenta​​viable​​por​​la​​metodología​​de​​microgota​​en​​placa​​(11).​​Para​​ello​​se​

​fijaron​​10​​μL​​en​​un​​portaobjetos​​para​​realizar​​tinción​​de​​Gram​​y​​se​​conservaron​​150​​μL​
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​de​ ​la​ ​preparación​ ​del​ ​tubo​ ​en​ ​500​ ​μL​ ​de​ ​TRIZOL®​ ​almacenados​ ​a​ ​-20°C​ ​para​ ​su​

​posterior extracción de RNA.​

​6.2.7.​ ​Cuantificación relativa de cDNA de​​H. pylori​
​Para​​la​​extracción​​de​​RNA​​se​​siguió​​la​​metodología​​de​​Invitrogen​​para​​RNA.​​El​

​RNA​​se​​cuantificó​​y​​se​​realizó​​un​​tratamiento​​con​​DNAsa,​​con​​la​​metodología​​descrita​

​por​ ​el​ ​kit​ ​distribuido​ ​por​ ​ThermoCientific​ ​(kit​ ​EN0525)​ ​cuantificando​ ​nuevamente​ ​el​

​RNA.​

​Posteriormente,​ ​se​ ​sintetizó​ ​cDNA​ ​a​​partir​​del​​RNA​​tratado​​con​​DNAsa​​del​​kit​

​Jena​ ​Bioscence​ ​(PCR-511S)​ ​para​​la​​cuantificación​​de​​cDNA​​obtenido.​​Se​​prepararon​

​diluciones​ ​del​ ​cDNA​ ​para​ ​obtener​ ​una​ ​concentración​ ​de​ ​100​ ​ng/μL​ ​y​ ​se​ ​realizó​ ​la​

​RT-qPCR​​para​​amplificar​​el​​gen​​16S​​de​​H.​​pylori​​.​​Se​​agregaron​​7.5​​μL​​de​​Master​​Mix​

​de​​Jena​​Bioscience,​​4​​pmol​​del​​iniciador​​Forward​​(TCG​​GAA​​TCA​​CTG​​GGC​​GTA​​A),​

​4​​pmol​​de​​iniciador​​Reverse​​(TTC​​TAT​​GGT​​TAA​​GCC​​ATA​​GGA​​TTT​​CAC),​​300​​ng​​de​

​cDNA y H​​2​​O–DEPC (pirocarbonato de dietilo), para completar​​un volumen de 15 µL.​

​Se​ ​realizaron​ ​30​ ​ciclos​ ​en​ ​el​ ​termociclador​ ​(ARIA​ ​MX)​ ​con​ ​tiempos​ ​de​ ​15​

​segundos​​a​​95​​°C,​​20​​segundos​​a​​60​​°​​C​​y​​10​​segundos​​a​​72​​°C.​​Una​​curva​​patrón​​se​

​realizó​ ​la​ ​cuantificación​ ​absoluta​ ​de​ ​acuerdo​ ​con​ ​la​ ​metodología​ ​descrita​ ​por​

​Gomez-Ramirez et al., 2023 (12).​

​6.2.8.​ ​Cinética de muerte de​​H. pylori​​en simulación​​gástrica​​in vitro​

​Se​​determinó​​la​​actividad​​bactericida​​de​​H.​​pylori​​en​​simulación​​de​​condiciones​

​gástricas​ ​con​ ​las​ ​siguientes​ ​muestras:​ ​monocultivo​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​o​ ​L.​ ​casei​ ​y​ ​el​

​consorcio​ ​C2​ ​(​​L.​ ​rhamnosus​ ​+​ ​L.​ ​casei)​​.​ ​Como​ ​controles​ ​negativos​ ​se​ ​usaron​ ​las​

​muestras​​de​​jugo​​no​​fermentado​​(C-)​​y​​de​​jugo​​gástrico​​(solución​​salina​​estéril​​al​​5%,​

​pH​ ​2​ ​y​ ​3​ ​g/L​ ​de​ ​pepsina).​ ​Como​ ​controles​ ​positivos,​ ​se​ ​utilizaron​ ​metronidazol​ ​(128​

​μg/mL),​ ​amoxicilina​ ​(0.015​ ​μg/mL)​ ​y​ ​su​ ​combinación:​ ​metronidazol/amoxicilina​

​(128/0.015​​μg/mL).​​Cabe​​destacar​​que​​para​​este​​ensayo​​se​​agregó​​la​​amoxicilina​​con​

​el​ ​objetivo​ ​de​ ​tener​ ​una​ ​terapia​ ​farmacológica​ ​más​ ​cercana​ ​a​ ​las​ ​utilizadas​ ​para​ ​el​

​tratamiento de la infección.​

​En​ ​lo​ ​que​ ​respecta​ ​a​ ​la​ ​cepa​ ​de​ ​H.​ ​pylori​​,​​para​​este​​ensayo​​se​​usó​​el​​cultivo​

​fresco​ ​de​ ​la​ ​cepa​ ​ATCC​ ​43504​ ​a​ ​una​ ​concentración​ ​de​ ​2​ ​del​ ​nefelómetro​ ​de​

​McFarland,​​disuelto​​en​​caldo​​Brucella​​suplementado​​con​​1%​​de​​β-ciclodextrina​​y​​10%​

​de suero fetal bovino.​

​Los​ ​tubos​ ​se​ ​prepararon​ ​como​ ​se​ ​describe​ ​a​ ​continuación:​ ​200​ ​μL​ ​de​ ​la​

​concentración​ ​2​ ​del​ ​nefelómetro​ ​McFarland​ ​de​ ​H.​ ​pylori​​,​ ​adicionando​ ​1.6​ ​mL​ ​de​ ​la​

​solución de jugo gástrico y 200 μL de la muestra a probar.​
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​Se​ ​prepararon​ ​tubos​ ​independientes​ ​para​ ​cada​ ​tiempo​ ​de​​análisis,​​los​​cuales​

​fueron​ ​incubados​ ​en​ ​agitación​ ​a​ ​80​ ​rpm​ ​a​ ​37​ ​°C​ ​en​ ​condiciones​ ​de​ ​microaerofilia​

​(atmósfera​​de​​CO​​2​ ​al​​10%​​y​​humedad).​​Se​​tomó​​un​​tubo​​diferente​​por​​cada​​hora​​de​​la​

​cinética​​(0,​​2,​​3​​y​​6​​h);​​se​​midió​​la​​absorbancia​​de​​100​​μL​​de​​suspensión​​a​​600​​nm​​en​

​un​ ​lector​ ​de​ ​microplacas​ ​(Epoch®​ ​Biotek,​ ​Santa​ ​Clara,​ ​CA,​ ​USA)​​.​ ​Se​ ​realizó​ ​la​

​siembra​​directa​​en​​placa​​de​​100​​μL​​en​​agar​​Casman,​​además​​de​​la​​determinación​​de​

​la​ ​cuenta​ ​viable​ ​por​ ​la​ ​metodología​ ​de​ ​microgota​ ​en​ ​placa​ ​de​ ​agar​ ​Casman,​ ​y​ ​se​

​fijaron 10 μL en un portaobjetos para realizar tinción de Gram.​

​6.2.9.​ ​Cinética​ ​de​ ​muerte​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​en​ ​simulación​ ​gástrica​ ​in​ ​vitro​ ​en​
​combinación con antibióticos​

​Se siguió el mismo diseño experimental de la cinética de muerte en simulación​

​gástrica in vitro, pero las muestras a comparar se mezclaron con los antibióticos de​

​referencia como a continuación se especifica:​

​a.​ ​L. casei​​, o​​L. rhamnosus,​​o C2 con metronidazol (128​​μg/mL)​

​b.​ ​L. casei​​, o​​L. rhamnosus,​​o C2 con amoxicilina (0.015​​μg/mL)​

​c.​ ​L. casei​​, o​​L. rhamnosus,​​o C2 con metronidazol/amoxicilina​​(128/0.015 μg/mL)​

​d.​ ​Controles: metronidazol (128 μg/mL), amoxicilina (0.015 μg/mL) y​

​metronidazol/amoxicilina (128/0.015 μg/mL).​

​e.​ ​Control de crecimiento:​​H. pylori​

​6.2.10.​​Actividad bactericida en medio sólido​

​La​​actividad​​en​​medio​​sólido​​se​​determinó​​mediante​​la​​siembra​​del​​cultivo​​de​​H.​

​pylori​ ​en​ ​placa,​ ​simulando​ ​la​ ​adhesión​ ​a​ ​la​ ​superficie​ ​y​ ​posterior​ ​contacto​ ​con​ ​la​

​muestra​ ​digerida​ ​a​ ​probar.​ ​Las​ ​muestras​ ​a​ ​probar​ ​fueron​ ​las​ ​fermentaciones​ ​en​

​monocultivo​ ​(​​L.​ ​casei​ ​o​ ​L.​ ​rhamnosus​​)​ ​y​ ​en​ ​consorcio​ ​C2​ ​(​​L.​ ​casei​​y​​L.​​rhamnosus​​).​

​Como​ ​controles​ ​negativos,​ ​se​ ​usaron​ ​el​ ​jugo​ ​C-​ ​(sin​ ​inóculo)​ ​y​ ​el​ ​jugo​ ​gástrico​ ​sin​

​muestra;​​como​​controles​​positivos,​​se​​usaron​​los​​antibióticos​​metronidazol​​(128​​µg/mL)​

​y amoxicilina (0.15 µg/mL).​

​Como​ ​primer​ ​paso,​ ​se​ ​tomó​ ​el​ ​cultivo​ ​fresco​ ​de​ ​la​ ​cepa​ ​ATCC​ ​43504​ ​de​ ​H.​

​pylori​​y​​se​​realizó​​una​​suspensión​​al​​0.5​​del​​nefelómetro​​de​​McFarland​​en​​agua​​estéril,​

​se​​inocularon​​250​​μL​​de​​la​​suspensión​​en​​placas​​de​​agar​​Casman​​y​​se​​dejaron​​incubar​

​por​ ​48​ ​h​ ​a​ ​37​ ​°C​ ​en​ ​condiciones​ ​de​ ​microaerofilia​ ​(atmósfera​ ​de​ ​CO​​2​ ​al​ ​10%​ ​y​

​humedad).​

​Por​ ​otro​ ​lado,​ ​se​ ​prepararon​ ​las​ ​muestras​ ​fermentadas​ ​y​ ​antibióticos​ ​con​ ​la​

​solución​​de​​jugo​​gástrico​​colocando​​5.4​​mL​​del​​jugo​​gástrico​​y​​0.6​​mL​​de​​la​​muestra​​a​

​probar.​ ​Se​ ​prepararon​ ​tubos​ ​independientes​ ​por​ ​cada​ ​hora​ ​(0,​ ​2​ ​y​ ​4​ ​horas)​ ​y​ ​se​
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​llevaron​​a​​incubación​​a​​37​​°C​​en​​agitación​​de​​80​​rpm,​​en​​condiciones​​de​​microaerofilia​

​(atmósfera de CO​​2​ ​al 10% y humedad).​

​Después​​de​​cada​​tiempo​​de​​incubación​​se​​tomó​​un​​tubo,​​y​​una​​alícuota​​de​​10​

​µL​ ​se​ ​colocó​ ​en​ ​la​ ​placa​ ​con​ ​el​ ​crecimiento​ ​de​ ​48​ ​horas​ ​de​ ​H.​ ​pylori.​ ​Esas​ ​placas​

​fueron incubadas en las mismas condiciones por 24 y 48 h.​

​6.3.​ ​Resultados​

​6.3.1.​ ​Concentración mínima inhibitoria​
​Se​ ​determinó​ ​la​ ​CMI​ ​de​ ​las​ ​bebidas​ ​fermentadas​ ​en​ ​monocultivo​ ​y​ ​cocultivo​

​mediante​ ​diluciones​ ​seriadas​ ​(1:4​ ​a​ ​1:1000)​ ​para​ ​inhibir​ ​el​ ​crecimiento​ ​de​ ​diferentes​

​cepas​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​(Tabla​ ​6.1).​ ​En​ ​lo​ ​que​ ​respecta​ ​a​ ​las​ ​muestras​ ​fermentadas​ ​en​

​monocultivo,​ ​la​ ​dilución​ ​1:16​ ​de​ ​L.​ ​rhamnosus​​y​​L.​​casei​​inhibieron​​la​​mayoría​​de​​las​

​cepas​​a​​excepción​​de​​la​​ATCC​​43504​​para​​L.​​rhamnosus​​.​​En​​el​​jugo​​fermentado​​con​​el​

​consorcio​​C2,​​no​​se​​observó​​la​​presencia​​de​​colonias​​de​ ​H.​​pylori​​en​​ninguna​​de​​las​

​diluciones​ ​probadas,​ ​por​ ​lo​ ​que​ ​se​ ​probó​ ​a​ ​una​ ​dilución​ ​1:1000,​ ​observándose​

​crecimiento.​ ​Mientras​ ​que​ ​en​ ​el​ ​control​ ​C-​ ​(jugo​ ​sin​ ​inóculo​ ​de​ ​BAL),​ ​la​ ​muestra​ ​sin​

​diluir​​solo​​fue​​eficaz​​contra​​4​​cepas​​clínicas​​(20A5,​​26695,​​124C​​y​​A360).​​En​​el​​control​

​de​ ​metronidazol​​se​​observó​​ausencia​​de​​colonias​​de​​la​​cepa​​ATCC​​y​​de​​la​​20A5​​a​​la​

​concentración​ ​de​ ​128​ ​µg/mL,​​y​​en​​las​​cepas​​clínicas​​F366,​​26695​​y​​124C​​la​​CMI​​fue​

​de 8 µg/mL.​

​Tabla​ ​6.1​ ​Concentración​ ​mínima​ ​inhibitoria​ ​del​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​fermentada​
​contra​​H. pylori​​en monocultivo y cocultivo.​

​Muestra​ ​ATCC 43504​ ​F366​ ​20A5​ ​26695​ ​124C​ ​A360​

​L. rhamnosus​ ​1:4​ ​1:16​ ​1:16​ ​1:16​ ​1:16​ ​1:16​

​L. casei​ ​1:16​ ​1:16​ ​1:16​ ​1:16​ ​1:16​ ​1:16​

​C2​ ​1:500​ ​1:500​ ​1:500​ ​1:500​ ​1:500​ ​1:500​

​C-​ ​SI​ ​SI​ ​D​ ​D​ ​D​ ​D​

​Metronidazol µg/mL​ ​128​ ​8​ ​128​ ​8​ ​8​ ​<1​

​C2: Consorcio 2 (​​L. rhamnosus​​y​​L. casei​​); SI: Sin​​Inhibición; D: directo.​

​A​ ​partir​ ​de​ ​estos​ ​resultados,​ ​los​ ​siguientes​ ​experimentos​ ​se​ ​realizaron​​con​​la​

​cepa​​ATCC,​​la​​cual​​mostró​​ser​​resistente​​al​​metronidazol,​​y​​las​​CMI​​de​​las​​muestras​​en​
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​monocultivo​ ​y​ ​cocultivo​​fueron​​iguales​​a​​los​​valores​​de​​la​​CMI​​para​​cepas​​clínicas​​de​

​H.​​pylori​​.​

​6.3.2.​ ​Cinética de muerte en medio líquido​

​Se​​realizó​​una​​cinética​​de​​muerte​​por​​48​​h,​​midiendo​​la​​densidad​​óptica​​(OD),​

​cuenta​ ​viable​ ​en​ ​placa​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​y​ ​tinción​ ​de​ ​Gram​ ​para​ ​verificar​ ​su​ ​presencia​ ​o​

​ausencia,​ ​así​ ​como​ ​su​ ​morfología.​ ​En​ ​lo​ ​que​ ​respecta​ ​a​ ​la​ ​OD,​ ​la​​turbidez​​aumentó​

​significativamente​ ​(​​p​​<​ ​0.05)​ ​en​ ​todas​ ​las​ ​muestras​ ​fermentadas​ ​y​ ​C-​ ​a​ ​las​ ​48​ ​horas​

​con​ ​respecto​ ​a​ ​la​ ​hora​ ​0,​ ​con​ ​valores​ ​de​ ​0.15​ ​a​ ​0.81​ ​de​ ​absorbancia​ ​(abs).​ ​Las​

​muestras​ ​fermentadas​ ​con​ ​los​ ​monocultivos​ ​tuvieron​ ​comportamientos​ ​similares​

​(Figura​ ​7.1).​​L.​​rhamnosus​​mostró​​un​​aumento​​significativo​​a​​las​​2​​y​​6​​horas​​con​​abs​

​de​​0.42​​y​​0.77,​​respectivamente,​​mientras​​que​​L.​​casei​​a​​las​​6​​horas​​registró​​un​​valor​

​de​ ​absorbancia​ ​de​ ​0.45​​durante​​el​​ensayo.​​La​​absorbancia​​del​​cocultivo​​C2​​aumentó​

​significativamente​ ​a​ ​las​ ​48​ ​horas​ ​(0.35)​ ​en​ ​la​ ​dilución​ ​1:1000.​ ​En​ ​cambio,​ ​el​

​metronidazol​ ​no​ ​mostró​ ​cambios​ ​significativos​ ​en​ ​las​ ​diferentes​ ​horas​ ​de​ ​incubación​

​(0.6 a 0.8 abs).​

​Muestra​ ​0 h​ ​1 h​ ​2 h​ ​3 h​ ​6 h​ ​24 h​ ​48 h​
​L. casei​ ​A, d​ ​C, cd​ ​C, ab​ ​B, b​ ​B, a​ ​B, a​ ​B, a​

​L. rhamnosus​ ​A, d​ ​A, cd​ ​A, bc​ ​A, cd​ ​A, ab​ ​A, ab​ ​A, a​
​C2 1:100​ ​B, b​ ​DE, b​ ​DE, b​ ​C, b​ ​C, a​ ​C, a​ ​CD, a​

​C2 1:1000​ ​B, d​ ​D, c​ ​D, c​ ​C, d​ ​D, c​ ​C, b​ ​BC, a​
​C-​ ​A, e​ ​B, de​ ​B, cd​ ​B, cd​ ​B, c​ ​A, b​ ​A, a​

​Metronidazol​ ​B, ab​ ​E, b​ ​F, b​ ​C, ab​ ​D, a​ ​C, ab​ ​D, a​

​Figura​​6.1​​Densidad​​óptica​​del​​jugo​​de​​zarzamora​​fermentado​​en​​monocultivo​​(​​L.​
​casei​ ​o​ ​L.​ ​rhamnosus​​)​ ​y​ ​en​ ​cocultivo​ ​(C2:​ ​L.​ ​casei​ ​+​ ​L.​ ​rhamnosus)​ ​contra​ ​H.​
​pylori​​.​ ​a-e​ ​Letras​ ​minúsculas​ ​diferentes​ ​indican​ ​diferencia​ ​significativa​ ​(p<0.05)​ ​entre​ ​las​
​diferentes​ ​horas​ ​por​ ​muestra,​ ​A-F​ ​letras​ ​mayúsculas​ ​diferentes​ ​indican​ ​diferencia​ ​significativa​
​(p<0.05) entre las muestras por cada hora de análisis.​
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​En​ ​cuanto​ ​a​ ​la​ ​cuenta​ ​viable​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​(Tabla​ ​6.1)​ ​todas​ ​las​ ​muestras​

​tuvieron​ ​una​ ​cuenta​ ​inicial​ ​de​ ​8.05​ ​UFC/mL.​ ​A​ ​partir​ ​de​ ​la​ ​hora​ ​2​ ​de​ ​incubación,​ ​se​

​observó​ ​un​ ​incremento​ ​ligero​ ​significativo​ ​en​ ​el​ ​control​ ​del​ ​crecimiento​ ​(CC)​ ​y​ ​una​

​disminución​​(de​​8.6​​±​​0.05​​en​​la​​hora​​3​​hasta​​7.7​​±​​0.1),​​mientras​​que​​en​​las​​muestras​

​C2​​1:1000​​el​​aumento​​fue​​a​​partir​​de​​la​​primera​​hora​​(9.4​​±​​0.2​​Log​​UFC/mL),​​con​​un​

​descenso significativo en la segunda hora (8.7 ± 0.2).​

​Al​ ​comparar​ ​los​ ​cambios​ ​en​​cada​​muestra​​durante​​el​​tiempo​​del​​experimento,​

​en​​las​​muestras​​C2​​1:100​​y​​C2​​1:1000​​no​​se​​identificaron​​colonias​​de​​H.​​pylori​​a​​partir​

​de​​la​​hora​​3,​​debido​​al​​crecimiento​​de​​las​​BAL.​​Este​​mismo​​efecto​​se​​presentó​​en​​los​

​fermentados​​en​​monocultivo​​(​​L.​​casei​​y​​L.​​rhamnosus​​)​​desde​​la​​hora​​0,​​imposibilitando​

​su conteo por el enmascaramiento de las colonias de​​H. pylori​​.​
​El​ ​jugo​ ​sin​ ​inóculo​ ​C-​ ​no​ ​mostró​ ​cambios​ ​significativos,​ ​mientras​ ​que​ ​el​

​metronidazol​​a​​la​​hora​​3​​reportó​​su​​mayor​​recuento​​de​​H.​​pylori​​(8.2​​UFC/mL)​​y​​en​​las​

​horas​ ​subsecuentes​ ​(6,​ ​24​ ​y​ ​48​ ​h)​ ​no​ ​se​ ​detectaron​ ​colonias​ ​del​ ​microorganismo​

​(Tabla 6.2).​

​Tabla 6.2 Cuenta viable de​​H. pylori​​(Log UFC/mL)​​en presencia de jugo fermentado con BAL.​

​Muestra​ ​Incubación (horas)​

​0​ ​1​ ​2​ ​3​ ​6​ ​24​ ​48​

​CC​ ​8.09±0.1​​A,b​ ​8.05±0.2​​B,b​ ​8.1±0.1​​AB,ab​ ​8.6±0.1​​A,a​ ​8.1±0.1​​A,ab​ ​7.7±0.1​​b​ ​8.2±0.3​​ab​

​C2 1:100​ ​8.1±0.3​​A,a​ ​8.3±0.3​​B,a​ ​7.7±0.2​​B,a​ ​NI​ ​NI​ ​NI​ ​NI​

​C2 1:1000​ ​8.1±0.3​​A,c​ ​9.4±0.2​​A,a​ ​8.7±0.2​​A,b​ ​NI​ ​NI​ ​NI​ ​NI​

​C-​ ​8.1±0.4​​A,a​ ​7.9±0.1​​B,a​ ​7.4±0.5​​B,a​ ​7.6±0.1​​C,a​ ​7.7±0.02​​B,a​ ​NI​ ​NI​

​MTZ​ ​7.9±0.3​​A,b​ ​7.9±0.1​​B,b​ ​7.9±0.1​​B,ab​ ​8.2±0.1​​B,a​ ​ND​ ​ND​ ​ND​

​C2:​​Consorcio​​2​​(​​L.​​casei​​y​​L.​​rhamnosus​​).​​CC​​:​​Control​​de​​crecimiento.​​ND:​​no​​detectado.​​NI:​​No​​identificado​
​por​​crecimiento​​de​​BAL.​​MTZ:​​Metronidazol.​​A-C​ ​Letras​​mayúsculas​​diferentes​​muestran​​diferencia​​significativa​
​(p<0.05)​​entre​​las​​diferentes​​muestras​​en​​la​​misma​​hora.​​a-c​ ​Letras​​minúsculas​​diferentes​​muestran​​diferencia​
​significativa (p<0.05) entre las diferentes horas por cada muestra.​

​En​​relación​​con​​los​​resultados​​antes​​expuestos,​​en​​la​​figura​​6.2​​se​​observan​​las​

​imágenes​​de​​las​​tinciones​​en​​el​​microscopio,​​así​​como​​la​​evaluación​​semi​​cuantitativa​

​del​ ​número​ ​de​ ​células​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​detectadas​ ​visualmente​ ​en​ ​los​ ​campos​ ​de​

​observación al 100X.​

​Al​ ​inicio​ ​del​ ​análisis​ ​se​ ​observaron​ ​en​ ​todas​ ​las​ ​muestras​​>10​​células/campo​

​(+++),​ ​a​ ​excepción​ ​de​ ​la​ ​muestra​ ​con​ ​metronidazol,​ ​las​ ​cuales​ ​fueron​ ​incontables​

​hasta​​la​​primera​​hora.​​Posteriormente,​​en​​la​​tercera​​hora​​de​​incubación,​​la​​muestra​​en​
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​co-cultivo​ ​C2​ ​1:100​ ​y​ ​las​ ​fermentaciones​ ​en​ ​monocultivo​ ​(​​L.​ ​casei​ ​y​ ​L.​ ​rhamnosus​​),​

​disminuyó el número de células (5-8 células/campo) observado.​

​Muestra​ ​Incubación (horas)​
​0​ ​1​ ​3​ ​6​ ​24​ ​48​

​CC​

​+++​ ​+++​ ​+++​ ​+++​ ​++++​ ​++++​
​C2 1:100​

​+++​ ​+++​ ​++​ ​++​ ​-​ ​-​
​C2 1:1000​

​+++​ ​+++​ ​+++​ ​+++​ ​-​ ​-​
​L. casei​

​+++​ ​+++​ ​++​ ​+/-​ ​-​ ​-​
​L.​

​rhamnosus​

​+++​ ​+++​ ​++​ ​++​ ​-​ ​-​
​C- Jugo​

​+++​ ​+++​ ​+++​ ​+++​ ​+++​ ​+++​

​Metronidazol​

​++++​ ​++++​ ​+++​ ​+​ ​-​ ​-​
​Figura​ ​6.2​ ​Micrografías​​y​​análisis​​semicuantitativo​​de​​la​​actividad​​antimicrobiana​​contra​
​H.​​pylori​​en​​un​​medio​​líquido​​.CC:​​control​​de​​crecimiento.​​C2:​​jugo​​de​​zarzamora​​fermentado​
​con​ ​el​ ​consorcio​ ​2​ ​(​​L.​ ​casei​ ​+​ ​L.​ ​rhamnosus​​).​ ​C-:​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​​fermentado​​sin​​inóculo.​
​Número​ ​de​ ​células​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​observados​ ​por​ ​campo​ ​+:​ ​1-4/campo,​ ​++:​ ​5-8/campo,​ ​+++:​
​>10/campo, ++++: incontables/campo, +/-: se observó a​​H. pylori​​en una sola repetición.​
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​En​ ​la​​hora​​6​​en​​la​​muestra​​de​​metronidazol​​aún​​se​​apreció​​la​​presencia​​de​​H.​

​pylori​​aunque​​en​​el​​ensayo​​anterior​​no​​se​​apreció​​su​​crecimiento​​por​​colonias​​en​​placa,​

​estas​ ​células​ ​tenían​ ​una​ ​forma​ ​pleomórfica​ ​(alas​ ​de​ ​gaviota)​ ​característica​ ​del​

​patógeno.​

​En​​las​​horas​​24​​y​​48​​ya​​no​​se​​visualizaron​​células​​de​​H.​​pylori​​en​​las​​muestras​

​de​​metronidazol,​​C2​​1:100,​​L.​​casei​​y​​L.​​rhamnosus​​,​​mientras​​que​​en​​C2​​1:1000,​​el​​C-​

​y el CC se identificaron y contabilizaron células (>10 células/campo).​

​En​ ​lo​ ​que​ ​respecta​ ​a​ ​la​ ​presencia​ ​de​ ​los​ ​bacilos​ ​Gram​ ​positivos,​

​correspondientes​ ​a​ ​las​ ​BAL,​ ​en​ ​las​ ​muestras​ ​fermentadas​ ​C2​ ​1:100,​ ​L.​ ​casei​ ​y​ ​L.​

​rhamnosus​ ​se​ ​observó​ ​un​ ​aumento​ ​sobre​ ​la​ ​densidad​ ​de​ ​bacilos​ ​en​ ​el​ ​campo​ ​de​

​observación después de las 6 horas del ensayo.​

​6.3.3.​ ​Cuantificación de cDNA de H. pylori mediante RT-qPCR.​
​Para​ ​comprobar​ ​los​ ​efectos​ ​bactericidas​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​en​ ​los​ ​ensayos​

​metodológicos​ ​anteriores​ ​se​ ​realizó​ ​la​ ​cuantificación​ ​del​ ​cDNA​ ​correspondiente​ ​a​ ​H.​

​pylori​​,​ ​en​ ​las​ ​muestras​ ​analizadas​ ​de​ ​la​ ​cinética​ ​de​ ​muerte​ ​en​ ​medio​ ​líquido​ ​en​ ​las​

​horas 0, 4 y 6.​

​Al​ ​comparar​ ​el​ ​tiempo​ ​0​ ​con​ ​las​ ​6​ ​horas​ ​de​ ​las​ ​muestras​ ​C2​ ​y​ ​C2​ ​1:100​ ​se​

​apreció​ ​un​ ​aumento​ ​en​ ​el​ ​ciclo​ ​de​ ​cuantificación,​ ​con​ ​valores​ ​de​​19.54​​a​​27.58​​y​​de​

​14.1​ ​a​ ​22.03,​ ​respectivamente.​ ​Lo​ ​que​ ​indica​ ​menor​ ​concentración​ ​del​ ​material​

​genético​​de​​H.​​pylori​​.​​En​​las​​muestras​​C2​​1:1000​​y​​C-,​​no​​se​​observaron​​diferencias​​en​

​los​​tres​​tiempos,​​mientras​​que​​en​​el​​tratamiento​​con​​metronidazol​​a​​las​​4​​horas​​se​​vio​

​disminuida la carga de​​H. pylori,​​pero a la hora 6​​aumentó significativamente.​
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​Tabla 6.3 Viabilidad de​​H. pylori​​en un ensayo de​​cinética de muerte en contacto con jugo fermentado con BAL.​

​Tiempo de fermentación (horas)​

​0​ ​6​ ​24​

​Muestra​ ​Cq​ ​Ng cDNA​ ​N° Mol​ ​Cq​ ​Ng cDNA​ ​N° Mol​ ​Cq​ ​Ng cDNA​ ​N° Mol​

​C2​ ​16.2±0.6​​BC,c​ ​0.14​ ​1.73x10​​9​ ​24.1±1.2​​AB,b​ ​0.006​ ​7.3x10​​8​ ​27.58±2.7​​A,a​ ​0.0005​ ​5.9x10​​6​

​C2 1:100​ ​14.1±0.3​​BC,b​ ​6.66​ ​7.9x10​​11​ ​19.29±5​​B,ab​ ​0.17​ ​20.7x10​​9​ ​22.03±1.5​​B,a​ ​0.024​ ​2.99x10​​8​

​C2 1:1000​ ​12.9±1.8​​C,c​ ​1.35​ ​1.6x10​​11​ ​18.79±0.1​​B,a​ ​0.24​ ​2.9x10​​9​ ​16.92±1.5​​C,b​ ​0.91​ ​1.71x10​​11​

​C-​ ​28.05±1.1​​A,a​ ​0.0003​ ​4.3x10​​6​ ​28.4±1.1​​A,a​ ​0.0009​ ​3.2x10​​6​ ​26.8±2.2​​A,a​ ​0.002​ ​9.9x10​​6​

​MTZ​ ​17.07±2.8​​B,a​ ​0.08​ ​9.8x10​​9​ ​20.26±2.6​​B,a​ ​0.08​ ​1.04x10​​10​ ​16.21±0.3​​C,a​ ​1.50​ ​1.8x10​​10​

​CC​ ​28.41±1.3​​A,a​ ​0.0002​ ​3.3x10​​6​ ​22±1.5​​B,b​ ​0.02​ ​3.05x10​​9​ ​12.44±1.7​​C,c​ ​21.51​ ​2x10​​11​

​C2:​​consorcio​​2​​inoculado​​con​​L.​​casei​​y​​L.​​plantarum​​;​​C-:​​jugo​​sin​​inóculo;​​CC:​​control​​de​​crecimiento​​de​​H.​​pylori​​;​​cDNA:​​ADN​​complementario​​;​​Cq:​​umbral​​de​
​cuantificación​ ​(número​ ​de​ ​ciclo​ ​en​ ​el​ ​que​ ​hay​ ​detección);​ ​MTZ:​ ​metronidazol.​ ​A-C​ ​Letras​ ​mayúsculas​ ​superíndices​ ​diferentes​​muestran​​diferencia​​significativa​
​(p<0.05)​ ​entre​ ​las​ ​diferentes​ ​muestras​ ​en​ ​la​ ​misma​ ​hora.​ ​a-c​ ​Letras​ ​minúsculas​ ​superíndices​ ​diferentes​ ​muestran​ ​diferencia​ ​significativa​ ​(p<0.05)​ ​entre​ ​las​
​diferentes horas por cada muestra.​
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​6.3.4.​ ​Cinética de muerte en simulación gástrica​

​Para​ ​probar​ ​la​ ​actividad​ ​antimicrobiana​ ​de​ ​las​ ​bebidas​​fermentadas​​con​​BAL​​en​

​monocultivo​​(​​L.​​casei​​o​​L.​​rhamnosus​​),​​co-cultivo​​(​​L.​​casei​​+​​L.​​rhamnosu​​s)​​y​​antibióticos​

​(metronidazol​​o​​amoxicilina​​y​​su​​mezcla),​​se​​realizó​​una​​cinética​​de​​muerte​​en​​un​​medio​

​de​​simulación​​en​​jugo​​gástrico.​​La​​densidad​​óptica​​de​​las​​muestras​​fermentadas​​con​​los​

​monocultivos​​tuvo​​un​​aumento​​significativo,​​con​​valores​​iniciales​​de​​0.14​​a​​0.18​​de​​abs​​a​

​las​​6​​h,​​en​​promedio​​(Figura​​6.3).​​Las​​muestras​​C2,​​metronidazol,​​MTZ/AMX​​y​​JG,​​su​​abs​

​no se vio modificada en los diferentes tiempos de incubación.​

​Muestra​ ​0 h​ ​2 h​ ​3 h​ ​6 h​
​L. casei​ ​A, b​ ​B, ab​ ​A, ab​ ​A, a​
​L. rhamnosus​ ​A, b​ ​A, a​ ​A, ab​ ​A, a​
​C2​ ​A, a​ ​B, a​ ​A, a​ ​A, a​
​C-​ ​B, a​ ​C, ab​ ​B, a​ ​B, b​
​Metronidazol​ ​C, a​ ​D, b​ ​C, ab​ ​C, ab​
​Amoxicilina​ ​C, a​ ​D, b​ ​C, a​ ​C, b​
​Metr/Amox​ ​C, a​ ​D, a​ ​C, a​ ​C, a​
​JG​ ​C, a​ ​D, a​ ​C, a​ ​C, a​

​Figura​ ​6.3​ ​Densidad​ ​óptica​ ​del​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​fermentado​ ​en​ ​monocultivo​​(​​L.​
​casei​​o​​L.​​rhamnosus​​)​​y​​en​​cocultivo​​(C2:​​L.​​casei​​+​​L.​​rhamnosus)​​contra​​H.​​pylori​
​en​ ​una​ ​simulación​ ​de​ ​digestión​ ​gástrica.​ ​a-b​ ​Letras​ ​minúsculas​ ​indican​ ​diferencia​
​significativa​ ​entre​ ​las​ ​diferentes​ ​horas​ ​por​ ​muestra,​ ​A-D​ ​letras​ ​mayúsculas​ ​diferentes​ ​indican​
​diferencia significativa entre las muestras por cada hora de análisis.​

​En​ ​la​ ​cuenta​ ​viable​ ​de​​H.​​pylori,​​se​​observó​​mayor​​crecimiento​​de​​las​​BAL​​en​​el​

​medio,​ ​aun​ ​cuando​ ​este​ ​estaba​​preparado​​con​​antibióticos​​(vancomicina),​​debido​​a​​que​

​en​​el​​capítulo​​V​​se​​reportó​​la​​resistencia​​a​​la​​vancomicina​​por​​las​​BAL​​utilizadas.​​Por​​ello,​

​se​ ​realizaron​ ​tinciones​ ​de​ ​Gram,​ ​analizadas​ ​mediante​ ​una​ ​escala​ ​semicuantitativa​ ​del​

​número de bacterias de​​H. pylori​​por campo de visión​​a 100X.​

​En​​la​​hora​​0​​(Figura​​6.4),​​se​​detectó​​la​​misma​​densidad​​de​​Gram​​negativos​​(>10​

​células/campo)​​en​​todas​​las​​muestras,​​a​​excepción​​del​​JG​​+​​H.​​pylori​​(5-8/campo).​​En​​las​

​siguientes​​horas​​la​​cantidad​​de​​H.​​pylori​​disminuyó​​gradualmente​​la​​presencia​​de​​bacilos​

​curvos​​hasta​​la​​hora​​6,​​en​​donde​​las​​muestras​​fermentadas​​con​​L.​​casei​​,​​L.​​rhamnosus​​,​

​117​



​AMX​ ​y​ ​en​ ​el​ ​control​ ​con​ ​JG​ ​se​ ​observaron​ ​de​ ​1-4​ ​células/campo.​ ​La​ ​presencia​ ​de​ ​H.​

​pylori​​no​​fue​​clara​​entre​​las​​repeticiones​​en​​C2​​y​​MTZ​​(una​​de​​las​​repeticiones​​se​​observó​

​la​ ​presencia​ ​de​ ​una​ ​célula​ ​del​ ​patógeno).​ ​Finalmente,​ ​en​ ​la​ ​mezcla​ ​de​ ​antibióticos​

​(MTZ/AMX) a las 6 h se apreció la eliminación total de​​H. pylori.​

​Muestra​ ​Incubación (horas)​
​0​ ​2​ ​3​ ​6​

​C2​

​+++​ ​++​ ​+​ ​+/-​

​L. casei​

​+++​ ​++​ ​++​ ​+​

​L. rhamnosus​

​+++​ ​++​ ​++​ ​+​

​C-​

​+++​ ​+++​ ​+++​ ​++​

​Jugo gástrico​

​++​ ​++​ ​+​ ​+​

​Amoxicilina​

​+++​ ​++​ ​+​ ​+​

​Metronidazol​

​+++​ ​++​ ​+​ ​+/-​

​Metro/Amox​

​+++​ ​++​ ​+​ ​+​
​Figura​​6.4.​​Micrografías​​y​​análisis​​semicuantitativo​​de​​la​​actividad​​antimicrobiana​​contra​
​H.​ ​pylori​ ​en​ ​la​ ​simulación​ ​de​ ​digestión​ ​in​ ​vitro​​.​ ​CC:​ ​control​ ​de​ ​crecimiento.​ ​C2:​ ​jugo​ ​de​
​zarzamora​ ​fermentado​ ​con​ ​el​ ​consorcio​ ​2​ ​(​​L.​ ​casei​ ​+​ ​L.​ ​rhamnosus​​).​ ​C-:​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​
​fermentado​​sin​​inóculo.​​Número​​de​​células​​de​​H.​​pylori​​por​​campo​​+:​​1-4/campo,​​++:​​5-8/campo,​
​+++: >10/campo, ++++: incontables/campo, +/-: se observó a​​H. pylori​​en una sola repetición.​
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​6.3.5.​ ​Cinética de muerte en simulación gástrica en mezcla con antibióticos​

​Se​ ​determinaron​ ​las​ ​propiedades​ ​bactericidas​ ​de​ ​las​ ​bebidas​ ​fermentadas​ ​en​

​combinación​ ​con​ ​cada​ ​uno​ ​de​ ​los​ ​antibióticos​ ​(MTZ​ ​o​ ​AMX)​ ​o​ ​con​ ​ambos​ ​(MTZ/AMX)​

​(Tabla​ ​6.4).​ ​Se​ ​observó​ ​una​ ​disminución​ ​rápida​ ​de​ ​la​ ​presencia​ ​de​ ​bacilos​ ​Gram​

​negativos​​(1-4​​células/campo),​​correspondientes​​a​​la​​morfología​​de​​H.​​pylori​​después​​de​

​las​​2​​horas​​de​​incubación​​en​​todas​​las​​muestras​​fermentadas​​con​​BAL​​en​​monocultivo​​o​

​cocultivo,​ ​a​ ​excepción​ ​del​ ​jugo​ ​con​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​+​ ​AMX​ ​(5-8​ ​células/campo).​ ​A​ ​las​ ​4​

​horas​​de​​incubación,​​en​​la​​muestra​​C2​​en​​combinación​​con​​MTZ,​​no​​se​​detectó​​H.​​pylori​

​en​ ​los​ ​frotis​​teñidos.​​Sin​​embargo,​​al​​combinar​​el​​C2​​con​​AMX​​o​​con​​la​​combinación​​de​

​antibióticos,​ ​se​ ​indujeron​ ​formas​ ​cocoides​ ​del​ ​microorganismo.​ ​Este​ ​mismo​

​comportamiento​ ​se​ ​identificó​ ​en​ ​las​ ​demás​ ​muestras​ ​fermentadas​ ​a​ ​excepción​ ​de​ ​L.​

​rhamnosus​​+​​MTZ.​​Finalmente,​​en​​el​​jugo​​de​​zarzamora​​sin​​inóculo​​(C-),​​en​​combinación​

​con los diferentes antibióticos, se mostró una disminución progresiva de​​H. pylori.​

​Tabla​ ​6.4.​ ​Análisis​ ​semicuantitativo​ ​de​ ​la​ ​inhibición​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​por​ ​la​
​actividad de las bebidas fermentadas en combinación con antibióticos.​

​Incubación (horas)​
​Muestra​ ​0​ ​2​ ​4​

​C2 + AMX​ ​+++​ ​++​ ​Fc​

​C2+MTZ​ ​+++​ ​+​ ​-​

​C2+AMX/MTZ​ ​+++​ ​+​ ​Fc​

​L. casei​​+AMX​ ​+++​ ​+​ ​Fc​

​L. casei​​+MTZ​ ​+++​ ​+​ ​Fc​

​L. casei​​+AMX/MTZ​ ​+++​ ​+​ ​Fc​

​L. rhamnosus​​+AMX​ ​+++​ ​++​ ​+​

​L. rhamnosus​​+MTZ​ ​+++​ ​+​ ​Fc​

​L. rhamnosus​​+AMX/MTZ​ ​+++​ ​+​ ​Fc​

​C-+AMX​ ​+++​ ​++​ ​+​

​C-+MTZ​ ​+++​ ​++​ ​+​

​C-+AMX/MTZ​ ​+++​ ​++​ ​+​

​CC​ ​+++​ ​+++​ ​+++​

​C2:​​jugo​​de​​zarzamora​​fermentado​​con​​el​​consorcio​​2​​(​​L.​​casei​​+​​L.​​rhamnosus​​).​​C-:​
​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​fermentado​ ​sin​ ​inóculo.​ ​CC:​ ​control​ ​de​ ​crecimiento.​ ​AMX:​
​Amoxicilina.​ ​MTZ:​ ​Metronidazol.​ ​Fc:​ ​Forma​ ​cocoide.​​Número​​de​​células​​de​​H.​​pylori​
​observados por campo +: 1-4/campo, ++: 5-8/campo, +++: >10/campo.​
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​6.3.6.​ ​Actividad bactericida en medio sólido​

​Se​ ​realizó​​un​​ensayo​​con​​H.​​pylori​​adherido​​a​​una​​superficie​​en​​medio​​Cassman​

​sólido,​​posterior​​a​​su​​crecimiento​​por​​48​​horas,​​agregando​​la​​muestra​​a​​probar​​posterior​

​al​ ​proceso​ ​de​ ​digestión​ ​gástrica​ ​a​ ​las​ ​0,​ ​2​ ​y​​4​​horas​​(Figura​​6.5).​​Las​​muestras​​que​​se​

​analizaron​​fueron​​los​​digeridos​​gástricos​​del​​jugo​​fermentado​​con​​el​​cocultivo​​C2​​(​​L.​​casei​

​+​ ​L.​ ​rhamnosus​​),​ ​el​ ​jugo​ ​sin​ ​inóculo​ ​(C-),​ ​los​ ​antibióticos​ ​MTZ​ ​y​ ​AMX,​ ​así​ ​como​ ​su​

​combinación (MTZ + AMX) y el control del jugo gástrico sin inóculo.​

​A​ ​las​ ​0​ ​horas​ ​se​ ​observó​ ​una​ ​mayor​ ​lisis​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​en​ ​todas​ ​las​ ​muestras.​

​Adicionalmente,​ ​en​ ​el​ ​jugo​ ​C2​ ​se​ ​apreció​ ​el​ ​crecimiento​ ​de​ ​colonias​ ​bacterianas​

​correspondientes​​a​​BAL.​​Este​​efecto​​bactericida​​permaneció​​ligeramente​​hasta​​la​​hora​​2​

​para​ ​todas​ ​las​ ​muestras​ ​y​ ​en​ ​la​ ​hora​ ​4​ ​la​ ​actividad​ ​bactericida​ ​se​ ​perdió​ ​en​ ​todas​ ​las​

​muestras​ ​a​ ​excepción​ ​del​ ​co-cultivo​ ​C2,​​observando​​mayor​​densidad​​de​​un​​crecimiento​

​de BAL.​

​Figura​ ​6.5​ ​Actividad​ ​antimicrobiana​ ​del​ ​jugo​ ​fermentado​ ​digerido​ ​a​ ​diferentes​ ​tiempos​
​contra​ ​H.​ ​pylori​​.​ ​Jg:​ ​Jugo​ ​gástrico.​ ​Jg+M:​ ​Jugo​ ​gástrico+metronidazol.​ ​Jg+A:​ ​Jugo​
​gástrico+amoxicilina.​​Jg+M/A:​​Jugo​​gástrico+metronidazol/amoxicilina.​​Jg+C-:​​Jugo​​gástrico​​+​​jugo​
​sin inóculo. Jg+C2: Jugo gástrico + jugo inoculado con​​L. casei y L. rhamnosus​​.​

​6.4.​ ​Discusión​

​En​ ​este​​capítulo​​se​​determinaron​​las​​propiedades​​antimicrobianas/bactericidas​​in​

​vitro​​contra​​H.​​pylori​​de​​los​​jugos​​de​​zarzamora,​​fermentados​​con​​las​​BAL​​en​​monocultivo​

​y​ ​cocultivo​ ​C2,​ ​en​ ​comparación​ ​con​ ​jugo​ ​sin​ ​inóculo​ ​bacteriano​ ​(C-)​ ​y​ ​los​ ​tratamientos​

​con​ ​los​ ​antibióticos​ ​MTZ​ ​y​ ​AMX.​ ​Se​ ​observó​ ​la​ ​capacidad​ ​bactericida​ ​de​ ​las​ ​muestras​

​fermentadas​ ​durante​ ​0​ ​a​ ​48​ ​h.​ ​A​ ​partir​ ​de​ ​la​ ​hora​ ​cero​ ​en​ ​los​ ​diferentes​ ​ensayos,​

​permitiendo​ ​demostrar​ ​sus​ ​propiedades​ ​probióticas​ ​anteriormente​ ​analizadas​ ​(Ver​

​capítulo V).​
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​La​ ​CMI​ ​para​ ​las​ ​cepas​ ​ATCC​ ​(43504)​ ​y​ ​clínicas​ ​(F366,​ ​20A5,​ ​26695,​ ​124C​ ​y​

​A360)​​de​​las​​bebidas​​fermentadas​​fue​​en​​las​​diluciones​​1:4​​y​​1:16.​​En​​el​​monocultivo​​L.​

​rhamnosus​​,​ ​de​ ​1:16​ ​para​ ​L.​ ​casei,​ ​y​ ​de​ ​1:500​ ​para​ ​el​ ​consorcio​ ​C2,​ ​mostrando​ ​mayor​

​efectividad​​bactericida​​del​​C2​​a​​menor​​concentración.​​El​​inóculo​​directo​​sin​​dilución​​en​​el​

​C-​ ​inhibió​ ​algunas​ ​cepas​ ​clínicas​ ​(20A5,​ ​26695,​ ​124C​ ​y​ ​A360),​ ​lo​ ​cual​ ​indica​ ​menor​

​capacidad​​para​​inhibir​​H.​​pylori​​.​​El​​MTZ​​inhibió​​en​​concentraciones​​de​​128​​μg/mL​​para​​la​

​cepa​ ​ATCC​ ​y​ ​20A5.​ ​Las​ ​propiedades​ ​antimicrobianas​ ​de​ ​las​ ​muestras​ ​fermentadas​ ​se​

​evaluaron​ ​mediante​ ​una​ ​cinética​ ​de​ ​muerte​ ​para​ ​H.​ ​pylori,​ ​lo​ ​cual​ ​se​ ​relacionó​ ​con​ ​la​

​disminución​ ​del​ ​número​ ​de​ ​colonias,​ ​presencia​ ​de​ ​células​ ​en​ ​los​ ​frotis​ ​y​ ​menor​

​concentración​ ​de​ ​cDNA.​ ​Esto​ ​se​ ​observó​ ​en​ ​los​ ​tratamientos​ ​con​ ​las​ ​muestras​

​fermentadas​ ​en​ ​monocultivo​ ​(​​L.​ ​casei​ ​o​ ​L.​ ​rhamnosus​​)​ ​y​ ​en​ ​el​ ​consorcio​ ​C2​ ​1:100​ ​(​​L.​

​casei + L. rhamnosus​​).​

​Las​​propiedades​​antibacterianas​​de​​las​​muestras​​fermentadas​​pueden​​deberse​​a​

​la​​producción​​de​​diferentes​​metabolitos​​sintetizados​​por​​las​​BAL.​​Uno​​de​​ellos​​es​​el​​ácido​

​láctico,​​que​​puede​​inhibir​​la​​actividad​​de​​la​​ureasa​​(13).​​Al​​respecto,​​Huang​​et​​al.,​​(2021)​

​reportaron​ ​que​ ​cuando​ ​H.​​pylori​​fue​​incubado​​con​​el​​sobrenadante​​libre​​de​​células​​y​​las​

​BAL​ ​viables​ ​de​ ​Lactobacillus​ ​aislados​ ​de​ ​diferentes​ ​fuentes​ ​de​ ​alimentos,​ ​disminuyó​ ​la​

​actividad​ ​de​ ​la​ ​ureasa​ ​en​ ​un​ ​78​ ​y​ ​64.4​ ​%​ ​(14).​ ​Mientras​ ​que​ ​en​ ​dos​ ​cepas​ ​de​ ​L.​

​plantarum​​aisladas​​de​​heces,​​a​​las​​4​​horas​​de​​incubación​​inhibió​​en​​un​​55.9​​%​​a​​55.33​​%​

​la​​actividad​​de​​la​​ureasa,​​y​​se​​identificaron​​sustancias​​con​​potencial​​antibacteriano​​como​

​el​ ​ácido​ ​láctico,​ ​peróxido​ ​de​ ​hidrógeno​ ​y​ ​proteínas.​ ​Por​ ​medio​ ​de​ ​las​ ​micrografías​ ​se​

​determinó​​que​​el​​posible​​mecanismo​​de​​acción​​es​​por​​la​​destrucción​​de​​la​​pared​​celular​

​(15).​​En​​cambio,​​en​​el​​aislado​​de​​la​​cepa​​L.​​pentosus​​LPS16​​de​​bambú​​y​​posteriormente​

​fermentado​ ​por​ ​24​​horas​​en​​caldo​​MRS,​​mostró​​actividad​​bactericida​​relacionada​​con​​el​

​contenido​ ​de​ ​ácido​ ​láctico​ ​(0.06​ ​g/100​ ​g)​ ​en​ ​las​ ​cepas​ ​ATCC​ ​43504​ ​y​​J99​​de​​H.​​pylori​

​(16).​

​Los​​mecanismos​​de​​acción​​de​​los​​metabolitos​​antes​​mencionados​​contra​​H.​​pylori​

​aún​​no​​son​​claros,​​pero​​se​​sabe​​que​​el​​ácido​​láctico​​y​​los​​ácidos​​grasos​​de​​cadena​​corta​

​actúan​ ​como​ ​transportadores​ ​de​ ​protones,​​reducen​​el​​pH​​del​​citoplasma​​y​​comienzan​​a​

​acumular​​aniones​​tóxicos​​que​​previenen​​la​​colonización​​(17).​​Mientras​​que​​el​​peróxido​​de​

​hidrógeno​​es​​un​​agente​​oxidante​​que​​daña​​las​​proteínas,​​los​​lípidos​​y​​el​​ADN​​de​​H.​​pylori​

​(18).​

​El​ ​análisis​ ​realizado​ ​anteriormente​ ​en​ ​las​ ​cinéticas​ ​de​ ​muerte,​ ​sobre​ ​la​

​disminución​ ​de​ ​la​ ​viabilidad​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​se​ ​pudo​ ​corroborar​ ​con​ ​la​ ​identificación​ ​y​

​cuantificación​​del​​cDNA​​de​​H.​​pylori,​​observando​​la​​misma​​tendencia​​a​​la​​disminución​​de​

​la​​presencia​​del​​patógeno​​con​​respecto​​al​​tiempo,​​principalmente​​en​​las​​muestras​​del​​C2​

​(sin​ ​dilución)​ ​y​ ​C2​ ​1:100,​ ​mientras​​que​​en​​la​​muestra​​C2​​1:1000​​en​​la​​hora​​24​​hubo​​un​
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​aumento​ ​de​ ​0.67​ ​ng​ ​cDNA,​ ​en​ ​comparación​ ​con​ ​la​ ​hora​ ​6.​ ​Y​ ​sobre​ ​el​ ​tratamiento​ ​con​

​metronidazol​​presentó​​valores​​de​​4.36​​ng​​de​​cDNA​​a​​la​​hora​​0​​h,​​disminuyendo​​a​​1.29​​ng​

​cDNA​​a​​24​​h.​​Este​​tipo​​de​​análisis​​de​​bebidas​​fermentadas​​es​​escaso​​y​​se​​ha​​observado​

​un​​mayor​​número​​de​​análisis​​sobre​​la​​caracterización​​total​​de​​la​​microbiota​​en​​pacientes​

​con​ ​diferentes​ ​tratamientos.​ ​Por​ ​ejemplo,​ ​en​ ​pacientes​ ​diagnosticados​ ​con​ ​H.​ ​pylori​​,​

​tratados​ ​con​ ​terapia​ ​cuádruple​ ​(tetraciclina,​ ​amoxicilina,​ ​citrato​ ​de​ ​bismuto​ ​y​ ​potasio,​ ​y​

​lansoprazol),​ ​se​ ​analizaron​ ​muestras​ ​fecales​ ​antes​ ​del​ ​tratamiento​ ​y​ ​seis​ ​semanas​

​después,​ ​donde​ ​no​ ​se​ ​detectó​ ​ningún​ ​género​ ​ni​ ​especie​ ​de​ ​H.​ ​pylori​​,​ ​observando​ ​una​

​mayor​ ​relación​ ​de​ ​Bacteroidetes/Firmicutes​ ​por​ ​posibles​ ​alteraciones​ ​metabólicas​ ​del​

​patógeno​​y​​una​​disminución​​de​​Faecalibacterium​​prausnitzii​​.​​Esta​​última,​​es​​una​​bacteria​

​productora​ ​de​ ​butirato​ ​lo​ ​cual​ ​podría​ ​indicar​ ​un​ ​entorno​ ​colónico​ ​comprometido​ ​con​

​posible​​deterioro​​de​​la​​barrera​​intestinal​​(19).​​Un​​comportamiento​​similar​​fue​​reportado​​en​

​un​ ​análisis​ ​de​ ​la​ ​microbiota​ ​por​ ​16S​​rRNA​​de​​heces​​fecales​​después​​de​​un​​tratamiento​

​farmacológico​​con​​la​​terapia​​cuádruple,​​observándose​​una​​abundancia​​de​​Bacteroidetes​

​(43.59%)​ ​y​ ​Proteobacteria​ ​(8.36​ ​%)​ ​e​ ​infiriéndose​ ​mayor​ ​señalización​ ​de​ ​la​ ​vía​ ​de​

​transducción​ ​de​ ​MAPK​ ​relacionada​​con​​procesos​​inflamatorios​​y​​mayor​​metabolismo​​de​

​arginina y prolina implicado en el desarrollo de cáncer (19).​

​Los​​estudios​​anteriormente​​descritos​​dan​​un​​panorama​​de​​los​​efectos​​negativos​

​que​ ​implica​ ​la​ ​infección​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​sobre​ ​la​ ​microbiota,​ ​promoviendo​ ​disbiosis​ ​y​

​sensibilidad​ ​a​​padecer​​otras​​enfermedades.​​Por​​el​​contrario,​​en​​un​​estudio​​en​​pacientes​

​positivos​​a​​H.​​pylori​​se​​sometieron​​a​​un​​tratamiento​​de​​L.​​rhamnosus​​en​​combinación​​con​

​una​ ​terapia​ ​cuádruple​ ​(rabeprazol,​ ​levofloxacino,​ ​metronidazol​ ​y​ ​pectina​ ​de​ ​bismuto)​

​durante​ ​dos​ ​semanas,​ ​al​ ​finalizar​​se​​observó​​una​​reducción​​significativa​​en​​marcadores​

​de​​la​​inflamación​​(neutrófilos,​​alanina,​​pepsinógeno,​​e​​IL-6​​y​​TNF-α)​​en​​comparación​​con​

​el grupo sin suplementación de probióticos (20).​

​El​​uso​​de​​probióticos​​en​​conjunto​​con​​el​​tratamiento​​farmacológico​​contra​​H.​​pylori​

​aún​ ​requiere​ ​análisis​ ​adicionales​ ​para​ ​determinar​ ​dosis,​ ​tipos​ ​de​ ​fármacos​ ​usados​ ​y​

​mecanismos​ ​de​ ​acción​ ​(21).​ ​Una​ ​revisión​ ​reciente​ ​detalla​ ​la​ ​eficacia​ ​de​ ​los​ ​probióticos​

​contra​​la​​infección​​y​​la​​reducción​​de​​los​​efectos​​secundarios,​​pero​​aún​​falta​​comprender​

​su​ ​efecto​ ​específico​ ​en​ ​cada​ ​cepa​ ​de​ ​probióticos​ ​(22).​ ​Por​ ​lo​ ​anterior,​ ​se​ ​determinó​ ​la​

​actividad​​bactericida​​de​​la​​bebida​​C2​​en​​combinación​​con​​los​​antibióticos​​y​​si​​esta​​podía​

​verse​ ​afectada​ ​o​ ​podría​ ​tener​ ​un​ ​efecto​ ​sinérgico.​ ​La​ ​combinación​ ​de​ ​las​ ​muestras​

​fermentadas​​con​​los​​antibióticos,​​se​​observó​​mayor​​eficacia​​de​​eliminación​​de​​H.​​pylori​​ya​

​que​ ​a​ ​las​ ​2​ ​horas​ ​la​ ​mayoría​ ​de​ ​las​ ​muestras​ ​solo​ ​tenían​ ​de​ ​1-4​ ​células/campo,​ ​a​

​excepción​ ​del​ ​fermentado​ ​C2​ ​y​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​con​ ​AMX.​ ​Así​ ​como,​ ​la​ ​muestra​ ​C-​ ​en​

​mezcla con todos los antibióticos.​
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​La​ ​sensibilidad​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​a​ ​la​​AMX​​puede​​afectar​​su​​eficiencia​​antimicrobiana.​

​Previos​​estudios​​han​​reportado​​que​​utilizando​​nanopartículas​​de​​L.​​casei​​con​​quitosano​​y​

​cargadas​ ​con​ ​AMX​ ​(CMI50​ ​48.82​ ​ng/mL),​ ​se​ ​veía​ ​comprometida​ ​su​ ​supervivencia,​

​induciendo​ ​disrupción​ ​de​ ​la​ ​pared​ ​celular,​ ​lo​ ​cual​ ​se​ ​mejoró​ ​en​ ​un​ ​95.7%​ ​con​ ​la​

​suplementación​​de​​inulina​​(500​​​​ug/mL).​​Mientras​​que​​los​​efectos​​bactericidas​​del​​mismo​

​tratamiento​ ​(nanopartículas​ ​de​ ​quitosano​ ​con​ ​AMX​ ​+​ ​inulina)​ ​sobre​ ​H.​ ​pylori​ ​se​

​conservaron,​ ​lo​ ​cual​ ​se​ ​relacionó​ ​con​ ​la​ ​capacidad​ ​de​ ​inhibir​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​la​ ​pared​

​celular​ ​de​ ​la​ ​bacteria​ ​(23).​ ​Estos​ ​resultados​ ​podrían​ ​compararse​ ​con​ ​los​ ​del​ ​presente​

​trabajo,​ ​pues​ ​el​ ​uso​ ​de​ ​un​ ​jugo​ ​con​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​y​ ​posterior​ ​fermentación​ ​se​ ​puede​

​sugerir cómo un compuesto protector de las BAL permitiendo su función bactericida.​

​Cabe​ ​destacar​ ​que​ ​la​ ​combinación​ ​de​ ​C2​ ​(AMX​ ​y​ ​MTZ)​ ​en​ ​L.​ ​casei​ ​y​ ​en​ ​el​

​fermentado​​con​​L.​​rhamnosus​​(​​MTZ​​y​​su​​mezcla​​con​​AMX)​​indujo​​formas​​cocoides​​de​​H.​

​pylori​ ​a​ ​las​ ​4​ ​h​ ​del​ ​ensayo.​ ​Estas​ ​formas​ ​están​ ​relacionadas​ ​con​ ​la​ ​capacidad​ ​de​

​sobrevivencia​​de​​H.​​pylori​​ante​​condiciones​​estresantes​​como​​un​​pH​​bajo​​o​​la​​presencia​

​de​ ​antibióticos.​ ​Es​ ​un​ ​estado​ ​donde​ ​disminuye​ ​su​ ​metabolismo,​ ​pero​ ​mantienen​ ​la​

​virulencia​​y​​se​​asocian​​con​​recaídas​​de​​infecciones​​en​​pacientes​​(24).​​En​​un​​tratamiento​

​de​​inducción​​de​​formas​​cocoides​​con​​AMX​​(0.03125​​μg/mL),​​se​​observó​​el​​cambio​​de​​la​

​morfología​​a​​las​​6​​h​​de​​tratamiento​​y​​se​​mantuvieron​​viables,​​pero​​no​​cultivables​​hasta​​14​

​días​ ​(25).​ ​Este​ ​efecto​ ​puede​ ​resultar​​en​​un​​fracaso​​en​​la​​terapia​​de​​erradicación,​​por​​lo​

​que​ ​es​ ​importante​ ​realizar​ ​mayores​​análisis,​​en​​los​​tratamientos​​de​​jugo​​fermentado​​C2​

​en​ ​combinación​ ​con​ ​los​ ​antibióticos​ ​pues​ ​estos​ ​indujeron​ ​formas​ ​cocoides.​ ​Efecto​

​relacionado con una reinfección.​

​La​ ​actividad​ ​antibacteriana​ ​de​ ​los​ ​productos​ ​de​ ​la​ ​digestión​ ​in​ ​vitro​ ​del​ ​jugo​

​fermentado​ ​con​ ​el​ ​cocultivo​ ​(C2)​ ​y​ ​de​​los​​antibióticos​​(MTZ,​​AMX​​y​​su​​combinación)​​se​

​determinó​ ​sobre​ ​la​ ​simulación​ ​de​ ​la​ ​adherencia​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​a​ ​una​ ​superficie​​(placa​​de​

​agar​​casman).​​En​​la​​hora​​cero​​la​​zona​​de​​lisis​​fue​​visible​​para​​todas​​las​​muestras​​y​​en​​el​

​jugo​​C2​​se​​observó​​un​​crecimiento​​que​​correspondió​​a​​las​​BAL.​​En​​un​​ensayo​​similar,​​se​

​inoculó​ ​la​ ​cepa​ ​L.​ ​acidophilus​ ​aislada​ ​de​ ​un​ ​producto​ ​comercial​ ​en​ ​diferentes​

​concentraciones​​(MacFarland​​1,​​2,​​3​​y​​4)​​en​​una​​placa​​con​​H.​​pylori,​​a​​una​​densidad​​3​​del​

​nefelómetro​ ​McFarland.​ ​Las​ ​cepas​ ​patógenas​ ​correspondieron​ ​a​ ​aislados​ ​clínicos​ ​de​

​úlcera​ ​péptica.​ ​Se​ ​observó​ ​mayor​ ​efecto​ ​inhibidor​ ​a​ ​mayor​ ​densidad​ ​celular​ ​de​ ​L.​

​acidophilus​ ​del​ ​60%​​en​​el​​3​​del​​nefelómetro​​de​​McFarland​​en​​contraste​​con​​20%​​de​​las​

​demás​ ​soluciones​ ​(26).​ ​Este​ ​efecto​ ​se​ ​podría​ ​comparar​ ​con​ ​los​ ​resultados​ ​en​ ​este​

​ensayo,​ ​pues​ ​a​ ​mayor​ ​tiempo​ ​de​ ​digestión​ ​gástrica,​ ​la​ ​viabilidad​ ​de​ ​las​ ​BAL​ ​se​ ​vio​

​disminuida, como resultó en el capítulo anterior.​

​La​ ​actividad​ ​de​ ​lisis​ ​sobre​ ​H.​ ​pylori​ ​disminuyó​​en​​todas​​las​​muestras​​con​​mayor​

​tiempo​ ​de​ ​digestión,​ ​pero​ ​se​ ​conservó​ ​en​ ​el​ ​C2.​ ​Este​ ​comportamiento​ ​podría​ ​estar​
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​relacionado​​al​​efecto​​de​​adherencia​​y​​coagregación​​de​​las​​BAL.​​Al​​respecto,​​en​​el​​ensayo​

​realizado​​por​​Juntatachot,​​et​​al.,​​(27)​​analizaron​​las​​cepas​​probióticas​​L.​​rhamnosus​​SD4,​

​SD11​ ​y​ ​GG,​ ​aisladas​ ​de​ ​productos​ ​comerciales​ ​contra​ ​las​ ​nueve​ ​cepas​ ​de​ ​H.​ ​pylori​

​(ATCC​ ​43504​ ​y​ ​ocho​ ​clínicas​ ​de​ ​aislados​ ​orales).​ ​Se​ ​observó​ ​mayor​ ​adherencia​ ​en​

​células​ ​de​ ​adenocarcinoma​ ​colorrectal​ ​humano​ ​(Caco-2)​ ​y​ ​en​ ​la​ ​línea​ ​celular​ ​epitelial​

​intestinal​ ​normal​ ​humana​ ​6​ ​(células​ ​HIEC-6),​ ​con​ ​valores​ ​de​ ​80.25​ ​y​ ​68.76%​

​respectivamente,​ ​en​ ​comparación​ ​con​ ​las​ ​cepas​ ​patógenas​​(69.15​​%​​en​​Caco-2​​y​​60%​

​en​ ​HIEC-6).​ ​Estas​ ​características​ ​son​ ​una​ ​ventaja​ ​sobre​ ​la​ ​capacidad​ ​de​ ​inhibir​ ​la​

​colonización​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​en​ ​las​ ​mucosas​ ​del​ ​huésped​ ​y​ ​se​ ​relacionan​ ​con​ ​las​

​propiedades​ ​de​ ​hidrofobicidad​ ​(capítulo​ ​6)​ ​donde​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​presentó​ ​64.7​ ​%​ ​y​ ​el​

​co-cultivo de​​L. casei​​con​​L.rhamnosus​​C2 47.3%.​

​El​​uso​​de​​este​​tipo​​de​​productos​​ha​​demostrado​​tener​​efectos​​benéficos​​sobre​​la​

​erradicación​​de​​H.​​pylori​​y​​la​​disminución​​de​​efectos​​adversos.​​La​​suplementación​​por​​28​

​días​ ​de​ ​una​ ​leche​ ​fermentada​ ​con​ ​cepas​ ​Lacticaseibacillus​ ​(dos​ ​cepas​​L.​​paracasei,​​L.​

​rhamnosus​​y​​cuatro​​cepas​​de​​yogurt),​​en​​pacientes​​después​​de​​la​​terapia​​de​​antibióticos​

​de​​14​​días,​​mostró​​una​​recuperación​​significativamente​​más​​rápida​​de​​la​​composición​​de​

​la​ ​microbiota​ ​intestinal.​ ​Se​ ​detectaron​ ​mayores​ ​concentraciones​ ​de​ ​ácidos​ ​grasos​ ​de​

​cadena​​corta,​​y​​cepas​​viables​​de​​Lacticaseibacillus​​en​​las​​heces​​después​​del​​tratamiento​

​(28).​

​6.5.​ ​Conclusiones​

​En​ ​el​ ​presente​ ​capítulo​ ​se​ ​determinó​ ​la​ ​actividad​ ​antibacteriana​ ​de​ ​los​ ​jugos​

​fermentados​​en​​monocultivo​​con​​L.​​casei​​o​​L​​rhamnosus​​,​​el​​fermentado​​con​​el​​consorcio​

​C2​ ​(​​L.​ ​casei​ ​+​ ​L.​ ​rhamnosus​​),​ ​en​ ​comparación​ ​con​ ​antibióticos​ ​usados​​para​​tratar​​esta​

​infección​​(metronidazol​​y​​amoxicilina).​​Se​​observó​​una​​respuesta​​favorable​​en​​cuanto​​a​​la​

​eliminación​ ​de​ ​H.​ ​pylori​ ​en​ ​todos​ ​los​ ​tratamientos,​ ​siendo​ ​más​ ​eficaz​ ​el​ ​jugo​ ​C2​ ​y​ ​en​

​mezcla​​con​​antibióticos,​​lo​​que​​sugiere​​mejorar​​la​​terapia​​farmacológica​​de​​erradicación.​

​Sin​ ​embargo,​ ​es​ ​necesario​ ​realizar​ ​mayores​ ​estudios​ ​sobre​ ​la​ ​inducción​ ​de​ ​formas​

​cocoides.​

​La​ ​bebida​ ​fermentada​ ​con​ ​la​ ​mezcla​ ​de​ ​los​ ​probióticos​​L.​​casei​​+​​L.​​rhamnosus​

​(C2)​ ​puede​ ​sugerirse​ ​como​ ​un​ ​alimento​ ​de​ ​ensayo​ ​sobre​ ​un​ ​modelo​ ​de​ ​infección​ ​con​

​H.pylori​​por sus efectos antimicrobianos observados​​en el presente capítulo.​
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​Capítulo​ ​VII.​ ​Efecto​ ​del​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​fermentado​ ​con​ ​BAL​ ​en​ ​un​ ​modelo​ ​in​
​vivo​ ​utilizando​ ​el​ ​nematodo​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​ ​infectado​ ​con​ ​S.​ ​aureus​ ​y​ ​H.​
​pylori.​

​7.1.​ ​Introducción​
​El​​estudio​​del​​efecto​​de​​los​​alimentos​​en​​la​​salud​​comprende​​varias​​etapas,​​desde​

​estudios​ ​in​ ​vitro​ ​para​ ​investigar​ ​y​ ​caracterizar​ ​las​ ​propiedades​ ​fisicoquímicas​ ​y​

​nutrimentales​ ​para​ ​conocer​ ​los​ ​compuestos​ ​funcionales​ ​que​ ​podrían​ ​tener​ ​el​ ​efecto​

​deseado​​en​​la​​salud​​humana.​​Posteriormente,​​en​​estudios​​in​​vivo​​se​​pueden​​analizar​​sus​

​propiedades​ ​y​ ​su​ ​toxicidad/letalidad,​ ​para​ ​trasladar​ ​el​ ​conocimiento​ ​a​ ​los​ ​estudios​

​preclínicos,​ ​utilizando​ ​modelos​ ​animales​ ​que​ ​mimetizan​ ​contextos​ ​específicos​ ​del​

​proceso​ ​de​ ​salud-enfermedad,​ ​hasta​ ​estudios​ ​clínicos​ ​en​ ​sus​ ​diversas​ ​etapas.​ ​Los​

​estudios​ ​preclínicos​ ​y​ ​clínicos​ ​pueden​ ​ser​ ​muy​ ​costosos​ ​y​ ​poco​ ​informativos​ ​si​ ​se​

​desconocen​​los​​efectos​​biológicos​​y​​los​​blancos​​moleculares​​relacionados​​con​​el​​contexto​

​de salud que se requiere investigar (1).​

​Un​​modelo​​ampliamente​​utilizado​​es​​el​​nematodo​​Caenorhabditis​​elegans​​,​​el​​cual​

​se​​ha​​convertido​​en​​un​​organismo​​importante​​como​​primera​​plataforma​​para​​estudiar​​vías​

​de​ ​señalización​ ​alteradas​ ​en​ ​enfermedades​ ​humanas​ ​(1-3).​​Sus​​ventajas​​de​​estudio​​en​

​los​​procesos​​de​​salud-enfermedad​​en​​humanos​​incluye​​su​​pequeño​​tamaño​​(1​​mm​​en​​la​

​etapa​​adulta),​​su​​gran​​tamaño​​de​​camada​​(de​​300​​a​​500​​animales​​por​​adulto),​​la​​facilidad​

​de​ ​cultivo,​ ​el​ ​bajo​ ​coste​ ​de​ ​mantenimiento,​ ​la​ ​criopreservación​ ​a​ ​largo​ ​plazo,​ ​el​ ​rápido​

​tiempo​​de​​generación,​​la​​transparencia,​​la​​invariabilidad​​en​​el​​número​​y​​desarrollo​​celular,​

​y​ ​la​ ​capacidad​ ​de​ ​reducir​ ​la​ ​actividad​ ​génica​ ​mediante​ ​ARN​ ​de​ ​interferencia​ ​(ARNi)​

​administrado​ ​por​ ​alimentación​ ​y​ ​la​ ​capacidad​ ​de​ ​introducir​ ​secuencias​ ​de​ ​genes​ ​de​

​humano, así como su expresión (4).​

​Una​ ​de​ ​las​ ​principales​ ​ventajas​ ​del​ ​uso​ ​de​ ​este​ ​nematodo​ ​como​ ​modelo​ ​de​

​enfermedades​ ​humanas​ ​es​ ​que​ ​al​ ​menos​ ​el​ ​38​ ​%​ ​de​ ​los​ ​genes​ ​codificadores​ ​de​

​proteínas​ ​de​ ​C.​ ​elegans​ ​tienen​ ​ortólogos​ ​predichos​ ​en​ ​el​ ​genoma​ ​humano​​(5),​​entre​​el​

​60%​​y​​el​​80%​​de​​los​​genes​​humanos​​tienen​​un​​ortólogo​​en​​el​​genoma​​de​​C.​​elegans​​(6),​

​y​​el​​40​​%​​de​​los​​genes​​asociados​​a​​enfermedades​​humanas​​tienen​​ortólogos​​claros​​en​​el​

​genoma de​​C. elegans​​(7).​

​Los​ ​estudios​ ​en​ ​el​ ​nematodo​ ​se​ ​basan​ ​en​ ​el​ ​análisis​ ​de​ ​la​ ​esperanza​ ​de​ ​vida​

​(lifespan)​​a​​las​​temperaturas​​de​​16,​​20​​y​​25​​ºC,​​en​​condiciones​​de​​CO​​2​ ​y​​O​​2​ ​ambientales​

​(8).​​Mediante​​los​​análisis​​de​​supervivencia,​​es​​posible​​determinar​​si​​un​​compuesto​​puede​

​incrementar​ ​su​ ​vida​ ​media​ ​por​ ​vía​ ​oral.​ ​Se​ ​han​ ​identificado​ ​vías​ ​celulares​ ​que​ ​pueden​

​incrementar​ ​esta​ ​esperanza​ ​de​ ​vida​ ​y​ ​que​ ​desempeñan​ ​funciones​ ​evolutivamente​
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​conservadas​ ​entre​ ​las​ ​especies.​ ​Una​ ​de​ ​ellas​ ​es​ ​la​ ​vía​ ​de​ ​insulina/IGF1-1​ ​(IIS),​ ​que​

​controla​ ​el​ ​envejecimiento​ ​en​ ​C.​ ​elegans,​ ​Drosophila​ ​melanogaster​ ​y​ ​mamíferos​ ​(9);​ ​la​

​vía​ ​de​ ​DAF-16/Forkhead​ ​box​ ​(FOXO)​ ​y​ ​SKN-1/Factor​ ​Nuclear​ ​eritroide​ ​relacionado​ ​al​

​factor​ ​2​ ​(NRF2),​ ​que​ ​participan​ ​en​ ​la​ ​transcripción​ ​de​ ​genes​ ​de​ ​respuesta​ ​a​ ​diferentes​

​estreses,​ ​incluido​ ​el​ ​estrés​ ​oxidativo​ ​cuando​ ​los​ ​animales​ ​son​​sometidos​​a​​condiciones​

​oxidantes​ ​como​ ​ambientes​ ​de​ ​peróxido​ ​de​ ​hidrógeno​ ​(10).​ ​Adicionalmente,​ ​en​

​condiciones​​de​​alta​​temperatura​​(35​​a​​37​​ºC),​​pueden​​activar​​el​​factor​​de​​transcripción​​de​

​choque​ ​térmico​ ​HSF-1,​​promoviendo​​la​​expresión​​de​​genes​​chaperonas​​y​​respondiendo​

​al estrés térmico (11).​

​Por​ ​otro​ ​lado,​ ​es​ ​importante​ ​mencionar​ ​que​ ​los​ ​nematodos​ ​carecen​ ​de​ ​células​

​inmunitarias​ ​de​ ​respuesta​ ​adaptativa;​ ​sin​ ​embargo,​ ​han​ ​desarrollado​ ​mecanismos​

​altamente​ ​eficientes,​ ​como​ ​su​ ​sistema​ ​inmune​ ​innato,​ ​aprendizaje​ ​y​ ​memoria​ ​para​

​reconocer​ ​y​​eliminar​​patógenos.​​En​​su​​sistema​​de​​defensa​​pueden​​combatir​​infecciones​

​intestinales,​​en​​la​​hipodermis​​y​​en​​el​​sistema​​nervioso​​mediante​​la​​activación​​de​​las​​vías​

​de​ ​señalización​ ​p38,​ ​MAPK,​ ​TGFß,​ ​la​ ​regulación​ ​de​ ​la​ ​expresión​ ​génica​ ​y​ ​receptores​

​hormonales nucleares (12-15).​

​Lo​​anterior​​permite​​establecer​​un​​modelo​​in​​vivo​​útil​​para​​el​​estudio​​de​​probióticos.​

​Diferentes​ ​investigaciones​ ​sustentan​ ​la​ ​viabilidad​ ​de​ ​este​ ​modelo​ ​para​ ​evaluar​ ​las​

​interacciones​ ​con​ ​probióticos​ ​(3,​ ​16,​ ​17).​ ​De​ ​esta​ ​manera,​ ​Sugawara​ ​et​ ​al.,​ ​(2019),​

​reportaron​ ​incremento​ ​de​ ​la​ ​vida​ ​media​ ​del​ ​nemátodo​ ​alimentado​​con​​el​​Kéfir​​de​​arroz,​

​actuando​ ​vía​ ​Daf16/FOXO​ ​(18).​ ​Posteriormente,​ ​Zhao​ ​et​ ​al.,​ ​(2020),​ ​indicaron​ ​que​ ​los​

​extractos​ ​de​ ​cebada​​fermentada​​disminuyen​​la​​acumulación​​de​​grasa​​en​​C.​​elegans​​vía​

​daf-2​ ​regulando​ ​la​ ​Beta​ ​oxidación​ ​de​ ​los​ ​ácidos​ ​grasos​ ​y​ ​la​ ​síntesis​ ​de​ ​ácidos​ ​grasos​

​insaturados​ ​(19).​ ​También​ ​se​ ​han​ ​estudiado​ ​las​ ​propiedades​ ​antioxidantes​ ​de​ ​BAL​

​aisladas​​de​​leche​​de​​yak​​fermentada,​​otorgando​​resistencia​​al​​estrés​​térmico​​y​​oxidativo​

​con​ ​peróxido​ ​de​ ​hidrógeno​ ​(20).​ ​Además,​ ​se​​ha​​utilizado​​como​​modelo​​para​​estudiar​​la​

​infección​​y​​la​​respuesta​​a​​la​​infección​​por​​diversos​​patógenos​​bacterianos,​​microsporidios​

​y​​virus​​que​​colonizan​​el​​sistema​​digestivo​​(21).​​En​​este​​sentido,​​se​​ha​​estudiado​​el​​efecto​

​de​ ​las​ ​BAL​ ​ante​ ​infecciones​ ​por​ ​patógenos​ ​como​ ​Staphylococcus​ ​aureus​​,​ ​Salmonella​

​typhimurium​​y​​Enterococcus faecalis​​(22).​

​Por​​lo​​anterior,​​para​​evidenciar​​el​​potencial​​del​​jugo​​de​​zarzamora​​fermentado​​con​

​BAL​ ​y​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​como​ ​producto​ ​con​ ​actividad​ ​antibacteriana,​ ​se​ ​realizaron​

​experimentos​​de​​supervivencia​​del​​nematodo​​con​​las​​BAL​​ante​​estresores​​como​​el​​estrés​

​oxidativo​​y​​la​​infección​​por​​S.​​aureus​​y​​H.​​pylori​​.​​En​​esta​​etapa​​únicamente​​se​​trabajó​​con​

​las cepas del consorcio 2 (​​L. rhamnosus y L. casei​​).​
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​7.2.​ ​Estrategia metodológica​

​7.2.1.​ ​Cepas y preparación del jugo​
​Las​​cepas​​de​​BAL​​utilizadas​​fueron​​L.​​plantarum​​y​​P.​​acidilactici​​a​​partir​​de​​savia​

​de​ ​agave.​ ​L.​ ​brevis​​,​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​L.​ ​casei​​,​ ​de​ ​pulque.​ ​Las​ ​cepas​ ​mencionadas​

​anteriormente​​fueron​​aisladas​​previamente​​(23).​​Para​​activar​​las​​BAL,​​se​​inocularon​​100​

​µL​ ​de​ ​cepas​ ​congeladas​ ​a​ ​-80​ ​ºC​​en​​5​​mL​​de​​caldo​​MRS​​estéril​​y​​se​​incubaron​​(Felisa​

​FE-133D,​ ​Feligneo,​ ​México)​ ​a​​37​​°C​​durante​​24​​h,​​repitiendo​​el​​proceso​​para​​completar​

​dos​ ​ciclos.​ ​Posteriormente,​ ​se​ ​procedió​ ​a​ ​concentrar​ ​el​ ​cultivo​ ​1:10​ ​mediante​

​centrifugación​ ​(Eppendorf,​ ​22-62-010-0,​ ​Hamburgo​ ​Alemania)​ ​a​ ​8000​ ​×​ ​g​ ​durante​ ​15​

​minutos.​ ​Después​ ​de​ ​este​ ​proceso,​ ​se​ ​evaluaron​ ​las​ ​unidades​ ​formadoras​ ​de​ ​colonias​

​para cada cepa de BAL, obteniendo un promedio de 9.44 UFC/mL.​

​7.2.2.​ ​Adquisición y mantenimiento de​​C. elegans​
​La​ ​cepa​ ​N2​ ​Bristol​ ​de​ ​C.​ ​elegans​ ​y​ ​su​ ​fuente​ ​de​ ​alimento​ ​no​ ​patógena,​ ​E.​ ​coli​

​OP50,​​fueron​​obtenidas​​del​​Caenorhabditis​​Genetics​​Center​​(CGC,​​Minneapolis,​​MN,​​EE.​

​UU.)​​mediante​​colaboración​​con​​el​​Dr.​​José​​Pedraza​​Chaverri​​de​​la​​Universidad​​Nacional​

​Autónoma​ ​de​ ​México​ ​(UNAM)​ ​y​ ​donadas​ ​a​ ​la​ ​Dra.​​Angélica​​Saraí​​Jiménez​​Osorio.​​Las​

​cepas​​se​​mantuvieron​​a​​20​​ºC​​en​​el​​Bioterio,​​una​​vez​​que​​el​​proyecto​​fue​​registrado​​por​​el​

​Comité​ ​Institucional​​de​​Cuidado​​y​​Uso​​de​​Animales​​de​​Laboratorio​​(Número​​de​​registro:​

​CICUAL-V-I/06/2024).​

​El​​mantenimiento​​del​​nematodo​​se​​llevó​​a​​cabo​​utilizando​​placas​​Petri​​de​​60​​mm​

​de​ ​diámetro,​ ​estériles,​ ​que​ ​contenían​ ​10​ ​mL​​de​​Medio​​de​​Crecimiento​​para​​Nematodos​

​(NGM)​​siguiendo​​procedimientos​​estándar​​(24)​​y​​se​​mantuvieron​​a​​20​​°C​​(a​​excepción​​de​

​los​​ensayos​​de​​exposición​​a​​patógenos,​​las​​cuales​​son​​libres​​de​​peptona).​​Los​​cultivos​​de​

​OP50​ ​se​ ​obtuvieron​ ​mediante​ ​crecimiento​ ​durante​ ​24​ ​horas​ ​a​ ​37​ ​°C​ ​en​ ​medio​ ​Caldo​

​Luria,​ ​los​ ​cuáles​ ​se​ ​concentraron​ ​1:10​ ​por​ ​centrifugación​ ​(Eppendorf,​ ​22-62-010-0,​

​Hamburgo​​Alemania)​​(8000​​×​​g,​​15​​min)​​y​​se​​añadieron​​200​​μL​​a​​las​​placas​​de​​60​​mm​​y​

​100​​μL​​a​​las​​placas​​de​​35​​mm​​con​​NGM.​​La​​bacteria​​se​​inactivó​​mediante​​la​​exposición​​a​

​la luz ultravioleta durante 15 minutos.​

​7.2.3.​ ​Sincronización de la etapa larvaria​
​Para​ ​llevar​ ​a​ ​cabo​ ​los​ ​experimentos,​ ​los​ ​animales​ ​se​ ​requirieron​ ​en​ ​una​ ​etapa​

​larvaria​​L4.​​Se​​sincronizaron​​mediante​​tiempo​​de​​oviposición​​y​​utilizando​​una​​mezcla​​de​

​blanqueo​ ​con​ ​1:0.5​ ​de​ ​hipoclorito​​y​​NaOH​​5​​N,​​utilizando​​el​​método​​de​​Wilkinson​​et​​al.,​

​(2012)​ ​(25)​ ​con​ ​algunas​ ​modificaciones.​ ​Los​ ​nematodos​ ​se​ ​reprodujeron​ ​hasta​ ​tener​

​mayor​ ​población​ ​de​ ​adultos​ ​grávidos​ ​en​​una​​caja​​petri​​de​​65​​mm,​​la​​cual​​se​​lavó​​con​​2​

​mL​ ​de​ ​tampón​ ​M9​ ​(3g​ ​de​ ​KH​​2​​PO​​4​​,​ ​6g​ ​de​ ​Na​​2​​HPO​​4​​,​ ​5g​ ​de​ ​NaCl,​ ​1​ ​mL​ ​de​ ​MgSO​​4​ ​1M,​

​aforando​​a​​1​​L​​con​​H​​2​​O​​destilada),​​recolectando​​los​​animales​​con​​la​​punta​​de​​la​​pipeta​​y​
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​colocándolos​ ​en​ ​un​ ​tubo​ ​cónico​ ​de​ ​2​ ​ml​ ​y​​se​​centrifugó​​en​​microcentrífuga​​(Eppendorf,​

​22-62-010-0,​ ​Hamburgo​ ​Alemania)​ ​durante​ ​45​ ​segundos​ ​a​​8000​​xg​​.​​Posteriormente,​​se​

​decantó​ ​el​ ​sobrenadante​ ​hasta​ ​obtener​ ​500​ ​μL​ ​y​ ​se​​añadieron​​300​​μL​​de​​la​​mezcla​​de​

​blanqueo,​ ​agitando​ ​por​ ​no​ ​más​ ​de​ ​2​ ​minutos,​ ​posterior​ ​a​ ​este​ ​lavado.​ ​Se​ ​centrifugó​

​nuevamente​ ​durante​ ​45​ ​seg​ ​a​ ​8000​ ​xg​ ​y​ ​se​ ​eliminó​ ​el​ ​sobrenadante,​ ​repitiendo​ ​este​

​proceso​​de​​enjuague​​con​​tampón​​M9​​seis​​veces.​​Posteriormente,​​con​​una​​micropipeta​​se​

​retiraron​​los​​huevos​​y​​se​​colocaron​​en​​una​​caja​​nueva​​con​​E.​​coli​​OP50,​​y​​se​​dejó​​la​​caja​

​a​​20​​°C​​hasta​​que​​llegasen​​a​​la​​etapa​​L4​​(48​​h),​​lo​​que​​permitió​​obtener​​una​​población​​de​

​individuos sincronizados.​

​7.2.4.​ ​Ensayo de toxicidad aguda​
​Se​​prepararon​​las​​cajas​​de​​35​​mm,​​con​​3​​mL​​de​​medio​​NGM​​estéril,​​sin​​alimento.​

​Se adicionaron 150 μL de cada compuesto, según se describe a continuación.​

​a.​ ​Grupo control: agua destilada​

​b.​ ​Jugo de zarzamora​

​c.​ ​Suero de leche (9.3 g/L)​

​d.​ ​Jugo de zarzamora + suero de leche (1:1)​

​Posteriormente,​ ​se​ ​trabajó​ ​con​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​+​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​(1:1)​

​fermentado durante 16 horas con cada una de las siguientes cepas:​

​a.​ ​Grupo control: agua destilada​

​b.​ ​L. casei​​al 100 %, 75 %, 50 % y 25 %.​

​c.​ ​L. brevis​​al 100 %, 75 %, 50 % y 25 %.​

​d.​ ​C2 (​​L. casei​​+​​L. brevis​​) al 100 %, 75 %, 50 % y 25​​%.​

​e.​ ​C-​ ​(Jugo​​de​​zarzamora​​+​​suero​​de​​leche​​sin​​inóculo)​​al​​100​​%,​​75​​%,​​50​​%​​y​​25​

​%.​

​Se​ ​colocaron​ ​25​ ​nematodos​ ​en​ ​cada​ ​una​ ​de​ ​las​ ​cajas​ ​experimentales​ ​(2​ ​por​

​experimento,​ ​3​​experimentos​​independientes).​​El​​número​​de​​animales​​supervivientes​​en​

​cada​​placa​​se​​determinó​​24​​horas​​después​​de​​la​​exposición​​en​​comparación​​con​​el​​grupo​

​control (agua destilada).​

​7.2.5.​ ​Ensayo de vida útil (lifespan)​

​Los​​ensayos​​de​​vida​​útil​​(​​lifespan​​)​​y​​los​​de​​parámetros​​de​​bienestar​​(​​healthspan​​)​

​del​​nematodo​​se​​realizaron​​de​​acuerdo​​con​​lo​​descrito​​por​​Yu​​et​​al.,​​(2024)​​(26).​​Una​​vez​

​sincronizados​​los​​nematodos,​​se​​colocaron​​30​​animales​​en​​etapa​​larvaria​​L4​​(2​​cajas​​por​

​condición)​ ​con​ ​sus​ ​respectivas​ ​cepas​ ​bacterianas​ ​y​ ​20​ ​a​ ​50​ ​μM​ ​de​

​5,2-fluorodesoxiuridina (FuDR), para controlar el crecimiento de la progenie.​
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​Los grupos de experimentación fueron los siguientes:​

​a.​ ​Lifespan​ ​de​ ​los​ ​nematodos​ ​alimentados​ ​con​ ​cada​ ​una​ ​de​ ​las​ ​cepas​

​analizadas.​ ​Se​ ​colocaron​ ​100​ ​μL​ ​de​ ​cepas​ ​de​ ​LAB​ ​centrifugadas​ ​(9.44​

​UFC/mL)​ ​en​ ​placas​ ​de​ ​Petri​ ​de​ ​35​ ​mm​ ​que​ ​contenían​ ​3​ ​mL​ ​de​ ​medio​

​NGM.​

​b.​ ​Lifespan​ ​del​ ​nematodo​ ​expuesto​ ​a​ ​100​ ​μL​ ​de​ ​la​​bacteria​​OP50​​(control),​

​tratamientos​ ​utilizando​ ​150​ ​μL​ ​de​ ​jugo​ ​fermentado​ ​(jugo​ ​de​ ​zarzamora​​+​

​suero de leche:​

​●​ ​C2 (​​L. casei​​+​​L. brevis​​) al 75 % y 50 %.​

​●​ ​C- (Jugo de zarzamora + suero de leche sin inóculo) al 75 % y 50 %.​

​Los​​animales​​se​​mantuvieron​​a​​20​​ºC​​y​​se​​realizaron​​cambios​​de​​caja​​cada​​tercer​

​día.​​Se​​registraron​​las​​muertes​​diarias​​de​​los​​nematodos,​​considerando​​como​​muertos​​a​

​aquellos​ ​que​ ​no​ ​respondieron​ ​al​ ​estímulo​ ​mecánico​ ​con​ ​el​ ​asa​ ​de​ ​platino​ ​y​​perdidos​​a​

​aquellos que migraron a la pared de la placa Petri o con la vulva expuesta.​

​7.2.6.​ ​Ensayo de producción de progenie​

​Se​​seleccionaron​​10​​nematodos​​sincronizados​​en​​estado​​larvario​​L4​​por​​condición​

​experimental​ ​y​ ​se​ ​colocaron​ ​en​ ​placas​​con​​los​​siguientes​​tratamientos​​bacterianos​​(150​

​μL de agua o jugo fermentado):​

​●​ ​Control: OP50 + agua destilada​

​●​ ​OP50 + C2 (​​L. casei​​+​​L. brevis​​) al 75 % y 50 %.​

​●​ ​OP50​​+​​C-​​(Jugo​​de​​zarzamora​​+​​suero​​de​​leche​​sin​​inóculo)​​al​​75​​%​​y​​50​

​%.​

​Los​ ​animales​ ​se​ ​mantuvieron​ ​a​ ​20​ ​°C,​ ​sin​ ​uso​ ​de​ ​FuDR,​ ​y​ ​diariamente​ ​se​

​transfirieron​ ​a​ ​placas​ ​nuevas​ ​para​ ​contabilizar​ ​el​ ​número​ ​de​ ​progenie​ ​por​ ​cada​ ​10​

​animales en placa, hasta que dejaron de poner huevos.​

​7.2.7.​ ​Ensayo de bombeo faríngeo​

​En​​el​​estadio​​L4,​​10​​nematodos​​fueron​​colocados​​en​​placas​​con​​sus​​tratamientos​

​(como​​se​​indica​​en​​la​​sección​​8.2.5)​​y,​​cada​​tercer​​día,​​se​​observaron​​y​​se​​contabilizaron​

​las​​contracciones​​faríngeas​​durante​​30​​segundos.​​Este​​ensayo​​se​​realizó​​hasta​​que​​todos​

​los​ ​nematodos​​murieron.​​Los​​resultados​​se​​reportaron​​como​​el​​promedio​​del​​número​​de​

​contracciones faríngeas por minuto.​

​7.2.8.​ ​Ensayo de locomoción​

​Para​​la​​evaluación​​de​​la​​motilidad​​de​​los​​nematodos,​​10​​animales​​de​​cada​​grupo​

​(como​ ​se​ ​indica​ ​en​ ​la​ ​sección​ ​8.2.5)​ ​fueron​ ​transferidos​ ​a​ ​una​ ​placa​ ​nueva​ ​con​ ​NGM.​
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​Después​​de​​que​​los​​nematodos​​alcanzaron​​la​​edad​​adulta​​(día​​2​​de​​exposición),​​cada​​48​

​horas​ ​se​ ​observó​ ​y​ ​registró​ ​el​ ​número​ ​de​ ​curvas​ ​sinusoidales​ ​que​ ​formaron​ ​los​

​nematodos​ ​durante​ ​1​ ​min.​ ​Se​ ​registraron​ ​y​ ​analizaron​ ​al​ ​estandarizar​ ​contra​ ​el​ ​control​

​con​​E. coli​​OP50.​

​7.2.9.​ ​Ensayo de estrés oxidativo inducido por H​​₂​​O​​₂​
​El​​ensayo​​de​​estrés​​oxidativo​​se​​realizó​​de​​acuerdo​​a​​la​​metodología​​descrita​​por​

​Yu​​et​​al.,​​(2024)​​(27).​​Una​​vez​​sincronizados,​​se​​eligieron​​40​​nematodos​​por​​tratamiento​

​(al​​igual​​que​​sección​​8.2.5)​​en​​etapa​​larvaria​​L4,​​los​​cuales​​fueron​​alimentados​​durante​​4​

​días​ ​con​ ​E.​ ​coli​ ​OP50​ ​(grupo​ ​control​ ​del​ ​experimento)​ ​o​ ​sus​ ​tratamientos​

​correspondientes.​ ​Posterior​ ​al​ ​pretratamiento,​ ​los​ ​gusanos​ ​se​​expusieron​​a​​peróxido​​de​

​hidrógeno​​a​​una​​concentración​​final​​en​​la​​placa​​de​​8​​mM,​​sin​​alimento.​​Se​​contabilizó​​la​

​supervivencia​​hasta​​que​​no​​respondieron​​al​​estímulo​​mecánico​​con​​el​​asa​​de​​platino​​y​​se​

​contaron como muertos.​

​7.2.10.​​Ensayos de exposición a​​S. aureus​
​El​​primer​​ensayo​​que​​se​​ejecutó​​para​​analizar​​la​​respuesta​​de​​C.​​elegans​​frente​​a​

​los​ ​diferentes​ ​patógenos​ ​fue​ ​mediante​ ​el​ ​análisis​​de​​supervivencia​​cuando:​​se​​exponen​

​previamente​ ​al​ ​jugo​ ​y​ ​posteriormente​ ​se​ ​infectan​ ​los​ ​animales​ ​con​ ​el​ ​patógeno​

​(tratamiento​ ​pre-infección);​ ​se​ ​exponen​ ​primeramente​ ​al​ ​patógeno​ ​y​ ​posteriormente​ ​se​

​tratan​​con​​el​​jugo​​(tratamiento​​post-infección)​​y​​se​​co-exponen​​tanto​​al​​patógeno,​​como​​al​

​tratamiento con el jugo (co-exposición al patógeno) como a continuación se especifica.​

​Compuestos.​ ​Para​ ​estos​ ​experimentos,​ ​se​ ​prepararon​ ​cajas​ ​de​ ​petri​ ​de​ ​35​​mL​

​con​​3​​mL​​de​​agar​​NGM,​​libres​​de​​peptona.​​Se​​utilizaron​​10​​cajas​​por​​cada​​experimento​​y​

​dependiendo​ ​de​ ​cada​ ​tratamiento,​ ​fue​ ​el​ ​número​ ​de​ ​cajas​ ​con​ ​compuesto.​ ​Para​ ​los​

​controles​​se​​agregaron​​150​​μL​​de​​agua​​destilada​​estéril,​​mientras​​que​​para​​las​​cajas​​con​

​jugo​​se​​les​​agregaron​​150​​μL​​de​​jugo​​en​​cocultivo​​C2​​al​​75​​%,​​o​​bien​​150​​μL​​de​​jugo​​sin​

​inóculo (C- al 75%).​

​Crecimiento​​de​​nematodos.​​Después​​de​​la​​sincronización​​y​​obtener​​los​​huevos​

​suficientes​ ​para​ ​el​ ​experimento​ ​(n>400​ ​huevos),​ ​estos​ ​fueron​ ​alimentados​ ​con​ ​OP50​​a​

​temperatura​ ​de​ ​desarrollo​ ​de​ ​25​ ​ºC.​ ​Se​ ​seleccionaron​ ​los​ ​animales​ ​en​ ​la​ ​etapa​ ​L4​

​definida​​(vulva​​en​​forma​​de​​media​​luna),​​la​​cual​​corresponde​​a​​un​​día​​previo​​al​​inicio​​de​​la​

​fertilización.​

​A)​ ​Tratamiento pre-infección​
​Tratamiento​​.​​Se​​colocaron​​40​​animales​​L4​​por​​caja​​petri​​de​​3​​mL​​(2​​por​​condición​

​experimental,​​n=​​80​​animales)​​en​​un​​total​​de​​10​​cajas​​por​​experimento​​(6​​con​​agua,​​2​​con​

​C2 y 2 con C-), todos alimentados por 5 días con la bacteria OP50 (Figura 7.1).​
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​Infección.​​A​​partir​​del​​día​​6,​​posterior​​al​​inicio​​del​​tratamiento,​​se​​utilizaron​​cajas​

​con​​los​​compuestos​​de​​acuerdo​​a​​su​​condición​​experimental​​y​​se​​les​​cambió​​el​​alimento​

​por​ ​S.​ ​aureus​ ​(a​ ​excepción​​del​​control​​del​​experimento​​con​​OP50).​​De​​esta​​manera,​​de​

​las​​10​​cajas,​​2​​se​​les​​agregó​​agua​​+​​OP50​​(control​​del​​experimento​​a​​lo​​largo​​del​​tiempo),​

​2​ ​con​ ​agua​ ​destilada​ ​+​ ​S.​​aureus​​(control​​positivo​​del​​patógeno),​​2​​con​​vancomicina​​83​

​μg/mL​​+​​S.​​aureus​​(control​​de​​patógeno​​con​​antibiótico),​​2​​con​​jugo​​C2​​+​​S.​​aureus,​​y​​2​

​de C- +​​S. aureus​​.​

​Durante​ ​todo​ ​el​ ​tiempo​ ​de​ ​experimentación,​ ​se​ ​expusieron​ ​a​ ​25º​ ​C​ ​y​ ​se​

​transfirieron​​a​​cajas​​nuevas​​cada​​tercer​​día.​​Se​​contabilizó​​el​​número​​de​​animales​​vivos,​

​transferidos, perdidos y muertos por día, y se realizaron los gráficos de supervivencia.​

​Figura​ ​7.1.​ ​Estrategia​ ​experimental​ ​usando​ ​como​ ​modelo​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​
​tratado con jugo fermentado y pre-infectado con​​S.​​aureus​​.​

​B)​ ​Tratamiento post-infección.​
​Infección.​ ​Cuando​ ​los​ ​animales​ ​alcanzaron​ ​la​ ​etapa​ ​L4,​ ​se​ ​transfirieron​ ​a​ ​10​

​cajas​​con​​agua​​destilada,​​de​​las​​cuales​​2​​tuvieron​​como​​alimento​​a​​la​​bacteria​​OP50​​y​​8​

​tuvieron​ ​como​ ​alimento​ ​a​ ​S.​ ​aureus​​.​ ​Los​ ​animales​ ​se​ ​contabilizaron​​diariamente​​en​​los​

​primeros 5 días (Figura 7.2).​

​Tratamiento.​ ​Al​ ​sexto​ ​día,​ ​posterior​ ​al​ ​inicio​ ​del​ ​experimento,​ ​los​ ​animales​ ​se​

​transfirieron​​a​​las​​cajas​​experimentales​​con​​los​​compuestos​​y​​fueron​​alimentados​​hasta​​el​

​final del experimento con​​S. aureus​​.​
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​Figura​ ​7.2.​ ​Estrategia​ ​experimental​ ​utilizando​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​ ​bajo​ ​un​
​tratamiento post-infección por​​S. aureus​​.​

​C)​ ​Tratamiento en coexposición.​
​En​​la​​tercera​​estrategia,​​los​​animales​​se​​seleccionaron​​desde​​la​​etapa​​L4​​bajo​​las​

​siguientes condiciones:​

​a)​ ​Control​ ​del​ ​experimento:​ ​2​ ​cajas​ ​de​ ​40​ ​nemátodos​ ​cada​ ​una,​ ​con​ ​agua​ ​como​

​control experimental y alimentados con OP50.​

​b)​ ​Control​​de​​patógeno:​ ​2​​cajas​​de​​40​​nemátodos​​cada​​una,​​con​​agua​​como​​control​

​experimental y alimentados con​​S. aureus​​.​

​c)​ ​Control​​de​​antibióticos:​​2​​cajas​​de​​40​​nematodos​​cada​​una,​​con​​Vancomicina​​(83​

​μg/mL) y alimentados con​​S. aureus​​.​

​d)​ ​C2:​​2​​cajas​​de​​40​​nematodos​​cada​​una,​​con​​jugo​​fermentado​​en​​cocultivo​​(C2)​​al​

​75% y alimentados con​​S. aureus​​.​

​e)​ ​C-:​​2​​cajas​​de​​40​​nematodos​​cada​​una,​​con​​jugo​​fermentado​​sin​​inóculo,​​al​​75%​​y​

​alimentados con​​S. aureus​​.​

​Todo​ ​el​ ​tiempo​ ​de​ ​supervivencia​ ​a​ ​25​ ​ºC​​de​​los​​nematodos​​se​​siguió​​bajo​​estas​

​condiciones, con transferencia a cajas frescas cada tercer día.​

​D)​ ​Número de bacterias de​​S. aureus​​en los nematodos​
​La​​cuenta​​viable​​de​​S.​​aureus​​en​​los​​nematodos​​se​​determinó​​bajo​​la​​metodología​

​descrita​ ​por​ ​Komura​ ​et​ ​al.,​ ​(2022)​ ​(27)​ ​con​ ​ligeras​ ​modificaciones.​ ​Se​ ​colocaron​ ​10​
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​animales​​en​​un​​microtubo​​con​​500​​μL​​de​​gentamicina​​(1mg/mL)​​por​​30​​min.​​Se​​eliminó​​el​

​exceso​ ​de​ ​antibiótico​ ​por​ ​centrifugación​ ​(Eppendorf,​ ​22-62-010-0,​ ​Hamburgo​​Alemania)​

​(7200​ ​xg,​ ​45​ ​segundos​ ​a​ ​T°​ ​ambiente)​ ​y​ ​se​ ​hicieron​ ​5​ ​lavados​ ​con​ ​tampón​ ​M9.​

​Posteriormente,​​los​​nematodos​​se​​trituraron​​mecánicamente,​​el​​volumen​​se​​ajustó​​a​​1​​mL​

​con​ ​tampón​ ​M9.​ ​Se​ ​realizaron​ ​diluciones​ ​seriadas​ ​y​ ​por​ ​la​ ​técnica​ ​de​ ​microgota​ ​se​

​sembró en agar soya tripticaseína. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h.​

​7.2.11.​ ​Ensayos de exposición a​​Helicobacter pylori​

​A)​ ​Exposición a antibióticos​
​Esta​ ​estrategia​​se​​empleó​​con​​la​​finalidad​​de​​comprobar​​si​​la​​bebida​​fermentada​

​podría​ ​ser​ ​utilizada​ ​junto​ ​con​ ​los​ ​antibióticos​ ​más​ ​comunes,​ ​utilizados​ ​para​ ​tratar​ ​la​

​infección​ ​de​​H.​​pylori​​.​​En​​este​​ensayo,​​no​​se​​expusieron​​a​​la​​bacteria,​​únicamente​​a​​los​

​antibióticos.​

​Compuestos.​​Se​​elaboraron​​14​​cajas​​experimentales​​de​​35​​mm​​y​​se​​agregaron​​a​

​cada​ ​una​ ​100​ ​μL​ ​de​ ​la​ ​bacteria​ ​OP50.​ ​Cuando​​los​​animales​​se​​expusieron​​al​​grupo​​de​

​control​​experimental,​​se​​agregaron​​150​​μL​​de​​agua​​destilada.​​A​​las​​cajas​​con​​compuesto,​

​se les agregaron 150 μL de cada uno de los siguientes compuestos:​

​a)​ ​MTZ 128 μg/mL en agua destilada​

​b)​ ​AMX 15 ng/mL en agua destilada​

​c)​ ​C- al 75% + Metronidazol 128 μg/mL​

​d)​ ​C- al 75% + Amoxicilina 15 ng/mL​

​e)​ ​C2 al 75% + Metronidazol 128 μg/mL​

​f)​ ​C2 al 75% + Amoxicilina 15 ng/mL​

​Todos​ ​los​ ​animales​ ​iniciaron​ ​el​ ​experimento​ ​en​ ​etapa​ ​L4​ ​y​ ​se​ ​evaluó​ ​su​

​supervivencia​ ​a​ ​25​ ​ºC​ ​en​ ​cada​ ​una​ ​de​ ​las​ ​condiciones,​ ​contando​ ​diariamente​ ​los​

​animales​​hasta​​la​​muerte​​del​​último​​animal.​​Los​​animales​​se​​transfirieron​​cada​​tercer​​día​

​a cajas frescas de acuerdo a su condición experimental.​

​B)​ ​Tratamiento con jugo previo a la infección por​​Helicobacter​​pylori​​.​
​Tratamiento.​​Se​​colocaron​​40​​animales​​L4​​por​​caja​​Petri​​de​​3​​mL​​(2​​por​​condición​

​experimental,​ ​n​ ​=​ ​80​ ​animales)​ ​en​ ​un​ ​total​ ​de​​14​​cajas​​por​​experimento​​(6​​con​​agua,​​4​

​con C2 y 4 con C-), todos alimentados por 5 días con la bacteria OP50.​

​Infección.​​A​​partir​​del​​día​​6,​​posterior​​al​​inicio​​del​​tratamiento,​​se​​utilizaron​​cajas​

​con​ ​los​ ​compuestos​ ​de​ ​acuerdo​ ​con​ ​su​ ​condición​ ​experimental​ ​y​ ​se​ ​les​ ​cambió​ ​el​

​alimento​​por​​H.​​pylori​​(a​​excepción​​de​​2​​cajas​​del​​control​​del​​experimento​​con​​OP50).​​Las​

​cajas​ ​restantes​ ​que​ ​iniciaron​ ​con​ ​agua​ ​destilada​ ​se​ ​destinaron​ ​para​ ​el​ ​control​ ​de​

​antibióticos​​(2​​para​​metronidazol​​128​​μg/mL​​y​​2​​para​​amoxicilina​​15​​ng/mL)​​con​​H.​​pylori​​.​
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​Las​​cajas​​que​​iniciaron​​con​​el​​jugo​​fermentado​​(4​​cajas​​de​​cada​​jugo),​​se​​destinaron​​2​​a​

​combinación con metronidazol o con amoxicilina.​

​Durante​​el​​tiempo​​de​​experimentación,​​se​​expusieron​​a​​25º​​C​​y​​se​​transfirieron​​a​

​cajas​ ​nuevas​ ​cada​ ​quinto​ ​día.​​Se​​contabilizó​​el​​número​​de​​animales​​vivos,​​transferidos,​

​perdidos​ ​y​ ​muertos​ ​por​ ​día,​ ​y​ ​se​ ​realizaron​ ​los​ ​gráficos​ ​de​ ​supervivencia.​ ​De​​las​​cajas​

​experimentales,​​2​​se​​destinaron​​a​​tratamiento​​con​​metronidazol​​y​​2​​con​​amoxicilina​​como​

​se indica en la Figura 7.3.​

​Figura​ ​7.3.​ ​Estrategia​ ​experimental​ ​utilizando​ ​como​ ​modelo​ ​Caenorhabditis​
​elegans​​,​ ​bajo​ ​un​ ​esquema​ ​de​ ​tratamiento​ ​previo​ ​a​ ​la​ ​infección​ ​por​ ​Helicobacter​
​pylori​​.​

​C)​ ​Coexposición con​​Helicobacter pylori​​.​
​En​ ​la​ ​tercera​ ​estrategia,​ ​los​ ​animales​ ​se​ ​seleccionaron​ ​desde​ ​la​ ​etapa​ ​L4​ ​bajo​ ​las​

​siguientes condiciones:​

​f)​ ​Control​ ​del​ ​experimento:​ ​2​ ​cajas​ ​de​ ​40​ ​nemátodos​ ​cada​ ​una,​ ​con​ ​agua​ ​como​

​control experimental y alimentados con OP50.​

​g)​ ​Control​ ​de​ ​antibióticos:​ ​2​ ​cajas​ ​de​ ​40​​nematodos​​cada​​una,​​con​​metronidazol​​(1​

​28​ ​μg/mL)​ ​y​ ​alimentados​ ​con​ ​H.​ ​pylori;​ ​2​​cajas​​de​​40​​nematodos​​cada​​una,​​con​

​amoxicilina (15 ng/mL) y alimentados con​​H. pylori.​

​h)​ ​Jugo​ ​C2​ ​con​ ​antibióticos:​ ​2​ ​cajas​ ​de​ ​40​ ​nematodos​ ​cada​ ​una,​ ​con​ ​jugo​ ​C2​ ​+​

​Metronidazol​ ​(128​ ​μg/mL)​ ​y​ ​alimentados​​con​​H.​​pylori;​​2​​cajas​​de​​40​​nematodos​

​cada una, con jugo C2 + amoxicilina (15 ng/mL) y alimentados con​​H. pylori.​
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​i)​ ​Jugo​ ​C-​ ​con​ ​antibióticos:​ ​2​ ​cajas​ ​de​ ​40​ ​nematodos​ ​cada​ ​una,​ ​con​ ​jugo​ ​C-​ ​+​

​metronidazol​ ​(128​ ​μg/mL)​ ​y​ ​alimentados​​con​​H.​​pylori;​​2​​cajas​​de​​40​​nematodos​

​cada una, con jugo C- + amoxicilina (15 ng/mL) y alimentados con​​H. pylori.​

​j)​ ​Jugos​ ​con​ ​patógeno:​ ​2​ ​cajas​ ​de​ ​40​ ​nematodos​ ​cada​ ​una,​ ​con​ ​jugo​ ​C2​ ​y​

​alimentados​ ​con​ ​H.​ ​pylori;​ ​2​ ​cajas​ ​de​ ​40​ ​nematodos​ ​cada​ ​una,​ ​con​ ​jugo​ ​C-​ ​y​

​alimentados con​​H. pylori.​

​Todo​ ​el​ ​tiempo​ ​de​ ​supervivencia​ ​a​ ​25​ ​ºC​​de​​los​​nematodos​​se​​siguió​​bajo​​estas​

​condiciones, con transferencia a cajas frescas cada cinco días.​

​7.2.12.​​Análisis estadístico​
​Se​ ​utilizó​ ​el​ ​programa​​GraphPad​​Prism,​​versión​​8.0.1​​para​​el​​análisis​​estadístico​

​de​​los​​resultados​​y​​los​​gráficos.​​Para​​el​​análisis​​de​​toxicidad​​aguda,​​se​​realizó​​un​​análisis​

​de varianza (ANOVA) y una comparación de medias con la prueba de Tukey.​

​En​ ​los​ ​estudios​ ​de​ ​lifespan,​ ​los​ ​animales​ ​se​ ​contabilizaron​ ​como​ ​muertos​ ​si​ ​no​

​respondieron​ ​al​ ​estímulo​ ​con​ ​el​ ​asa​ ​de​ ​platino,​ ​los​ ​cuales​ ​se​ ​codificaron​ ​con​ ​1.​ ​Sin​

​embargo,​ ​cuando​ ​no​ ​respondieron​ ​al​ ​estímulo​ ​y​ ​se​ ​observó​ ​implosión​ ​de​ ​la​ ​vulva​ ​con​

​crecimiento​​interno​​de​​nematodos,​​o​​rotura​​del​​animal,​​o​​huida​​a​​las​​paredes​​de​​las​​cajas,​

​los​ ​animales​ ​se​ ​censuraron​ ​y​​se​​contaron​​como​​perdidos,​​codificando​​con​​0.​​El​​análisis​

​de​​supervivencia​​se​​realizó​​mediante​​el​​estimador​​de​​Kaplan-Meier,​​el​​cual​​es​​un​​método​

​no​ ​paramétrico​ ​que​ ​muestra​ ​las​ ​probabilidades​ ​de​​supervivencia​​acumuladas​​a​​lo​​largo​

​del​​tiempo​​y​​compara​​las​​distribuciones​​de​​supervivencia​​en​​diferentes​​grupos.​​Además,​

​se​ ​ejecutaron​ ​las​ ​pruebas​ ​de​ ​rango​ ​logarítmico,​ ​también​ ​conocidas​ ​como​ ​prueba​

​log-rank,​ ​donde​ ​se​ ​determinó​ ​si​ ​hay​ ​diferencias​ ​significativas​ ​en​ ​las​ ​curvas​ ​de​

​supervivencia​ ​entre​ ​diferentes​ ​grupos​ ​para​ ​comparar​ ​la​ ​vida​ ​media​ ​de​ ​cada​ ​condición​

​experimental versus el control (OP50) o los controles positivos (patógenos o antibióticos)​

​Los​​análisis​​de​​progenie,​​bombeo​​faríngeo​​y​​locomoción,​​se​​analizaron​​mediante​

​un​​ANOVA​​de​​un​​factor​​(únicamente​​el​​tratamiento),​​con​​una​​prueba​​post-hoc​​de​​Dunnett​

​comparando​ ​versus​ ​el​ ​grupo​ ​control​ ​de​ ​cada​​experimento.​​Aunque​​en​​estos​​análisis​​se​

​muestran​ ​los​ ​resultados​ ​a​ ​través​ ​del​ ​tiempo,​ ​ya​ ​se​ ​ha​ ​documentado​ ​que​ ​estos​

​parámetros​ ​disminuyen​ ​significativamente​ ​conforme​​avanzan​​los​​días.​​Por​​lo​​anterior,​​el​

​factor tiempo se desestimó en este análisis.​

​7.3.​ ​Resultados​

​7.3.1.​ ​Toxicidad aguda del jugo fermentado​

​Los​ ​experimentos​ ​de​ ​toxicidad​ ​aguda​ ​mostraron​ ​que​ ​tanto​ ​los​ ​animales​

​alimentados​​con​​la​​cepa​​control​​(​​E.​​coli​​OP50),​​como​​el​​jugo​​de​​zarzamora,​​o​​el​​suero​​el​

​jugo​​con​​suero,​​no​​producen​​toxicidad​​en​​24​​horas​​(Figura​​7.4​​A).​​Sin​​embargo,​​cuando​
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​los​ ​animales​ ​se​ ​alimentaron​ ​únicamente​ ​con​ ​el​ ​jugo​ ​fermentado​ ​con​ ​C2​ ​sin​ ​diluir,​ ​la​

​supervivencia​ ​disminuyó​ ​en​ ​un​ ​9​ ​%​ ​en​ ​24​ ​horas​ ​(Figura​ ​7.4​ ​B).​ ​Dado​ ​que​ ​en​ ​estas​

​muestras​ ​concentradas​ ​se​ ​observó​ ​la​ ​toxicidad​ ​máxima,​ ​se​ ​descartó​ ​el​ ​uso​ ​del​ ​jugo​

​fermentado al 100 % en los experimentos de lifespan y healthspan.​

​Las​ ​muestras​ ​de​ ​jugo​ ​fermentado​ ​diluidas​ ​con​ ​L.​ ​casei​ ​y​ ​L.​​rhamnosus​​al​​50​​%​

​mostraron​ ​una​ ​disminución​ ​de​ ​3​ ​y​ ​6​ ​puntos​ ​porcentuales,​ ​respectivamente,​ ​en​

​supervivencia​​a​​las​​24​​horas​​(Figura​​7.4​​B).​​Cuando​​los​​animales​​se​​alimentaron​​con​​las​

​muestras​​de​​C2​​al​​75​​%,​​la​​supervivencia​​disminuyó​​significativamente​​en​​un​​7​​%​​en​​24​

​horas.​ ​A​ ​partir​ ​de​ ​estos​ ​experimentos,​ ​dado​ ​que​ ​el​​grupo​​experimental​​de​​interés​​es​​el​

​C2, se trabajó con las concentraciones de 75, 50 y 25 %.​

​Figura​ ​7.4.​ ​Toxicidad​ ​aguda​ ​de​ ​24​ ​h​ ​en​​C.​​elegans.​​Las​​larvas​​fueron​​alimentadas​
​con​​A)​​jugo,​​suero​​y​​su​​combinación;​​B)​​jugo​​fermentado​​con​​suero​​y​​L.​​casei​​o​​L.​
​rhamnosus​​,​​o​​C2​​(jugo​​+​​suero​​+​​L.​​casei​​+​​L.​​rhamnosus​​),​​o​​C-​​(jugo​​+​​suero)​​y​​el​
​control​ ​alimentado​ ​con​ ​OP50​ ​sin​ ​jugo.​ ​Cada​ ​barra​ ​representa​ ​la​ ​media​ ​con​ ​su​

​desviación​ ​estándar​ ​de​ ​2​ ​experimentos.​ ​a-c​ ​Las​ ​letras​ ​minúsculas​ ​diferentes​ ​indican​

​diferencias significativas entre las distintas concentraciones por cada muestra.​

​7.3.2.​ ​Lifespan de las cepas individuales y en el jugo fermentado​
​En​ ​este​ ​experimento,​ ​primero​ ​se​ ​analizó​ ​individualmente​ ​la​ ​supervivencia​ ​del​

​nematodo​ ​cuando​ ​se​ ​alimentó​ ​con​ ​cada​ ​una​ ​de​ ​las​ ​cepas​ ​de​ ​BAL,​ ​sin​ ​jugo.​ ​Estos​

​experimentos​​se​​realizaron​​junto​​con​​la​​alumna​​Vania​​Lizett​​Hernández​​Lucas,​​a​​quien​​se​

​asesoró con fines de titulación (manuscrito publicado) (28).​

​Los​ ​nematodos​ ​alimentados​ ​con​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​mostraron​ ​un​ ​incremento​ ​de​ ​la​

​vida​​media​​de​​33.3​​%​​y​​alcanzaron​​una​​vida​​máxima​​de​​25​​días,​​en​​comparación​​con​​el​

​control​ ​OP50​ ​(vida​ ​media​ ​de​ ​10​ ​días,​ ​con​ ​vida​ ​máxima​ ​de​ ​15​ ​días),​ ​lo​ ​cual​ ​fue​

​significativo.​ ​Adicionalmente,​ ​los​ ​nematodos​ ​que​ ​fueron​ ​alimentados​ ​con​ ​L.​ ​casei​
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​incrementaron​ ​en​ ​un​ ​16.6​ ​%​ ​su​ ​vida​ ​media,​ ​y​ ​en​ ​los​ ​alimentados​ ​con​ ​L.​ ​plantarum​ ​se​

​observó un incremento del 9% en su vida media y un máximo de 20 días (Figura 7.5).​

​Figura​​7.5.​​Lifespan​​de​​C.​​elegans​​alimentadas​​con​​cada​​una​​de​​las​​cepas​​de​​BAL​
​utilizadas​ ​en​ ​esta​ ​investigación.​ ​Entre​ ​paréntesis​ ​se​ ​muestra​ ​la​ ​vida​ ​media.​
​Significancia: *** p < 0.001, ** p< 0.01, and * p< 0.05 (28).​

​En​​los​​experimentos​​con​​el​​jugo​​se​​determinó​​la​​vida​​media​​de​​C2​​y​​su​​control​​C–​

​(jugo​​fermentado​​sin​​BAL),​​al​​50​​%​​y​​al​​75​​%​​(Tabla​​7.1​​y​​Figura​​7.6).​​Se​​observó​​que​​el​

​jugo​ ​sin​ ​BAL​ ​(C–)​ ​al​ ​50​ ​%​ ​y​ ​al​ ​75%​ ​reduce​ ​la​ ​vida​ ​media​ ​del​ ​nematodo​ ​(p<0.0001),​

​mientras​​que​​C2​​al​​75​​%​​y​​al​​50​​%,​​no​​resultó​​letal,​​aunque​​no​​incrementó​​por​​sí​​solos​​la​

​esperanza de vida del nematodo (Figura 7.5).​

​Tabla​​7.1.​​Parámetros​​de​​supervivencia​​de​​Caenorhabditis​​elegans​​alimentados​​con​
​OP50 (control) y con los jugos en cocultivo C2 y C- al 50 % y 75%.​

​Tratamiento​ ​Vida media​
​días​

​Vida máxima​
​días​

​P vs OP50​

​OP50​ ​14​ ​20​ ​–  –  –​

​C2 50%​ ​14​ ​19​ ​<0.0001​

​C2 75%​ ​14​ ​22​ ​0.0735​

​C- 50%​ ​11​ ​19​ ​<0.0001​

​C- 75%​ ​12​ ​15​ ​0.5944​
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​Figura​​7.6.​​Supervivencia​​de​​Caenorhabditis​​elegans​​alimentado​​con​​OP50​​(control)​
​y​​los​​jugos​​en​​cocultivo​​C2​​(jugo​​fermentado​​con​​suero​​y​​L.​​casei​​+​​L.​​rhamnosus​​)​
​y C- (jugo con suero sin inóculo) a 20 ºC.​

​7.3.3.​ ​Parámetros de bienestar por el consumo de jugo fermentado​
​En​ ​la​ ​Figura​ ​7.6​ ​se​ ​aprecian​ ​los​ ​resultados​ ​de​ ​la​ ​movilidad,​ ​fertilidad​​y​​bombeo​

​faríngeo.​​La​​movilidad​​es​​un​​indicador​​del​​bienestar​​neuromuscular,​​ya​​que​​el​​nematodo​

​puede​ ​desplazarse​ ​en​ ​busca​ ​de​ ​alimento​ ​mediante​ ​un​ ​recorrido​ ​de​ ​forma​ ​sinusoidal.​

​Cuando​ ​estos​ ​animales​ ​envejecen​ ​o​ ​por​ ​un​ ​proceso​ ​patológico​ ​o​ ​de​ ​intoxicación,​ ​su​

​movilidad disminuye considerablemente a través del tiempo.​

​A​​partir​​del​​día​​4​​de​​la​​adultez,​​la​​movilidad​​de​​los​​animales​​en​​cualquiera​​de​​los​

​tratamientos​ ​con​ ​jugo​ ​fue​ ​superior​ ​al​ ​control​ ​experimental​ ​(OP50).​ ​Al​ ​día​ ​8​ ​posterior​​al​

​inicio​​del​​tratamiento,​​los​​animales​​con​​jugo​​C2​​al​​75%​​y​​C-,​​aunque​​disminuyó​​casi​​un​​50​

​%​ ​su​ ​movimiento​ ​en​ ​comparación​ ​con​ ​el​ ​inicio,​ ​mantuvieron​ ​la​ ​motilidad​ ​superior​ ​al​

​control.​​Al​​día​​12,​​en​​todos​​los​​tratamientos​​(excepto​​C2​​al​​75%)​​se​​apreció​​disminución​

​significativa de la movilidad, en comparación con el control (Figura 7.6 A).​

​La​​fertilidad​​es​​un​​parámetro​​importante​​que​​se​​evalúa​​para​​conocer​​las​​posibles​

​vías​ ​de​ ​extensión​ ​de​ ​la​ ​vida​ ​útil,​ ​aunque​ ​no​ ​está​ ​directamente​ ​relacionado​ ​con​ ​la​

​toxicidad.​ ​Los​ ​animales​ ​mantienen​ ​la​ ​fertilidad​ ​activa​​entre​​16​​y​​24​​h​​aproximadamente​

​después​​de​​pasar​​a​​la​​etapa​​L4,​​por​​lo​​que​​el​​conteo​​se​​inició​​el​​día​​1.​​Se​​observó​​que​​en​

​el​​control​​experimental​​el​​número​​total​​de​​progenie​​fue​​cercano​​a​​200​​huevos​​por​​animal.​

​En​​cambio,​​los​​animales​​tratados​​con​​jugos​​iniciaron​​con​​una​​fertilidad​​menor​​que​​la​​del​

​control​ ​experimental​ ​(OP50).​ ​Al​ ​día​ ​siguiente,​ ​únicamente​ ​el​ ​grupo​ ​del​ ​jugo​ ​C-​ ​al​ ​75%​

​mostró​ ​mayor​ ​fertilidad,​ ​y​ ​al​ ​cuarto​ ​día​ ​la​ ​fertilidad​ ​de​ ​los​ ​grupos​ ​C2​ ​y​ ​C-​ ​al​ ​75%​ ​fue​

​mayor que la del control.​
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​Figura​ ​7.7.​ ​Parámetros​ ​de​ ​bienestar​ ​de​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​​alimentado​​con​​el​
​jugo​​+​​suero​​en​​co-cultivo​​C2​​(​​L.​​casei​​+​​L.​​rhamnosus​​)​​o​​sin​​inóculo​​de​​BAL​​(C-)​​a​
​50​ ​y​ ​75%.​ ​B)​ ​Movilidad​ ​determinada​ ​como​ ​el​ ​número​ ​de​ ​giros​ ​por​ ​animal​ ​en​ ​un​
​minuto;​ ​B)​ ​progenie​ ​por​ ​cada​ ​10​ ​animales​ ​por​ ​día;​ ​C)​ ​bombeo​ ​de​ ​la​ ​faringe​ ​por​
​minuto​ ​por​ ​10​ ​animales​ ​por​ ​experimento.​ ​Las​ ​barras​ ​representan​ ​la​ ​media​ ​con​ ​su​

​desviación​ ​estándar.​ ​Significancia​ ​*​ ​p<​ ​0.05,​ ​mediante​ ​una​ ​prueba​ ​de​ ​Dunnett​ ​versus​

​OP50.​
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​El​ ​bombeo​ ​faríngeo​ ​es​ ​un​ ​indicativo​ ​indirecto​ ​de​ ​que​ ​los​ ​animales​ ​están​

​consumiendo​ ​el​ ​alimento.​ ​Si​ ​los​ ​animales​ ​evitan​ ​el​ ​alimento,​ ​activarán​ ​mecanismos​ ​de​

​restricción​ ​calórica​ ​y​ ​aumentará​ ​su​ ​tiempo​ ​de​ ​vida​ ​gracias​ ​a​ ​estos​ ​mecanismos.​ ​En​ ​la​

​evaluación​ ​de​ ​este​ ​parámetro,​ ​se​ ​observó​ ​que​ ​desde​ ​el​ ​primer​ ​día​ ​de​ ​exposición​ ​el​

​bombeo​ ​faríngeo​ ​fue​ ​significativamente​ ​mayor​ ​en​ ​los​ ​grupos​ ​experimentales.​ ​Al​

​transcurso​ ​de​ ​los​ ​días​ ​se​ ​mantuvo​ ​el​ ​bombeo​ ​faríngeo​ ​semejante​ ​al​ ​grupo​ ​control​​y​​al​

​final​​de​​la​​observación​​(día​​10),​​el​​bombeo​​faríngeo​​fue​​únicamente​​superior​​en​​el​​grupo​

​C2 al 75% (Figura 7.6 C).​

​7.3.3.​ ​Estrés oxidativo​
​Debido​​a​​que​​a​​lo​​largo​​de​​esta​​investigación​​se​​ha​​analizado​​la​​composición​​del​

​jugo​ ​y​ ​la​ ​producción​ ​de​ ​analitos​ ​que​ ​incrementen​ ​su​ ​capacidad​ ​antioxidante,​ ​en​ ​este​

​experimento​​se​​expusieron​​a​​peróxido​​de​​hidrógeno​​8​​mM​​sin​​alimento,​​para​​evaluar​​su​

​supervivencia.​​Se​​observó​​que​​los​​animales​​previamente​​alimentados​​con​​L.​​rhamnosus​

​incrementaron​ ​su​ ​vida​ ​máxima,​ ​que​ ​fue​ ​de​ ​3​ ​horas​ ​más​ ​que​ ​el​ ​control​ ​(p<0.001).​ ​En​

​cambio,​ ​en​ ​los​ ​animales​ ​pre​ ​alimentados​ ​con​ ​L.​ ​brevis​ ​y​ ​P.​ ​acidilactici​​,​ ​disminuyó​

​significativamente su vida media y vida máxima (Figura 8.4).​

​Figura​ ​7.8.​ ​Supervivencia​ ​de​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​ ​al​ ​estrés​ ​oxidativo​ ​(H​​2​​O​​2​ ​8​
​mM),​​posterior​​a​​4​​días​​de​​alimentación​​con​​las​​cepas​​de​​bacterias​​ácido​​lácticas​​o​
​con​ ​el​ ​alimento​ ​(OP50).​ ​Los​ ​números​ ​dentro​ ​de​ ​los​ ​paréntesis​ ​indican​ ​la​ ​vida​ ​media​

​versus el control OP50: *** p<0.001.​

​Posteriormente,​ ​se​ ​evaluó​ ​la​ ​supervivencia​ ​de​ ​los​ ​animales​ ​cuando​ ​fueron​ ​pre​

​alimentados​ ​durante​ ​5​ ​días​ ​con​ ​su​ ​alimento​ ​estándar​ ​(​​E.​ ​coli​ ​OP50)​​y​​cada​​uno​​de​​los​

​jugos​​en​​monocultivo​​(​​L.​​casei​​o​​L.​​rhamnosus​​),​​en​​co-cultivo​​(C2)​​y​​sin​​inóculo​​(C-),​​a​​3​

​diferentes​ ​diluciones​ ​(25,​ ​50​ ​y​ ​75%)​ ​y​ ​posteriormente​ ​se​ ​expusieron​ ​a​ ​estrés​ ​oxidativo​

​(peróxido de hidrógeno 8 mM sin alimento).​

​En​​el​​grupo​​control​​se​​observó​​una​​disminución​​súbita​​de​​la​​supervivencia​​en​​las​

​primeras​ ​cuatro​ ​horas.​ ​Se​ ​puede​ ​identificar​ ​que​ ​a​ ​las​ ​4​ ​horas,​ ​los​ ​jugos​ ​con​ ​inóculo​
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​tuvieron​ ​mayor​ ​resistencia​ ​que​ ​el​ ​grupo​ ​control​ ​y​​el​​jugo​​sin​​inóculo​​C-​​(Figura​​7.8).​​En​

​los​​jugos​​sin​​inóculo​​C-,​​la​​dilución​​a​​25%​​permitió​​incrementar​​significativamente​​la​​vida​

​máxima​ ​y​ ​se​ ​apreció​ ​una​ ​diferencia​ ​en​ ​el​ ​área​ ​bajo​ ​la​ ​curva​ ​del​ ​jugo​ ​C-​ ​al​ ​50%​ ​en​

​comparación​ ​con​ ​el​ ​grupo​ ​control.​ ​Las​ ​3​ ​diluciones​ ​del​ ​jugo​ ​en​ ​monocultivo​ ​y​ ​en​

​co-cultivo​ ​C2​ ​permitieron​​resistencia​​a​​las​​condiciones​​estresantes​​por​​el​​incremento​​de​

​su​ ​vida​​máxima.​​Sin​​embargo,​​únicamente​​el​​tratamiento​​previo​​con​​C2​​al​​75%​​permitió​

​el incremento de la vida media respecto al control (Tabla 7.2).​

​Figura​ ​7.9.​ ​Sobrevida​ ​de​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​ ​al​ ​estrés​ ​oxidativo​ ​(H​​2​​O​​2​ ​8​ ​mM),​
​posterior​ ​a​ ​4​ ​días​ ​de​ ​alimentación​ ​con​ ​el​ ​control​ ​(OP50),​ ​jugo​ ​fermentado​ ​sin​
​inóculo​ ​(C-),​ ​jugo​ ​fermentado​ ​con​ ​el​ ​co-cultivo​ ​(​​L.​ ​casei​ ​+​ ​L.​ ​rhamnosus​​)​ ​o​ ​en​
​monocultivo (​​L. casei​​o​​L. rhamnosus​​) a 3 diluciones:​​A) 25%, B) 50% y C) 75%.​
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​Tabla​​7.2.​​Parámetros​​de​​supervivencia​​de​​Caenorhabditis​​elegans​​alimentados​​con​
​OP50 (control) y con los jugos en co-cultivo C2 y C- al 25, 50 y 75%.​

​Tratamiento​ ​Horas de vida​
​media​

​Horas de vida​
​máxima​

​P vs OP50​

​OP50​ ​4​ ​6​ ​–  –  –​

​C- 25%​ ​4​ ​10​ ​0.0017​

​C- 50%​ ​4​ ​6​ ​0.0150​

​C- 75%​ ​4​ ​6​ ​0.7965​

​C2 25%​ ​4​ ​8​ ​0.0066​

​C2 50%​ ​4​ ​10​ ​<0.0001​

​C2 75%​ ​6​ ​10​ ​<0.0001​

​L. casei​​25%​ ​4​ ​8​ ​<0.0001​

​L. casei​​50%​ ​4​ ​10​ ​<0.0001​

​L. casei​​75%​ ​4​ ​6​ ​<0.0001​

​L. rhamnosus​​25%​ ​4​ ​10​ ​<0.0001​

​L. rhamnosus​​50%​ ​4​ ​8​ ​<0.0001​

​L. rhamnosus​​75%​ ​4​ ​8​ ​<0.0001​

​7.3.4.​ ​Exposición de​​Caenorhabditis elegans​​a​​Staphylococcus​​aureus​

​En​ ​el​ ​esquema​ ​de​ ​tratamiento​ ​por​ ​5​ ​días​ ​previo​ ​a​ ​la​ ​infección,​ ​se​ ​observó​ ​una​

​disminución​ ​de​ ​la​ ​supervivencia​ ​en​​todos​​los​​grupos,​​a​​excepción​​del​​jugo​​en​​co-cultivo​

​C2​ ​al​ ​75%​ ​(Figura​ ​7.9).​ ​Una​ ​vez​ ​expuestos​ ​los​ ​animales​ ​a​ ​S.​ ​aureus​ ​a​ ​los​ ​6​ ​días​

​observamos​​una​​disminución​​súbita​​en​​los​​controles​​(OP50,​​S.​​aureus​​y​​vancomicina).​​Al​

​término​ ​del​ ​experimento,​ ​el​ ​área​ ​bajo​ ​la​ ​curva​ ​del​ ​jugo​ ​con​ ​C2​ ​tuvo​ ​una​ ​vida​ ​media​ ​y​

​máxima mayor al del control OP50,​​S. aureus​​y vancomicina​​(Tabla 7.3).​

​En​ ​comparación​ ​al​ ​tratamiento​ ​posterior​ ​a​ ​la​ ​infección,​ ​el​ ​control​ ​positivo​ ​de​

​patógeno​​(​​S.​​aureus​​)​​y​​del​​antibiótico​​(vancomicina)​​tuvieron​​mayor​​supervivencia​​que​​el​

​control​ ​experimental​ ​(OP50).​ ​Al​ ​final​ ​del​ ​experimento,​ ​el​ ​tratamiento​ ​con​ ​vancomicina​

​incrementó​​significativamente​​la​​vida​​media​​y​​máxima​​en​​comparación​​con​​S.​​aureus​​.​​El​

​tratamiento​​con​​el​​jugo​​C2​​permitió​​un​​incremento​​de​​la​​vida​​máxima​​en​​comparación​​con​

​S.​ ​aureus​ ​y​ ​no​ ​se​ ​determinaron​ ​diferencias​ ​significativas​ ​al​ ​comparar​ ​con​ ​la​

​supervivencia​ ​de​ ​vancomicina.​ ​El​ ​grupo​ ​C-​ ​no​ ​tuvo​ ​una​ ​diferencia​ ​significativa​ ​en​ ​el​
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​incremento​​de​​la​​vida​​media​​o​​máxima​​contra​​el​​control​​experimental​​y​​su​​supervivencia​

​fue estadísticamente inferior a la de​​S. aureus​​y​​vancomicina (Figura 7.9 y Tabla 7.3).​

​En​​el​​experimento​​de​​co-exposición,​​cuando​​los​​animales​​se​​expusieron​​desde​​la​

​etapa​​L4​​a​​los​​compuestos​​experimentales​​(C2​​y​​C-)​​y​​al​​patógeno,​​se​​observó​​una​​caída​

​de​ ​la​ ​supervivencia​ ​de​ ​los​ ​animales​ ​alimentados​ ​con​ ​jugo​ ​C-,​ ​incluso​ ​menor​ ​que​ ​el​

​control​ ​del​ ​experimento​ ​(OP50).​ ​Curiosamente,​ ​en​ ​este​​ensayo,​​el​​grupo​​con​​S.​​aureus​

​tuvo​ ​mayor​ ​supervivencia​ ​que​ ​el​ ​control,​ ​el​ ​antibiótico​ ​y​ ​el​ ​jugo​ ​con​ ​C2,​ ​lo​ ​cual​ ​fue​

​estadísticamente​​significativo.​​En​​cambio,​​el​​co-tratamiento​​con​​C2​​no​​fue​​suficiente​​para​

​incrementar la supervivencia.​

​Tabla​ ​7.3.​ ​Parámetros​ ​de​ ​supervivencia​ ​a​ ​25​ ​ºC​ ​de​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​
​alimentado​ ​con​ ​OP50​ ​(control)​ ​y​ ​jugo​ ​fermentado​ ​en​ ​cocultivo​ ​(C2)​ ​y​ ​sin​ ​inóculo​
​(C-) frente a la infección con​​Staphylococcus aureus​​.​

​Tratamiento​ ​Días de vida​
​media​

​Días de vida​
​máxima​

​P vs​
​S. aureus​

​P vs​
​Vancomicina​

​Tratamiento previo a la infección con​​S. aureus​

​OP50​ ​6​ ​8​ ​0.5153​ ​0.6670​

​S. aureus​ ​6​ ​10​ ​NA​ ​0.9975​

​Vancomicina​ ​5​ ​9​ ​0.9975​ ​NA​

​C- 75%​ ​6​ ​11​ ​0.0583​ ​0.1536​

​C2 75%​ ​7​ ​19​ ​<0.0001​ ​<0.0001​

​Tratamiento posterior a la infección con​​S. aureus​

​OP50​ ​11​ ​16​ ​<0.0001​ ​<0.0001​

​S. aureus​ ​14​ ​19​ ​NA​ ​<0.0001​

​Vancomicina​ ​16​ ​21​ ​<0.0001​ ​NA​

​C- 75%​ ​12​ ​20​ ​0.5372​ ​<0.0001​

​C2 75%​ ​14​ ​23​ ​0.0079​ ​0.6734​

​Co-exposición de los jugos con​​S. aureus​

​OP50​ ​11​ ​16​ ​<0.0001​ ​<0.0001​

​S. aureus​ ​16​ ​20​ ​NA​ ​0.3136​

​Vancomicina​ ​14​ ​22​ ​0.3136​ ​NA​

​C- 75%​ ​9​ ​10​ ​<0.0001​ ​<0.0001​

​C2 75%​ ​11​ ​16​ ​0.0031​ ​0.2264​
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​Figura​ ​7.10.​ ​Sobrevida​ ​de​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​ ​en​ ​las​ ​tres​ ​estrategias​ ​de​
​infección​ ​por​ ​S.​ ​aureus​​.​ ​A)​ ​tratamiento​ ​con​ ​compuesto​ ​previo​ ​a​ ​la​ ​infección;​ ​B)​

​Tratamiento​ ​posterior​ ​a​ ​5​ ​días​ ​de​ ​infección​ ​con​ ​S.​ ​aureus​​;​ ​C)​ ​co-exposición​ ​de​ ​S.​

​aureus​​con el compuesto.​
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​En​ ​los​ ​análisis​ ​de​ ​cuenta​ ​viable​ ​en​ ​los​ ​nematodos,​ ​no​ ​hubo​ ​diferencias​

​significativas​ ​en​ ​los​ ​tratamientos​ ​a​ ​los​ ​diferentes​ ​días.​ ​Únicamente​​al​​día​​7​​el​​C-​​fue​

​estadísticamente​​menor​​que​​S.​​aureus​​(7​​vs​​7.5​​log​​UFC/mL,​​respectivamente).​​En​​la​

​coexposición, C2 al día 3 tuvo menor cuenta viable que​​S. aureus​​(Tabla 7.4).​

​Tabla​ ​7.4.​ ​Cuenta​ ​viable​ ​de​ ​S.​ ​aureus​ ​en​ ​diferentes​ ​tratamientos​ ​con​ ​jugo​
​fermentado​
​Días​ ​1​ ​3​ ​5​ ​7​ ​9​

​Tratamiento pre-infección​

​Muestra​ ​Pre-infección​ ​Tratamiento​

​C2 75%​ ​7.6±0.20​​A,a​ ​5.6±0.15​​Ab​ ​7.6±0.05​​A,a​ ​7.7±0.25​​A,a​ ​7.6±0.30​​A,a​

​C- 75%​ ​7.3±0.35​​A,a​ ​5.6±0.00​​A,b​ ​7.5±0.17​​A,a​ ​7.0±0.32​​B,a​ ​7.3±0.05​​A,a​

​Vancomicina​ ​6.9±0.45​​A,a​ ​5.2±0.15​​B,b​ ​7.3±0.05​​A,a​ ​7.4±0.05​​AB,a​ ​7.3±0.00​​A,a​

​S. aureus​ ​7.8±0.47​​A,a​ ​5.0±0.05​​B,b​ ​7.3±0.35​​A,a​ ​7.5±0.15​​AB,a​ ​7.7±0.20​​A,a​

​Tratamiento post-infección​
​Muestra​ ​Tratamiento​ ​Post-infección​

​C2 75%​ ​-​ ​-​ ​-​ ​7.3±0.05​ ​7.5±0.11​

​C- 75%​ ​-​ ​-​ ​-​ ​7.4±0.17​ ​7.5±0.15​

​Vancomicina​ ​-​ ​-​ ​-​ ​7.6±0.05​ ​6.6±0.10*​

​S. aureus​ ​-​ ​-​ ​-​ ​7.5±0.17​ ​7.6±0.05​

​Tratamiento en co-exposición​
​Muestra​ ​Tratamiento + infección​

​C2 75%​ ​7.2±0.17​​A,a​ ​4.2±0.11​​B,b​ ​7.3±0.05​​A,a​ ​-​ ​-​

​C- 75%​ ​7.2±0.10​​A,a​ ​5.3±0.30​​A,b​ ​7.6±0.15​​A,a​ ​-​ ​-​

​Vancomicina​ ​7.4±0.41​​A,a​ ​5.4±0.65​​A,b​ ​7.3±0.15​​A,a​ ​-​ ​-​

​S. aureus​ ​7.9±0.49​​A,a​ ​5.0±0.05​​AB,b​ ​7.2±0.37​​A,a​ ​-​ ​-​

​C2:​ ​consorcio​ ​2​​(​​L.​​casei+L.​​rhamnosus​​),​​C-:​​Jugo​​sin​​inóculo.​​Letras​​mayúsculas​

​diferentes​ ​indican​ ​diferencia​ ​significativa​ ​entre​ ​las​ ​diferentes​ ​muestras​ ​por​ ​día.​

​Letras​ ​minúsculas​ ​diferentes​ ​indican​ ​diferencia​ ​significativa​ ​entre​ ​los​ ​diferentes​

​días por cada muestra. *Indica diferencia significativa.​

​7.3.5.​ ​Exposición a​​Helicobacter pylori​

​Se​ ​obtuvo​ ​que​ ​tanto​ ​los​ ​antibióticos,​ ​como​ ​la​ ​mezcla​ ​de​ ​los​ ​jugos​ ​con​ ​los​

​antibióticos,​ ​incrementaron​ ​la​ ​vida​ ​media​ ​y​ ​máxima​ ​respecto​ ​al​ ​control​ ​del​

​experimento,​ ​observando​ ​mayor​ ​incremento​ ​de​ ​la​ ​vida​​media​​en​​C2​​en​​comparación​

​con​ ​el​ ​jugo​ ​(Figura​ ​7.10​ ​y​ ​Tabla​ ​7.5)​ ​y​ ​en​ ​general​ ​el​ ​tratamiento​ ​con​ ​metronidazol​

​incrementó significativamente la supervivencia en comparación a todas las muestras.​
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​Figura​​7.11.​​Sobrevida​​de​​Caenorhabditis​​elegans​​frente​​a​​Helicobacter​​pylori​​.​​A)​

​Efecto​ ​de​ ​los​ ​antibióticos​ ​utilizados​ ​para​ ​controlar​ ​la​ ​infección​ ​de​ ​H.​ ​pylori​​;​ ​B)​

​tratamiento​​con​​compuestos​​previo​​a​​la​​infección;​​C)​​co-exposición​​de​​H.​​pylori​​con​​el​

​compuesto.​

​En​​el​​ensayo​​de​​tratamiento​​con​​los​​jugos​​previo​​a​​la​​infección​​con​​H.​​pylori​​,​​no​

​se​ ​observó​ ​un​ ​efecto​ ​significativo​ ​en​ ​la​ ​supervivencia​ ​de​ ​los​ ​animales​ ​con​ ​C2.​ ​Sin​
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​embargo,​ ​la​ ​combinación​ ​de​​C-​​con​​amoxicilina​​resultó​​estadísticamente​​menor​​en​​la​

​vida máxima en comparación con el control de antibiótico con amoxicilina (Tabla 7.5).​

​Tabla​ ​7.5.​ ​Parámetros​ ​de​ ​sobrevivencia​ ​de​ ​Caenorhabditis​ ​elegans​ ​alimentado​
​con​ ​OP50​ ​(control),​ ​con​ ​jugo​ ​fermentado​ ​en​ ​co-cultivo​ ​(C2)​ ​y​ ​sin​ ​inóculo​ ​(C-)​
​frente a la infección por​​Helicobacter pylori​​.​

​Tratamiento​ ​Días de vida​
​media​

​Días de vida​
​máxima​

​P vs​
​OP50​

​P vs MTZ​ ​P vs AMX​

​Antibióticos​

​OP50​ ​10​ ​13​ ​– – –​

​MTZ (128 μg/mL)​ ​13​ ​15​ ​<0.0001​

​AMX (15 ng/mL)​ ​11​ ​14​ ​0.0034​

​C- MTZ​ ​11​ ​14​ ​0.0022​

​C- AMX​ ​11​ ​15​ ​<0.0001​

​C2 MTZ​ ​12​ ​16​ ​<0.0001​

​C2 AMX​ ​12​ ​16​ ​<0.0001​

​Tratamiento previo a la infección con​​H. pylori​​y​​antibióticos​

​OP50​ ​12​ ​20​ ​– – –​ ​0.0486​ ​0.3049​

​MTZ​ ​14​ ​18​ ​0.0486​ ​– – –​ ​0.1541​

​AMX​ ​14​ ​19​ ​0.3049​ ​0.1541​ ​– – –​

​C- MTZ​ ​13​ ​17​ ​0.7098​ ​0.5410​ ​0.0992​

​C- AMX​ ​14​ ​16​ ​0.9739​ ​0.1520​ ​0.0126​

​C2 MTZ​ ​14​ ​18​ ​0.0791​ ​0.1451​ ​0.9571​

​C2 AMX​ ​15​ ​18​ ​0.3067​ ​0.3955​ ​0.4616​

​Co-infección con​​H. pylori​

​OP50​ ​12​ ​20​ ​– – –​ ​0.4374​ ​0.4690​

​MTZ​ ​14​ ​17​ ​0.4374​ ​– – –​ ​0.4036​

​AMX​ ​14​ ​17​ ​0.4690​ ​0.4036​ ​– – –​

​C2 MTZ​ ​15​ ​18​ ​0.1516​ ​0.1553​ ​0.0367​

​C2 AMX​ ​17​ ​19​ ​<0.0001​ ​<0.0001​ ​<0.0001​

​C-​​H. pylori​ ​17​ ​14​ ​<0.0001​ ​<0.0001​ ​<0.0001​

​C2​​H. pylori​ ​18​ ​19​ ​<0.0001​ ​<0.0001​ ​<0.0001​

​AMX, amoxicilina 15 ng/mL; MTZ, metronidazol 128 μg/mL​
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​Interesantemente,​​en​​el​​ensayo​​de​​co-exposición​​de​​los​​nematodos​​a​​H.pylori​​y​

​su​​respectivo​​tratamiento​​con​​y​​sin​​antibiótico,​​se​​identificó​​que​​el​​tratamiento​​con​​C2​​+​

​metronidazol​ ​incrementó​ ​significativamente​ ​la​ ​supervivencia​ ​más​ ​que​ ​el​ ​control​ ​de​

​metronidazol​ ​(p=0.0367).​ ​Cuando​ ​se​ ​mezcló​ ​el​ ​jugo​ ​C2​ ​con​ ​amoxicilina​ ​(15​ ​ng/mL),​

​este​​tratamiento​​incrementó​​significativamente​​la​​supervivencia​​en​​comparación​​con​​el​

​control​ ​OP50,​ ​metronidazol​ ​y​ ​amoxicilina​ ​(p<0.0001).​ ​Finalmente,​ ​la​​coexposición​​de​

​H.​ ​pylori​ ​y​ ​el​ ​jugo​ ​C2​ ​tuvo​ ​mayor​ ​supervivencia,​ ​evaluada​ ​por​ ​un​ ​incremento​

​significativo​​de​​la​​vida​​media​​y​​la​​vida​​máxima​​respecto​​a​​los​​controles​​(Figura​​7.10​​y​

​Tabla 7.5).​

​7.4.​ ​Discusión​

​En​ ​esta​ ​última​ ​etapa,​ ​se​ ​analizó​ ​el​ ​efecto​ ​de​​la​​ingesta​​del​​jugo​​en​​co-cultivo​

​con​ ​L.​ ​casei​ ​+​ ​L.​​rhamnosus​​,​​sin​​inóculo​​(C-)​​y​​en​​monocultivo​​en​​C.​​elegans​​,​​con​​la​

​finalidad​ ​de​ ​determinar​ ​su​ ​efecto​ ​en​ ​el​ ​tratamiento​ ​preventivo,​ ​durante​ ​la​​infección​​y​

​posterior​ ​a​ ​la​ ​infección​ ​con​ ​S.​ ​aureus​ ​y​ ​H.​ ​pylori​​.​ ​A​ ​través​ ​de​ ​los​ ​experimentos​ ​se​

​demostró​ ​que​ ​las​ ​cepas​ ​de​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​y​ ​L.​ ​casei​ ​proveen​ ​incremento​ ​de​ ​la​ ​vida​

​media​ ​en​ ​el​ ​nematodo.​ ​Cuando​ ​se​ ​alimentan​ ​los​​nematodos​​con​​el​​jugo​​C2,​​aunque​

​por​ ​sí​ ​solos​ ​no​ ​incrementan​ ​la​ ​vida​ ​media​​en​​las​​diluciones​​al​​75​​y​​50%,​​se​​observó​

​mayor​​resistencia​​al​​estrés​​oxidativo.​​En​​los​​esquemas​​de​​pre​​y​​post​​infección​​con​​S.​

​aureus​​,​ ​C2​ ​mostró​ ​un​ ​efecto​ ​protector​ ​al​ ​aumentar​ ​la​ ​vida​ ​máxima​ ​del​ ​nematodo,​

​aunque​​en​​la​​cuenta​​viable​​no​​se​​observaron​​diferencias​​significativas.​​Finalmente,​​en​

​la​​co-infección​​con​​H.​​pylori​​,​​el​​aumento​​de​​la​​supervivencia​​de​​los​​nematodos​​tratados​

​con C2 fue superior al tratamiento con antibióticos.​

​7.4.1.​ ​Toxicidad del jugo en​​C. elegans​

​Los​ ​experimentos​ ​de​ ​toxicidad​ ​aguda​ ​son​ ​útiles​ ​para​ ​definir​ ​las​

​concentraciones​ ​seguras​ ​de​ ​trabajo​​en​​la​​exposición​​con​​C.​​elegans​​.​​El​​consumo​​del​

​jugo​ ​de​ ​zarzamora​ ​con​ ​y​ ​sin​ ​suero​ ​de​ ​leche​ ​y​ ​fermentados​ ​por​ ​16​ ​h​ ​a​ ​37º​ ​C,​ ​no​

​mostraron​ ​toxicidad​ ​en​ ​el​ ​nematodo.​​Son​​pocos​​los​​estudios​​que​​evalúan​​los​​efectos​

​del​ ​consumo​ ​de​ ​extractos​ ​de​ ​zarzamora​ ​en​ ​el​ ​nematodo​ ​y​ ​no​ ​se​ ​ha​ ​documentado​

​efecto letal a las 24 horas en​​C. elegans​​(29-30).​

​Cuando​ ​los​ ​animales​ ​se​ ​expusieron​ ​sin​ ​alimento​ ​bacteriano​ ​a​ ​los​ ​jugos​ ​en​

​monocultivo​ ​fermentados​ ​con​ ​L.​ ​casei​ ​o​ ​L.​ ​rhamnosus​​,​ ​o​ ​en​ ​co-cultivo​ ​a​ ​diferentes​

​concentraciones​ ​(25,​ ​50,​ ​75​ ​y​ ​100%),​ ​los​ ​jugos​ ​concentrados​​mostraron​​disminución​

​de​ ​la​ ​supervivencia​ ​en​ ​no​ ​más​ ​de​ ​10​ ​puntos​ ​porcentuales.​ ​Si​ ​bien,​ ​no​ ​se​ ​ha​

​documentado​​previamente​​toxicidad​​por​​jugo​​de​​zarzamora​​fermentado​​en​​C.​​elegans​​,​
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​se​ ​ha​ ​reportado​ ​en​ ​otros​ ​jugos​ ​de​ ​frutas​ ​una​ ​disminución​ ​de​ ​la​ ​supervivencia​

​comparable.​

​En​ ​un​ ​jugo​ ​de​ ​kiwi​ ​y​ ​pitahaya​ ​fermentado​ ​por​ ​15​ ​días​ ​con​ ​Saccharomyces​

​cerevisiae​​al​​12%​​y​​posteriormente​​una​​segunda​​fermentación​​con​​6%​​de​​Leuconostoc​

​mesenteroides​ ​y​ ​Streptococcus​ ​thermophilus​ ​durante​​9​​días,​​observaron​​una​​tasa​​de​

​supervivencia​ ​del​ ​94%​ ​cuando​ ​se​ ​alimentó​ ​a​ ​C.​ ​elegans​ ​con​ ​el​ ​jugo​ ​fermentado​ ​a​

​50%.​ ​Cuando​ ​se​ ​alimentaron​ ​con​ ​el​ ​jugo​ ​concentrado,​ ​la​ ​tasa​ ​de​ ​supervivencia​ ​se​

​redujo​​a​​43.95%​​(31).​​Otro​​estudio,​​en​​donde​​se​​formuló​​una​​bebida​​de​​leche​​de​​mijo​

​perla​ ​inoculada​ ​con​ ​L.​ ​plantarum​ ​DHCU​ ​70​ ​y​ ​L.​ ​plantarum​ ​MCC​ ​5231​ ​al​ ​10%​ ​y​

​adicionada​​con​​polvo​​endulzado​​al​​5%,​​reportaron​​que​​en​​las​​concentraciones​​de​​100​

​a​​200​​μg/mL,​​mantienen​​una​​tasa​​de​​supervivencia​​del​​97​​al​​95%.​​A​​concentraciones​

​de​​250​​μg/mL​​la​​supervivencia​​disminuyó​​al​​85–87%,​​a​​concentraciones​​de​​300​​μg/mL​

​la​ ​supervivencia​ ​cayó​ ​a​ ​un​ ​rango​ ​de​ ​37–40%​ ​(32),​ ​por​ ​lo​ ​que​ ​los​ ​investigadores​

​realizaron​ ​los​ ​siguientes​​experimentos​​en​​las​​concentraciones​​menores​​a​​200​​μg/mL.​

​Por​ ​lo​ ​anterior,​ ​se​ ​consideró​ ​trabajar​ ​con​ ​las​ ​concentraciones​ ​de​ ​50​ ​y​ ​75%​ ​en​ ​los​

​experimentos​ ​crónicos​ ​de​ ​supervivencia,​ ​ya​ ​que​ ​no​ ​se​ ​observó​ ​disminución​ ​de​ ​la​

​misma en más del 90%.​

​7.4.2.​ ​Efecto del consumo del jugo fermentado en la sobrevida de​​C. elegans​

​En​ ​los​ ​ensayos​ ​de​ ​lifespan​ ​se​ ​demostró​ ​que​ ​cuando​ ​los​ ​nematodos​ ​se​

​alimentaron​​desde​​la​​etapa​​L4​​con​​L.​​rhamnosus​​o​​con​​L.​​casei​​,​​su​​vida​​media​​y​​vida​

​máxima​ ​incrementan​ ​en​​comparación​​con​​los​​nematodos​​alimentados​​con​​la​​bacteria​

​E.​​coli​​OP50.​​Este​​incremento​​está​​acorde​​por​​lo​​reportado​​previamente​​con​​diferentes​

​cepas​ ​de​ ​L.​​rhamnosus​​,​​con​​un​​incremento​​de​​la​​vida​​media​​desde​​9.6​​hasta​​42,9%.​

​Este​ ​incremento​ ​más​ ​alto​ ​se​ ​observó​ ​con​ ​la​ ​cepa​ ​Lcr35,​ ​aislada​ ​del​ ​intestino​ ​de​ ​un​

​infante​ ​adulto​ ​(33).​ ​En​ ​cepas​ ​aisladas​ ​de​ ​quesos​ ​fermentados,​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​R4​

​incrementó​ ​la​ ​vida​ ​media​ ​en​ ​C.​ ​elegans​ ​hasta​ ​un​ ​36%​ ​(34),​ ​mientras​ ​que​ ​L.​

​rhamnosus​ ​KF7​ ​aislada​ ​de​ ​kefir,​ ​únicamente​ ​disminuyó​ ​un​ ​0.6%​ ​la​ ​vida​ ​media​ ​del​

​nematodo​ ​(35).​ ​Estos​ ​datos​ ​podrían​ ​sugerir​ ​que​ ​la​ ​fuente​ ​de​ ​las​ ​cepas​ ​podría​

​contribuir al efecto en el nematodo.​

​Cuando​​los​​nematodos​​se​​alimentaron​​con​​L.​​casei​​únicamente,​​se​​observó​​un​

​incremento​ ​del​ ​16.6%​ ​en​ ​la​​vida​​media​​en​​comparación​​con​​el​​grupo​​control​​(OP50).​

​Informes​ ​anteriores​ ​mostraron​ ​diferentes​ ​efectos​ ​en​ ​cuanto​ ​a​ ​la​​extensión​​de​​la​​vida​

​útil,​ ​desde​ ​un​ ​incremento​ ​en​ ​la​ ​vida​ ​media​ ​del​ ​0,23%​ ​hasta​ ​un​ ​42%.​ ​Cuando​ ​los​

​nematodos​ ​se​ ​alimentan​ ​con​ ​L.​ ​casei​ ​63​ ​(aislada​ ​de​ ​un​ ​paciente​ ​con​ ​síndrome​ ​de​

​intestino​ ​corto),​​se​​observó​​un​​incremento​​de​​la​​vida​​media​​de​​38,5%​​más​​que​​OP50​

​(36).​ ​Sin​ ​embargo,​ ​L.​ ​casei​ ​LBC80R​ ​aislado​ ​de​ ​muestras​ ​fecales​ ​solo​ ​mostró​ ​un​
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​aumento​​de​​la​​vida​​útil​​del​​0,23%​​(37).​​L.​​casei​​HY2782​​aislada​​de​​yogurt​​fermentado,​

​extendió​​la​​vida​​útil​​en​​un​​25%​​en​​animales​​pretratados​​con​​P.​​aeruginosa​​(38-39).​​Por​

​tanto,​​podría​​sugerirse​​que​​la​​fuente​​de​​bacterias​​ácido​​lácticas​​y​​el​​pretratamiento​​con​

​patógenos​​podrían​​ser​​factores​​importantes​​para​​inducir​​una​​respuesta​​molecular​​que​

​incremente la supervivencia.​

​Interesantemente​ ​cuando​ ​los​ ​nematodos​ ​se​ ​alimentan​ ​a​ ​partir​ ​de​​la​​etapa​​L4​

​con​​el​​jugo​​fermentado​​en​​co-cultivo​​C2​​al​​50​​y​​75%​​no​​hay​​un​​incremento​​de​​la​​vida​

​media​​y​​máxima.​​En​​cambio,​​el​​jugo​​fermentado​​sin​​inóculo​​al​​50​​y​​75%​​disminuyeron​

​su​ ​vida​ ​media​ ​y​ ​máxima​ ​respecto​ ​al​ ​control​ ​OP50.​ ​No​ ​se​ ​ha​ ​reportado​​previamente​

​que​​extractos​​de​​zarzamora​​o​​de​​frutos​​rojos​​puedan​​tener​​este​​efecto​​“tóxico”,​​por​​lo​

​que​ ​resulta​ ​difícil​ ​la​ ​explicación.​ ​Sin​ ​embargo,​ ​se​ ​puede​ ​considerar​ ​que​ ​el​ ​jugo​ ​sin​

​inóculo​​(C-)​​tiene​​mayor​​contenido​​de​​azúcares​​reductores​​a​​las​​16​​h​​de​​fermentación​

​(capítulo​ ​III)​ ​y​ ​mayor​ ​contenido​ ​de​ ​compuestos​ ​fenólicos​ ​(capítulo​ ​IV),​ ​lo​ ​que​​podría​

​interferir​ ​a​ ​nivel​​mecanístico​​en​​el​​aumento​​de​​la​​esperanza​​de​​vida.​​Por​​ejemplo,​​en​

​un​ ​estudio​ ​previo​ ​se​ ​analizó​ ​la​ ​toxicidad​ ​causada​ ​por​ ​la​ ​glucosa​ ​(10​ ​mM)​ ​en​ ​el​

​nematodo​ ​frente​ ​a​ ​diferentes​ ​plantas​ ​con​ ​alto​ ​contenido​ ​de​ ​compuestos​ ​fenólicos,​

​incluyendo​​hojas​​de​​zarzamora​​y​​bayas​​de​​saúco.​​Los​​investigadores​​demostraron​​que​

​no​​necesariamente​​un​​alto​​contenido​​de​​polifenoles​​corresponde​​a​​un​​incremento​​en​​la​

​vida​​media​​del​​nematodo​​y​​el​​efecto​​de​​los​​polifenoles​​contra​​la​​toxicidad​​por​​glucosa​

​puede​​ser​​restaurador,​​pero​​nunca​​incrementan​​la​​vida​​media​​del​​nematodo​​(28).​​Por​

​tanto,​​resulta​​interesante​​investigar​​si​​la​​esperanza​​de​​vida​​del​​nematodo​​depende​​de​

​las concentraciones de glucosa en el jugo.​

​7.4.3.​ ​Efecto​ ​del​ ​consumo​ ​del​ ​jugo​ ​en​ ​los​ ​parámetros​ ​de​ ​bienestar​ ​en​ ​C.​
​elegans​

​Los​​parámetros​​de​​movilidad,​​fertilidad​​y​​bombeo​​faríngeo​​apoyan​​a​​determinar​

​si​​el​​alimento​​les​​produce​​cambios​​en​​el​​comportamiento​​(4).​​En​​cuanto​​a​​la​​movilidad​

​se​ ​observó​ ​en​ ​los​ ​primeros​ ​4​ ​días​ ​que​ ​todos​ ​los​ ​animales​ ​alimentados​ ​con​ ​jugo​

​fermentado​​C2​​y​​sin​​inóculo​​(C-)​​al​​50​​y​​75%​​mantuvieron​​el​​patrón​​de​​movimiento.​​Al​

​día​​12,​​únicamente​​C2​​al​​75%​​mantuvo​​el​​patrón​​de​​movimiento​​semejante​​al​​control,​

​mientras que se observó menor movilidad en los tratamientos restantes.​

​En​ ​cuanto​ ​a​​la​​movilidad,​​se​​puede​​identificar​​un​​papel​​importante​​de​​las​​BAL​

​en​​la​​conservación​​de​​la​​actividad​​neuromuscular.​​Liao​​et​​al.​​(2025)​​(1),​​reportaron​​que​

​las​ ​cepas​ ​comerciales​ ​L.​ ​plantarum​ ​TWK10​ ​y​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​GG​ ​aumentaron​ ​la​

​velocidad​​de​​movimiento,​​así​​como​​la​​flexión​​corporal​​en​​el​​día​​1​​y​​5​​de​​la​​edad​​adulta,​

​significativamente​ ​mayor​ ​que​ ​el​ ​control​ ​(OP50).​ ​También​ ​analizaron​ ​el​ ​efecto​ ​del​

​consumo​​de​​L.​​plantarum​​TWK10​​en​​ratones​​y​​en​​un​​ensayo​​clínico.​​La​​administración​
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​oral​​de​​L.​​plantarum​​TWK10​​1​​×​​10¹⁰​​UFC/día​​durante​​dos​​semanas​​redujo​​los​​niveles​

​de​​lactato​​sérico​​y​​mejoró​​el​​rendimiento​​físico​​y​​el​​almacenamiento​​de​​glucógeno.​​Lo​

​anterior​ ​sugiere​ ​que​ ​el​ ​ácido​ ​láctico​ ​puede​ ​tener​ ​un​ ​papel​ ​importante​ ​en​ ​este​

​parámetro,​ ​dado​ ​que​ ​en​ ​el​ ​capítulo​ ​III​ ​se​ ​demostró​ ​que​ ​el​ ​jugo​ ​de​ ​zarzamora​

​fermentado​ ​con​​C2​​(​​L.​​casei​​+​​L.​​rhamnosus​​),​​tiene​​mayor​​contenido​​de​​ácido​​láctico​

​al final de la fermentación de 16 horas.​

​En​ ​cuanto​ ​al​ ​bombeo​ ​faríngeo,​ ​se​ ​observó​ ​que​ ​el​ ​tratamiento​ ​con​​jugo​​C2​​al​

​75%​ ​preserva​ ​activamente​ ​las​ ​contracciones​ ​musculares,​ ​parámetros​ ​del​

​mantenimiento​​del​​bienestar​​del​​animal.​​En​​este​​sentido,​​Cheng​​et​​al,​​ha​​informado​​de​

​un​ ​aumento​ ​en​ ​la​ ​flexión​ ​corporal​ ​y​ ​el​ ​bombeo​ ​faríngeo​ ​con​ ​L.​ ​rhamnosus​ ​GG​ ​y​ ​L.​

​rhamnosus​​KF7​​(40).​​La​​capacidad​​de​​L.​​rhamnosus​​para​​mantener​​la​​locomoción​​y​​la​

​actividad​ ​faríngea​ ​durante​ ​períodos​ ​más​ ​prolongados​ ​indica​ ​que​ ​la​ ​suplementación​

​con​ ​probióticos​ ​puede​ ​ayudar​ ​a​ ​preservar​ ​las​ ​funciones​ ​neuromusculares​ ​y​ ​de​

​alimentación, que son marcadores críticos de la longevidad saludable.​

​En​ ​cuanto​ ​a​ ​la​ ​fertilidad,​ ​observamos​ ​que​ ​en​ ​los​ ​primeros​ ​dos​ ​días,​ ​los​

​animales​ ​con​ ​jugo​ ​C2​ ​y​ ​C-​ ​disminuyen​​su​​capacidad​​reproductora.​​El​​impacto​​de​​las​

​BAL​ ​en​ ​la​ ​fertilidad​ ​resalta​​la​​complejidad​​de​​las​​interacciones​​entre​​los​​probióticos​​y​

​los​​huéspedes.​​Chelliah​​et​​al.,​​(2018)​​(41)​​reportaron​​que​​los​​gusanos​​alimentados​​con​

​35​ ​cepas​ ​de​ ​BAL​​mostraron​​menor​​fertilidad​​que​​aquellos​​alimentados​​con​​OP50.​​Yu​

​et​​al.​​(2024)​​(42)​​también​​indicaron​​que​​las​​BAL​​activas​​utilizan​​recursos​​y​​energía​​en​

​el​ ​intestino​​de​​los​​nematodos​​para​​mantener​​la​​supervivencia​​y​​la​​reproducción.​​Para​

​dilucidar​ ​estas​ ​disparidades,​ ​es​ ​imperativo​ ​especificar​ ​cómo​ ​cada​ ​cepa​ ​emplea​

​nutrientes​ ​e​ ​influye​ ​en​ ​el​ ​gasto​ ​energético​ ​para​ ​mantener​ ​la​ ​fertilidad​ ​del​ ​huésped.​

​Esta​ ​variabilidad​ ​sugiere​ ​que​ ​las​ ​diferencias​ ​en​ ​la​ ​reproducción​ ​pueden​ ​estar​

​vinculadas a cómo cada cepa ajusta sus procesos reguladores.​

​7.4.4.​ ​Efecto del consumo del jugo fermentado en la resistencia de​​C. elegans​​al​
​estrés oxidativo​

​De​ ​manera​ ​similar,​ ​los​ ​experimentos​ ​de​ ​estrés​ ​oxidativo​​demostraron​​que​​las​

​BAL​ ​podrían​ ​inducir​ ​sistemas​ ​antioxidantes,​ ​lo​ ​que​ ​les​ ​permite​ ​neutralizar​ ​especies​

​reactivas​ ​de​ ​oxígeno,​ ​quelar​ ​iones​ ​metálicos​ ​prooxidantes​ ​y​ ​regular​ ​genes​ ​de​

​respuesta​ ​al​ ​estrés​ ​del​ ​huésped.​ ​Estas​ ​propiedades​ ​pueden​ ​explicar​ ​su​ ​capacidad​

​para​​conferir​​protección​​contra​​el​​daño​​oxidativo​​y​​promover​​el​​equilibrio​​redox​​(43).​​En​

​esta​ ​investigación,​ ​la​ ​resistencia​ ​al​ ​estrés​ ​oxidativo​ ​no​ ​fue​ ​significativa​ ​para​ ​L.​

​rhamnosus​​y​​perjudicial​​para​​L.​​brevis​​y​​P.​​acidilactici​​,​​por​​lo​​que​​el​​experimento​​apoyó​

​la​​decisión​​de​​seleccionar​​el​​co-cultivo​​C2​​y​​no​​el​​C1,​​que​​en​​los​​capítulos​​primeros​​se​

​formuló para evaluar sus propiedades y su efecto antibacteriano.​
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​En​ ​estudios​ ​sobre​ ​estrés​ ​oxidativo​ ​en​ ​animales​ ​expuestos​ ​a​ ​bebidas​

​fermentadas,​​se​​observó​​que​​únicamente​​C2​​al​​75%​​proporciona​​mayor​​resistencia​​al​

​nematodo​ ​ante​ ​concentraciones​ ​altas​ ​de​ ​peróxido​ ​de​​hidrógeno.​​En​​estudios​​previos​

​se​ ​reportó​ ​que​​los​​nematodos​​alimentados​​con​​L.​​rhamnosus​​Lcr35,​​no​​soportaron​​la​

​exposición​ ​a​ ​peróxido​ ​de​ ​hidrógeno​ ​3​ ​mM.​ ​Los​ ​investigadores​ ​creen​ ​que​ ​este​

​desequilibrio​ ​se​ ​debe​ ​a​ ​la​ ​sobreproducción​ ​de​ ​la​ ​enzima​ ​superóxido​ ​dismutasa-3​

​(​​sod-3​​)​ ​y​ ​la​ ​falta​ ​de​ ​catalasa​ ​o​ ​de​ ​peroxidasas​ ​para​ ​descomponer​ ​eficazmente​ ​el​

​peróxido​ ​de​ ​hidrógeno​ ​(33).​ ​Thiruppathi​ ​et​ ​al.​ ​(2024)​ ​demostraron​ ​que​ ​L.​ ​brevis​

​aumentó​ ​su​ ​supervivencia​ ​en​ ​un​ ​45%​ ​bajo​ ​estrés​ ​oxidativo​​inducido​​por​​peróxido​​de​

​hidrógeno​​a​​10​​mM,​​posterior​​a​​2​​h​​de​​exposición.​​La​​reducción​​de​​ROS​​intracelulares​

​y​​el​​aumento​​de​​la​​expresión​​de​​sod-3​​y​​gst-4​​podrían​​explicar​​las​​dianas​​moleculares​

​(44).​ ​Además,​​Kumar​​et​​al.​​(2022)​​(45)​​observaron​​que​​L.​​brevis​​MTCC​​1759​​aumenta​

​la​​expresión​​de​​sod-3​​.​​La​​activación​​de​​esta​​enzima​​ocurre​​de​​manera​​dependiente​​de​

​daf​​-16​ ​(FOXO),​​una​​vía​​utilizada​​por​​el​​animal​​para​​la​​supervivencia,​​relacionada​​con​

​la​ ​vía​ ​de​ ​la​ ​insulina​ ​en​​mamíferos.​​Por​​tanto,​​las​​diferencias​​observadas​​entre​​cepas​

​sugieren​ ​la​ ​participación​ ​de​ ​distintos​ ​mecanismos​ ​moleculares​ ​que​ ​requieren​

​investigación,​ ​incluyendo​ ​la​ ​activación​ ​de​ ​factores​ ​de​ ​transcripción​ ​como​ ​daf-16​ ​y​

​skn-1/nrf2,​​y​​la​​regulación​​de​​genes​​diana​​como​​sod-3​​y​​gst​​-4,​​observadas​​en​​L.​​brevis​

​y​​L. casei​​(38-45).​

​7.4.5.​ ​Efecto del consumo del jugo en​​C. elegans​​frente​​S. aureus​
​Desde​ ​la​ ​década​ ​de​ ​los​ ​90s,​ ​se​ ​ha​ ​utilizado​ ​C.​ ​elegans​ ​como​ ​modelo​ ​de​

​infección​​por​​patógenos.​​Aun​​cuando​​el​​animal​​se​​alimenta​​de​​bacterias​​como​​E.​​coli​​,​

​cuando​​se​​expone​​a​​P.​​aeruginosa​​disminuye​​significativamente​​su​​esperanza​​de​​vida.​

​Otros​ ​patógenos​ ​que​ ​se​ ​han​ ​empleado​ ​como​ ​modelo​ ​de​ ​infección​ ​incluyen​

​Acinetobacter​ ​baumannii​​,​ ​Klebsiella​ ​pneumoniae​​,​ ​Shigella​​sp​​.,​​Enterococcus​​faecalis​​,​

​Streptococcus​ ​pyogenes​​,​ ​Listeria​ ​monocytogenes​​,​ ​Bacillus​ ​cereus​ ​y​ ​S.​ ​aureus​ ​(21).​

​Este​ ​último​ ​patógeno​ ​puede​ ​acumularse​ ​significativamente​ ​en​ ​el​ ​intestino​ ​de​ ​C.​

​elegans​ ​a​ ​partir​ ​de​ ​las​ ​4​ ​h​ ​de​ ​su​ ​exposición​ ​y,​ ​posterior​ ​a​ ​este​ ​tiempo,​ ​puede​

​acumularse​ ​en​ ​los​​extremos​​anterior​​y​​posterior​​del​​intestino.​​Los​​signos​​físicos​​de​​la​

​infección son movimientos disminuidos, más pequeños y disminuye su fertilidad (46).​

​En​ ​este​ ​estudio,​ ​se​ ​observaron​ ​diferentes​ ​respuestas​ ​del​ ​nematodo​ ​ante​ ​la​

​infección​ ​por​ ​S.​ ​aureus.​ ​En​ ​todos​ ​los​ ​esquemas​ ​de​ ​infección,​ ​los​ ​animales​ ​iniciaron​

​desde​ ​la​ ​etapa​ ​L4​ ​y​ ​cuando​ ​se​ ​expusieron​ ​los​ ​animales​ ​al​ ​día​ ​6​ ​de​ ​adultez,​ ​la​

​supervivencia​ ​descendió​ ​drásticamente​ ​(Figura​ ​7.9​ ​A).​ ​Sin​ ​embargo,​ ​cuando​ ​se​

​exponen​ ​al​ ​patógeno​ ​desde​ ​la​ ​etapa​ ​L4,​ ​la​ ​supervivencia​ ​de​ ​C.​ ​elegans​ ​con​ ​el​

​patógeno​​es​​superior,​​incluso​​a​​la​​del​​control​​OP50​​(Figura​​7.9​​B​​y​​C).​​Respecto​​a​​este​
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​incremento​​de​​la​​esperanza​​de​​vida,​​se​​ha​​reportado​​que​​en​​la​​infección​​por​​S.​​aureus​​,​

​la​​inhibición​​de​​la​​lipasa​​Y51H4A.5​​puede​​provocar​​resistencia​​a​​la​​muerte.​​Asimismo,​

​el​ ​nematodo,​ ​como​ ​respuesta,​ ​puede​ ​inducir​ ​la​ ​expresión​ ​de​ ​genes​ ​de​ ​defensa​ ​que​

​activan​ ​lisozimas​ ​que​ ​degradan​ ​la​ ​peptidoglicana​ ​y​ ​estas​ ​enzimas​ ​se​ ​pueden​

​encontrar​ ​en​ ​células​ ​humanas​ ​(46).​ ​Por​ ​lo​ ​anterior,​ ​quedan​ ​por​ ​analizar​ ​diferentes​

​cepas de​​S. aureus​​con patogenicidad diversa.​

​En​ ​cuanto​ ​al​​efecto​​del​​jugo​​en​​cada​​uno​​de​​los​​esquemas,​​se​​puede​​resaltar​

​que​ ​no​ ​se​ ​observó​ ​efecto​ ​en​ ​el​ ​tratamiento​ ​C-​ ​previo​ ​a​ ​la​ ​infección​ ​por​ ​S.​ ​aureus​​,​

​mientras​​que​​se​​observó​​un​​ligero​​incremento​​significativo​​en​​la​​esperanza​​de​​vida​​del​

​nematodo​ ​alimentado​ ​con​ ​C2,​ ​por​ ​lo​ ​que​ ​se​ ​sugiere​ ​que​ ​el​ ​efecto​ ​no​ ​se​ ​debe​

​únicamente​​a​​la​​composición​​del​​jugo.​​Este​​efecto​​se​​perdió​​cuando​​se​​infectaron​​los​

​animales​​desde​​la​​etapa​​L4.​​Al​​respecto,​​previamente​​se​​reportó​​que​​la​​administración​

​de​ ​la​ ​cepa​ ​de​ ​Lactiplantibacillus​ ​brownii​ ​MH-1​ ​aislada​ ​de​ ​chucrut​ ​provoca​ ​un​

​incremento​ ​de​ ​la​ ​supervivencia​ ​en​ ​C.​ ​elegans​ ​infectados​ ​con​ ​S.​ ​aureus​ ​únicamente​

​cuando​​se​​exponen​​en​​la​​etapa​​larvaria​​(L1​​a​​L4)​​y​​no​​en​​la​​adulta,​​lo​​cual​​se​​debe​​a​​la​

​activación​ ​de​ ​daf-16/FOXO​ ​y​ ​pmk-1/p38​ ​(47).​ ​Sin​ ​embargo,​ ​se​ ​requiere​ ​mayor​

​evidencia​ ​para​ ​sostener​ ​que​ ​el​ ​efecto​ ​de​ ​resistencia​ ​depende​ ​de​ ​la​ ​etapa​ ​en​ ​que​

​fueron infectados.​

​En​ ​los​ ​análisis​ ​de​ ​cuenta​ ​viable,​ ​se​ ​identificó​ ​una​ ​disminución​ ​de​ ​S.​ ​aureus​

​únicamente​ ​a​ ​los​ ​tres​ ​días​ ​de​ ​exposición​ ​en​ ​el​ ​grupo​ ​C2​ ​al​ ​75%​ ​en​ ​el​ ​esquema​ ​de​

​coexposición.​ ​Este​​efecto​​no​​se​​observó​​en​​los​​días​​subsecuentes.​​Para​​discutir​​este​

​punto,​ ​es​ ​importante​ ​resaltar​ ​que​ ​en​ ​ninguno​ ​de​ ​los​ ​esquemas​ ​de​ ​tratamiento​ ​C2​

​mostró​​ser​​tóxico,​​lo​​cual​​sí​​ocurrió​​con​​C-​​en​​el​​esquema​​de​​coexposición​​(Figura​​7.9​

​B​ ​y​ ​C).​ ​Lo​ ​anterior​ ​evidencia​ ​que​ ​las​ ​BAL​ ​tienen​ ​un​ ​papel​ ​determinante​ ​en​ ​el​

​tratamiento​ ​de​ ​patógenos​ ​intestinales.​ ​Los​ ​mecanismos​ ​moleculares​ ​de​ ​la​ ​infección​

​por​​S.​​aureus​​no​​se​​encuentran​​del​​todo​​dilucidados,​​pero​​la​​investigación​​de​​Irazoqui​

​et​​al,​​(2010)​​reveló​​consideraciones​​importantes.​​Primeramente,​​a​​las​​8​​h​​de​​infección,​

​se​​activa​​una​​respuesta​​de​​detoxificación​​de​​xenobióticos.​​A​​las​​36​​h,​​S.​​aureus​​puede​

​destruir​ ​totalmente​ ​las​ ​microvellosidades​ ​del​ ​intestino,​ ​posiblemente​ ​debido​ ​a​ ​sus​

​toxinas​ ​bacterianas.​ ​Sin​ ​embargo,​ ​a​ ​las​ ​72​ ​horas,​ ​se​ ​identificaron​ ​más​ ​de​ ​46​​genes​

​reguladores​ ​de​ ​defensa​ ​protectora​ ​de​ ​S.​ ​aureus​ ​en​ ​C.​ ​elegans​ ​e​ ​incluyen​ ​tag-38​

​(glutamato​​descarboxilasa/esfingosina​​fosfato​​liasa),​​sodh-1​​(sorbitol​​deshidrogenasa),​

​cyp-37B1​ ​(citocromo​ ​P450),​ ​F43C11.7​ ​(proteína​ ​que​ ​contiene​ ​F-box),​ ​math-38​

​(proteína​ ​de​ ​señalización​ ​que​ ​contiene​ ​el​ ​dominio​ ​MATH)​ ​y​ ​clec-70​ ​(CTL​ ​secretado)​

​(46).​ ​Por​ ​lo​ ​anterior,​ ​las​ ​investigaciones​ ​futuras​ ​se​ ​dirigen​ ​a​ ​evaluar​ ​la​ ​expresión​​de​

​genes​ ​que​ ​podrían​ ​interferir​ ​con​ ​la​ ​patogenicidad​ ​de​ ​S.​ ​aureus​ ​y​ ​la​ ​respuesta​​de​​C.​

​elegans​​a través del tiempo.​
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​Debido​ ​a​ ​que​ ​los​ ​resultados​ ​de​ ​esta​ ​etapa​ ​se​ ​han​ ​realizado​ ​conociendo​ ​las​

​propias​ ​limitaciones​ ​del​​uso​​del​​nematodo,​​las​​ventajas​​evidentes​​son​​que​​el​​jugo​​C2​

​no​ ​presenta​ ​toxicidad​ ​en​ ​este​ ​organismo​ ​y​ ​que​ ​podría​ ​tener​ ​efectos​ ​en​​las​​primeras​

​horas​ ​de​ ​tratamiento.​ ​Se​ ​sugiere​ ​que​ ​la​ ​estrategia​ ​para​ ​continuar​ ​estos​ ​estudios​ ​en​

​mamíferos sea un esquema preventivo más que un esquema correctivo.​

​7.4.6.​ ​Efecto del consumo del jugo en​​C. elegans​​frente​​H. pylori​
​La​ ​infección​ ​de​ ​C.​ ​elegans​ ​por​ ​H.​ ​pylori​ ​ha​ ​sido​​abordada​​de​​una​​forma​​muy​

​limitada​ ​en​ ​la​ ​bibliografía.​ ​Al​ ​discutir​ ​los​ ​esquemas​ ​de​ ​exposición​ ​en​ ​seminarios,​ ​el​

​personal​​clínico​​sugirió​​analizar​​el​​esquema​​en​​combinación​​con​​los​​antibióticos,​​dado​

​que​ ​existe​ ​el​ ​interés​ ​de​ ​que​ ​el​ ​jugo​ ​pueda​ ​proporcionarse​ ​durante​ ​la​ ​infección​ ​y​ ​el​

​tratamiento con los antibióticos.​

​En​ ​este​ ​estudio,​ ​primero​ ​analizamos​ ​el​​efecto​​de​​la​​combinación​​de​​los​​jugos​

​con​​los​​antibióticos​​para​​evaluar​​la​​toxicidad,,​​y​​se​​encontró​​que​​ninguno​​de​​los​​jugos​

​en​ ​combinación​ ​con​ ​los​​antibióticos​​presentó​​una​​vida​​media​​menor​​que​​la​​del​​grupo​

​control​ ​(OP50),​ ​y​ ​el​ ​mayor​ ​incremento​ ​del​ ​lifespan​ ​fue​ ​observado​ ​en​ ​los​ ​animales​

​tratados​ ​con​ ​metronidazol,​ ​seguido​ ​de​ ​los​ ​tratamientos​ ​con​ ​C2.​ ​No​ ​existen​ ​estudios​

​previos​​sobre​​el​​efecto​​de​​metronidazol​​y​​amoxicilina​​en​​el​​incremento​​de​​la​​esperanza​

​de​ ​vida​ ​en​ ​C.​ ​elegans​​.​ ​Bonuccelli​ ​et​ ​al,​ ​(2023),​ ​demostraron​ ​que​ ​el​ ​antibiótico​

​doxiciclina​ ​y​ ​azitromicina,​ ​que​ ​actúan​ ​como​ ​inhibidores​​de​​ribosomas​​mitocondriales,​

​aumentan​ ​la​ ​esperanza​ ​de​ ​vida​ ​en​ ​el​ ​nematodo​ ​a​ ​través​ ​de​ ​la​ ​disminución​ ​del​

​consumo​​de​​energía​​(48).​​Resulta​​importante​​evaluar​​si​​el​​mecanismo​​de​​acción​​de​​los​

​antibióticos está relacionado con la actividad mitocondrial.​

​En​ ​cuanto​ ​a​ ​la​ ​exposición​ ​con​ ​H.​ ​pylori​​,​ ​no​ ​observamos​ ​un​ ​incremento​

​significativo​ ​en​ ​la​ ​esperanza​ ​de​ ​vida​ ​de​ ​los​ ​grupos​ ​tratados​ ​con​ ​C2​ ​previo​ ​a​ ​la​

​infección,​ ​aunque​ ​sí​ ​fue​ ​mayor​ ​para​ ​el​ ​grupo​ ​de​ ​C-​ ​con​ ​amoxicilina​ ​versus​ ​solo​ ​el​

​antibiótico.​​En​​la​​coinfección​​con​​H.​​pylori​​se​​observó​​aumento​​significativo​​de​​la​​vida​

​media​​en​​los​​grupos​​tratados​​con​​C2​​al​​75%​​combinados​​con​​amoxicilina,​​así​​como​​C-​

​y​​C2​​al​​75%​​sin​​antibiótico,​​lo​​cual​​resultó​​favorable​​para​​definir​​el​​posible​​tratamiento​

​en​​mamíferos.​​Incluso,​​la​​vida​​media​​máxima​​en​​este​​tratamiento​​se​​debió​​al​​consumo​

​de C2 sin antibiótico.​

​Previamente,​ ​Palacios-Gorba​ ​et​ ​al,​ ​(2020)​ ​realizaron​ ​una​ ​infección​ ​del​

​nematodo​​con​​H.​​pylori​​disminuye​​la​​fertilidad​​y​​la​​vida​​media​​en​​los​​primeros​​6​​días,​​lo​

​cual​​fue​​revertido​​por​​diferentes​​especies​​de​​algas​​Phaeophyceae​​(​​Fucus​​vesiculosus​​,​

​Undaria​ ​pinnatifida​​,​ ​Macrocystis​ ​pyrifera​​)​ ​(49).​ ​Los​ ​mecanismos​ ​moleculares​ ​de​​esta​

​protección​ ​no​ ​fueron​ ​investigados,​ ​pero​ ​se​ ​observó​ ​un​ ​dato​ ​importante,​ ​un​ ​efecto​

​sinérgico​ ​con​ ​los​ ​antibióticos.​ ​En​ ​esta​​investigación​​observamos​​un​​mayor​​efecto​​del​
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​jugo​ ​C2​ ​que​ ​el​ ​de​ ​los​ ​propios​ ​antibióticos​ ​en​ ​la​ ​coexposición,​ ​lo​ ​que​ ​revela​ ​que​ ​el​

​mecanismo​ ​de​ ​acción​ ​va​ ​más​ ​allá​ ​de​ ​los​ ​propios​ ​mecanismos​ ​de​ ​acción​ ​de​ ​la​

​amoxicilina y metronidazol.​

​En​​esta​​etapa​​no​​fue​​posible​​determinar​​la​​cuenta​​viable​​de​​H.​​pylori​​debido​​a​

​la​ ​limitada​ ​cantidad​ ​de​ ​cepa​ ​que​ ​obtuvimos​ ​durante​ ​la​ ​experimentación​ ​en​ ​las​

​condiciones​ ​del​ ​laboratorio​ ​1​ ​del​ ​Bioterio.​ ​Por​ ​lo​ ​anterior,​ ​la​ ​interpretación​ ​de​ ​los​

​resultados de esta etapa debe ser cautelosa.​

​7.5.​ ​Conclusión​
​Los​ ​análisis​ ​in​ ​vivo,​ ​utilizando​ ​como​ ​modelo​ ​a​ ​C.​ ​elegans​ ​infectado​ ​por​ ​S.​

​aureus​​y​​H.​​pylori​​revelaron​​que​​el​​consumo​​oral​​de​​C2​​es​​útil​​para​​el​​abordaje​​de​​las​

​infecciones,​ ​más​ ​que​ ​el​ ​jugo​ ​sin​ ​inóculo​ ​(C-),​ ​por​ ​lo​ ​que​ ​las​ ​BAL​ ​juegan​ ​un​ ​papel​

​determinante​ ​en​ ​la​​infección.​​Si​​bien​​aún​​no​​se​​identificaron​​los​​blancos​​moleculares,​

​la​ ​protección​ ​de​ ​las​ ​cepas​ ​ante​ ​condiciones​ ​altamente​ ​estresantes​ ​por​ ​peróxido​ ​de​

​hidrógeno​ ​puede​​revelar​​un​​mecanismo​​de​​protección​​vía​​estrés​​oxidativo.​​Asimismo,​

​la​ ​coexposición​ ​de​ ​C2​ ​con​​H.​​pylori​​produjo​​un​​incremento​​significativo​​en​​la​​vida​​útil​

​del nematodo, aún superior que de  los antibióticos o su combinación con el jugo.​

​Dado​ ​que​ ​el​ ​modelo​ ​de​ ​C.​ ​elegans​ ​se​ ​considera​ ​una​​plataforma​​para​​reducir​

​costos​ ​de​ ​experimentación,​ ​los​ ​resultados​ ​de​ ​esta​ ​etapa​ ​revelan​ ​la​ ​necesidad​ ​de​

​trasladar​ ​los​ ​conocimientos​ ​a​ ​modelos​ ​animales,​ ​sometiendo​ ​los​ ​análisis​ ​bajo​ ​un​

​esquema preventivo en​​S. aureus​​y en un modelo de​​tratamiento para​​H. pylori​​.​
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​Perspectivas​

​Los​ ​resultados​ ​obtenidos​ ​en​ ​el​ ​presente​ ​proyecto​ ​sientan​ ​las​ ​bases​ ​para​

​desarrollar​ ​un​ ​coadyuvante​ ​en​ ​el​ ​tratamiento​ ​de​ ​la​ ​infección​ ​contra​ ​H.​ ​pylori​​.​ ​Para​

​incrementar​​la​​evidencia,​​se​​requiere​​abordar​​experimentos​​que​​permitan​​comprender​

​los​ ​mecanismos​ ​de​ ​acción​ ​por​ ​los​ ​cuales​ ​la​​bebida​​de​​zarzamora​​fermentada​​con​​L.​

​casei​​y​​L. rhamnosus​​presenta actividad bactericida.​

​Específicamente,​ ​es​ ​importante​​identificar​​los​​metabolitos​​sintetizados​​durante​

​la​ ​fermentación,​ ​más​ ​allá​ ​de​ ​los​ ​compuestos​ ​fenólicos​ ​y​ ​orgánicos​ ​(como​ ​el​ ​ácido​

​láctico​ ​y​ ​el​ ​ácido​ ​acético).​ ​Por​ ​lo​ ​que​ ​se​ ​sugiere,​ ​además,​ ​la​ ​identificación​ ​de​ ​la​

​secuencia​ ​de​ ​los​ ​péptidos​ ​de​​bajo​​peso​​molecular​​y​​la​​determinación​​de​​su​​actividad​

​antimicrobiana.​

​En​ ​lo​​que​​respecta​​al​​modelo​​in​​vivo​​con​​C.​​elegans​​es​​importante​​determinar​

​la​ ​patogénesis​ ​de​ ​H.​ ​pylori​​,​ ​mediante​ ​la​ ​colonización​ ​intestinal​ ​por​ ​técnicas​

​fluorescentes​ ​y​ ​de​ ​microscopía,​ ​además​ ​de​ ​determinar​ ​las​ ​vías​ ​de​ ​señalización​ ​que​

​permiten mayor supervivencia ante el patógeno.​

​Finalmente,​ ​se​ ​sugiere​ ​trasladar​ ​el​ ​conocimiento​ ​a​ ​ensayos​ ​in​ ​vivo​ ​en​ ​un​

​modelo​ ​superior​ ​de​​infección​​por​​H.​​pylori​​,​​como​​el​​jerbo​​de​​Mongolia,​​para​​validar​​la​

​eficacia​​de​​los​​efectos​​observados​​en​​los​​ensayos​​in​​vitro​​e​​in​​vivo​​con​​C.​​elegans​​,​​que​

​permitan evaluar la respuesta fisiológica de un modelo más complejo.​

​Con​ ​la​ ​evidencia​ ​actual​ ​se​ ​puede​ ​iniciar​ ​su​ ​registro​ ​ante​​la​​Comisión​​Federal​

​para​ ​la​ ​Protección​ ​contra​​Riesgos​​Sanitarios,​​de​​forma​​que​​se​​evalúe​​su​​seguridad​​a​

​nivel​ ​clínico​ ​en​ ​sujetos​ ​sanos,​ ​así​ ​como​ ​la​ ​aceptabilidad​ ​y​ ​los​ ​posibles​ ​beneficios​

​anteriormente​ ​documentados​ ​sobre​ ​el​ ​consumo​ ​de​ ​esta​ ​bebida,​ ​de​ ​acuerdo​ ​a​ ​las​

​etapas de evidencia clínica.​
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