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Resumen 

Las hierbas aromáticas y medicinales han sido durante años una de las herramientas más utilizadas 

del ser humano en todo el mundo. Las propiedades observadas en aquellos tiempos curaban 

algunas patologías desconocidas que ahora en nuestro presente son bastante comunes. Existen una 

gran diversidad de hierbas aromáticas con propiedades terapéuticas que la ciencia ha estudiado 

para grandes aportes en la salud, entre ellas se encuentra la Manzanilla (Matricaria chamomilla) la 

cual es reconocida con múltiples propiedades tales como: analgésica, antinflamatoria, 

antimicrobiana, antioxidante, y antiséptica, muchas de estas han sido efectivas mediante el 

consumo de infusiones recurrentemente en la sociedad actual. Por otra parte se sabe que la 

fermentación acido láctica representa una alternativa tecnológica para incrementar la calidad 

nutricional de los alimentos empleados como base mediante uso de BAL (bacterias acido lácticas) 

probióticas que aportan efectos sinérgicos en la salud del hospedero. En el presente estudio se 

elaboró una bebida fermentada de una base estandarizada de Manzanilla (Matricaria chamomilla) 

utilizando cepas de BAL probióticas: Lb. casei Shirota & Lb. jhonsonii, con el fin de evaluar el efecto 

de incorporar dos niveles de jarabe de sacarosa al 10 y 15 % p/v como fuente de sustrato para su 

fermentación durante 24 h. En todas las bebidas se encontró diferencia estadística significativa 

(p<0.05) en las variables respuesta de crecimiento consideradas (cuentas viables, tasa de 

crecimiento y porcentaje de acidez) de ambos tratamientos de cada cepa por lo que también se 

consideró su elección final bajo el panel estadístico de evaluación sensorial (tratamiento al 10%). Las 

datos obtenidos de cuentas viables oscilaron entre 7.35-7.51 Log10CFU/mL cumpliendo la condición 

para ser considerado probiótico (>6 Log10CFU/mL), las tasas de crecimiento (µ) oscilaron entre 

0.1743 y 0.1823, el pH entre 4.15 y 4.21 y el porcentaje de acidez entre 0.2829 y 0.2863. Además la 

calidad sanitaria evaluada fue aceptable (ausencia de hongos, levaduras y coliformes). El contenido 

de fenoles totales incrementó notablemente con respecto a la infusión antes de ser fermentada. Por 

último, la viabilidad de las bebidas a 4 °C posterior a 4 semanas obtuvo cuentas viables entre 6 y 

6.15 Log10CFU/mL. De modo que, este trabajo demostró que la elaboración de bebidas fermentadas 

con una infusión a base de Manzanilla utilizando cepas de BAL probióticas es viable.    

Palabras clave: Bacteria probiótica, Lb. Jhonsonii, Lb. Casei Shirota, jarabe de sacarosa, 

fermentación, cuentas viables, calidad sanitaria, prueba sensorial, fenoles totales. 
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1. Introducción 

En la naturaleza, está perfectamente comprobado el papel ecológico de los microorganismos y 

la importancia que tienen estos en todos los ciclos biogeoquímicos existentes. Cualquier 

alimento ingerido o consumido por el hombre procede únicamente de origen vegetal o de 

origen animal e incluso una combinación de ambos (algunos proteicos texturizados), resulta 

impactante y sorprendente que dichos insumos puedan contener ciertas cargas microbiológicas  

(microorganismos) que interaccionen con sus componentes, biológicamente los 

microorganismos utilizan nuestros alimentos como fuente de nutriente-sustrato para su propio 

crecimiento, pero esto a su vez trae consecuencias irreversibles que naturalmente ocasionan la 

alteración de las características sensoriales y de apariencia de muchos de los alimentos en el 

mercado.  

La salud y la alimentación son dos aspectos íntimamente proporcionales y cuyo carácter son de 

importancia para la mayoría de los seres humanos, en este sentido se reporta que 

Latinoamérica es considerada una de las regiones del continente americano con mayores 

problemas metabólicos en el mundo, debido a esto la población se ha posicionado según los 

expertos en nutrición como objeto de estudios experimentales para demostrar la relación que 

existe entre la dieta y alimentación de la población con patologías más frecuentes como el 

cáncer, la diabetes, deficiencias motrices y alteraciones óseas crónico degenerativas, razones 

frecuentes las cuales son sumadas a la lista negra de las principales defunciones en el país. Hoy 

en día la ciencia en la industria alimentaria en conjunto con otras disciplinas como la 

biotecnología, biología molecular, microbiología alimentaria y nutrición buscan proporcionar y 

facilitar a la población de ciertos bienes o servicios combinados en ciertos productos del 

mercado. El objetivo o propósito alimentario es el mismo en todos los casos, otorgar los 

atributos previamente integrados durante el proceso de formulación del producto, para 

posteriormente al ser ingerido por el consumidor, este le pueda contribuir en algunos procesos 

fisiológicos y al mismo tiempo enriquecerle de nutrientes. 
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Actualmente en el continente americano y el resto del mundo existe una amplia gama de 

productos funcionales (probióticos p, ej.) generados por la industria de los alimentos, no 

obstante, casi todos o la mayoría de ellos están elaborados con base láctea y no satisfacen la 

demanda de ciertas comunidades poblacionales, tal es el caso de los intolerantes a la lactosa o a 

proteínas derivadas de la leche, a personas vegetarianas o a los que simplemente no consumen 

nada de origen lácteo. Por tal motivo se busca formular, producir y ofrecer bebidas fermentadas 

no convencionales hechas a base de infusiones aromáticas adicionado con bacterias probióticas 

o bacterias acido lácticas (BAL, en inglés es LAB) con propiedades medicinales atribuidas. El 

objetivo esencial es el de brindar a la población un producto funcional dirigido hacia la salud del 

consumidor, siempre y cuando se administre en las cantidades adecuadas. El proceso 

fermentativo actúa como método de conservación y transformación de las características 

sensoriales de los alimentos dando como resultado diferentes sabores, aromas y texturas, 

además de ser versátil y accesible se sabe que se pueden incrementar las propiedades y valores 

nutricionales de los alimentos que pasen por este proceso de transición. En el presente estudio 

se realizaron fermentaciones en medio líquido utilizando una base vegetal estandarizada con 

bacterias acido lácticas probióticas. La finalidad fue elaborar bebidas fermentadas no 

convencionales con un posible potencial de consumo sugerido en la alimentación 

complementaria del consumidor sin alterar su cuadro o esquema alimenticio (siempre y cuando 

se dosifique en las cantidades adecuadas) y por ende aproveche todos los beneficios y 

propiedades contenidas en el producto tomando en consideración su condición o hábitos de 

salud.  
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2. Antecedentes 

2.1. Alimento funcional 

A través de los años la ciencia ha ido evolucionando según las necesidades del ser humano y 

proporcionalmente han surgido nuevos conceptos e ideas a los que regularmente han ido 

respondiendo y actualizando sus definiciones, la rama encargada del área alimenticia 

recientemente ha desarrollado, gracias a la tecnología de alimentos, los llamados alimentos 

funcionales. Demasiadas definiciones de alimento funcional existen en todo el mundo, todas 

asignadas por la comunidad científica, pero la mayoría coincide en una sola idea central según 

los atributos que este posee, concretamente es definido  como todo alimento que, además de 

su valor nutritivo, contiene componentes biológicamente activos que aportan algún efecto 

añadido y beneficioso para la salud  y a su vez reducen el riesgo de contraer o desarrollar ciertas 

patologías o enfermedades (Fuentes-Berrio et al., 2015). En términos más simples, quiere decir 

que podemos llamar a un alimento funcional a todos aquellos a los que se les ha adicionado, 

incrementado o añadido en su contenido (generalmente sustancias de interés biotecnológico) o 

eliminado algunos componentes (que usualmente son dañinos), a los que se ha modificado su 

naturaleza (modificaciones a nivel genético) o biodisponibilidad de alguno de sus componentes, 

o cualquiera de las combinaciones anteriores. Cabe mencionar que también pueden ser 

considerados aquellos alimentos que son de origen natural y que por sí solos proveen de ciertos 

beneficios al consumirlos (Topolska et al., 2021). Las características más puntuales que debe 

cumplir un alimento para ser considerado funcional son las siguientes: 

• Formar parte del esquema de consumo diario o cotidiano. 

• No perjudicar ni alterar el estado de salud u homeostasis del consumidor. 

• Otorgar propiedades nutritivas y beneficiosas para el organismo. 

• Disminuir o prevenir el riesgo de patologías u enfermedades, además de mejorar o 

enriquecer el estado de salud del individuo. 

• Deben poder demostrar y comprobar sus efectos beneficiosos dentro de las cantidades (el 

secreto está en la dosis) que normalmente se consumen en la dieta (Topolska et al., 2021). 
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Hoy en día, se destacan diversas razones las cuales implican y conllevan a la producción de este 

tipo particular de alimentos las cuales son: 

• Interés creciente de la relación alimentaria con la salud. 

• Senescencia progresiva de la población y desabasto. 

• Aumento de patologías o enfermedades crónicas reflejadas en los índices de muerte. 

• Preocupación por la sanidad alimenticia. 

• Mayor relevancia del etiquetado nutricional. 

• Interés por la prevención de enfermedades de origen alimentario (ETA’s). 

• Surgimiento de nuevas tecnologías alimentarias (Fuentes-Berrio et al., 2015). 

Una vez avalados estos lineamientos es posible hacer escalamiento para el desarrollo nuevos 

procesos en la industria alimentaria.  

2.2. Microorganismo probiótico 

De acuerdo al concepto de funcionalidad, se puede visualizar que en el mercado existen 

alimentos selectos, seguros, frecuentes y relativamente accesibles para algunas comunidades, 

más precisamente son aquellos preparados con base probiótica, generalmente son productos 

derivados de lácteos y por su gran valor nutricional se encuentran en la cima del mercado 

internacional, de hecho, se sabe que los probióticos en general son microorganismos vivos que 

sobreviven al paso por el tracto gastrointestinal y que ejercen efectos beneficiosos sobre la 

salud de quien los consume, especialmente, por su capacidad de contribuir a mejorar el 

equilibrio microbiano intestinal. Éstos compiten por los nutrientes y por los sitios de adhesión, e 

inhiben la proliferación de microorganismos patógenos. También estas especies pueden 

sintetizar ácidos orgánicos que reducen el pH intestinal y retardan el crecimiento de bacterias 

patógenas sensibles al pH (Markowiak & Śliżewska, 2017). 

Otro punto importante sobre estos productos es que contienen sustancias bioactivas tales como 

péptidos, flavonoides, isoflavonas y algunos antioxidantes que son de un alto perfil energético.  

Un alimento que contenga microrganismos probióticos será capaz de proteger al individuo de 

diferentes maneras, ya sea, compitiendo con microorganismos dañinos por espacio físico y 
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nutrientes, produciendo sustancias antibióticas como las bacteriocinas activas frente a 

patógenos, estimulando el sistema inmune del intestino y acidificando el medio intestinal, lo 

cual es perjudicial para el acrecentamiento de patógenos (Badui, 2006). Los alimentos y 

productos que los contienen deben tener al menos 1×106 UFC/mL de bacterias, manteniéndose 

en toda la vida útil del producto (Siuta-Cruce, 2001). Gran parte de estos microorganismos 

probióticos son del grupo de las BAL, las cuales conforman un grupo prolongado de 

microorganismos anaerobios facultativos, aerotolerantes Gram positivos, no forman esporas, 

catalasa y oxidasa negativas, bacilos alargados o de tipo esférico (Badui, 2006). De hecho, la 

característica más importante de estos microorganismos y por la cual son tan populares en el 

sector alimentario es por la síntesis de ATP a partir de procesos fermentativos dando como 

resultado ácido láctico, una sustancia más de interés biotecnológico.  En la Tabla 1 se muestran 

los microorganismos probióticos usados más importantes en la industria de los alimentos. 

Tabla 1. Microorganismos usados como probióticos. 

Lactobacillus acidophillus Bifidobacterium bifidum 

Lactobacillus plantarum Bifidobacterium infantis 

Lactobacillus casei Bifidobacterium adolescentes 

Lactobacillus reuteri Bifidobacterium longum 

Saccharomyces boulardii Bifidobacterium breve 

Lactococcus lactis spp. Lactis Streptococcus salivarius 

Lactobacillus delbrueckii Enterococcus faecalis 

Lactobacillus fermentum Enterococcus faecium 

Lactobacillus bulgaricus Lactobacillus jhonsonii 

Fuente: Ramírez et al., 2011 

 

A partir de estos procesos se obtienen las bebidas no convencionales de carácter funcional, las 

cuales se describen como bebidas sin alcohol, fortificadas con un ingrediente como hierbas, 

minerales, vitaminas, azúcares o vegetales crudos adicionales o probióticos que brindan 

cualidades de salud específicas más allá de las que se encuentran en otras fuentes de alimentos 

generales. Las BAL han sido generalmente reconocidas como seguras (GRAS, por sus siglas en 
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inglés) ya que desempeñan un papel fundamental en la producción de bebidas y alimentos 

fermentados. En consecuencia, la fermentación ácido láctica por acción de BAL (LAF, por sus 

siglas en inglés) es un método natural para obtener compuestos de interés biológico como 

materias primas que son beneficiosas para la salud del consumidor (Ajibola et al., 2020). Cabe 

mencionar su capacidad bacteriana de preservar los alimentos, además confieren nuevas 

texturas, sabores, aromas a los alimentos fermentados y permiten el desarrollo de nuevos 

productos. Para que un microorganismo pueda ser calificado como probiótico seguro debe 

cumplir una serie de requisitos, entre los que cabe destacar: 

• Estar total y correctamente identificado. 

• No poseer factores de virulencia y/o capacidad de producir metabolitos dañinos para el 

hospedero, requisito que disminuye considerablemente los posibles candidatos a ejercer 

este rol. 

• En la práctica, los probióticos acreditados como tales proceden únicamente de los 

fermentos utilizados en la fermentación de alimentos, fundamentalmente son los 

lactobacilos y bifidobacterias (no son incluidas cepas patógenas dentro de la especie a la que 

pertenecen). 

• Demostrar científicamente, mediante ensayos clínicos en humanos, los efectos beneficiosos 

en la salud del hospedero y la seguridad del microorganismo que los produce, más allá de 

los beneficios inherentes de la nutrición o plan básico alimenticio. 

• Mostrar tolerancia a las condiciones (capacidad de supervivencia) del entorno donde 

ejercen su acción y mantenerse viables y funcionalmente activos (expandirse o colonizar) en 

el tracto gastrointestinal. 

• Ingerir la cantidad recomendada para poder ejercer el efecto deseado. 

• Los microorganismos incorporados deben ser viables en los productos a los que se 

incorporan (Alkhatib et al., 2017). 
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2.3. Beneficios a la salud por el consumo de probióticos 

Verificar o comprobar científicamente el mecanismo de acción de los probióticos es 

fundamental para que puedan ser acreditados como tales. En función de la cepa seleccionada 

pueden actuar en el hospedador a distintos niveles:  

2.3.1. A nivel interior del tracto gastrointestinal 

Se encargan de interactuar directamente con la microbiota intestinal. Primeramente, los 

probióticos se encargan de modular y regular su composición ya sea mediante la inhibición de 

microorganismos patógenos (debido a la producción de antimicrobianos como las bacteriocinas) 

o favorecen la presencia y diversidad de bacterias consideradas beneficiosas (simbiosis) dentro 

del ecosistema intestinal (Guillot, 2018). La modificación de la flora intestinal mediante la 

ingesta de probióticos es parte fundamental de varias de las funciones metabólicas que esta 

ejerce, entre las que se destacan: absorción de determinados nutrientes (a nivel de 

endomembranas), degradación de material no digerible de la dieta (o muy difícil de procesar, 

como la fibra insoluble), regulación del almacenamiento de energía (reservas de glucógeno), 

biotransformación de xenobióticos (fármacos, aditivos alimentarios, contaminantes, etc.), 

síntesis de vitaminas (vitamina K y algunas del complejo B) y aumento de absorción de 

minerales, entre otras (Guillot, 2018). 

2.3.2. A nivel del epitelio y mucosa intestinal 

Los probióticos mejoran y amplifican eficazmente la función de la barrera intestinal. Es un 

mecanismo de defensa que ayuda a mantener la integridad del epitelio intestinal frente a la 

acción de agresiones o agentes externos. Se ha reportado que también pueden prevenir la 

manifestación de desórdenes como la enfermedad inflamatoria crónica intestinal, celiaquía, 

infecciones entéricas (bacterias oportunistas y patógenas), algunas enfermedades autoinmunes 

(lupus), etc. La ingesta de probióticos contribuye al mantenimiento de dicha integridad, así 

como a prevenir los daños efectuados en la mucosa intestinal por acción de alérgenos 

alimentarios, microorganismos patógenos, citoquinas proinflamatorias, etc., además de reparar 

y normalizar la permeabilidad intestinal e inflamación (Markowiak & Śliżewska, 2017). 
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Contribuyen metabólicamente en los procesos de digestión. Intervienen en la metabolización de 

la lactosa (actividad β-galactosidasa), de proteínas y lípidos, en la síntesis de aminoácidos y 

vitaminas, procesos fermentativos de glúcidos, en la obtención de ácidos grasos de cadena corta 

y en el aumento para la absorción de minerales (permeabilización de la membrana) como el 

calcio, magnesio y hierro mediante una disminución de pH intestinal, incremento en el número 

de enterocitos y en la reducción del contenido de ácido fítico (Manzano et al., 2012). 

Indirectamente conectados al sistema inmunológico de la mucosa. Las bacterias intestinales 

tienen una gran influencia sobre dicha función y ciertos probióticos tienen la capacidad de 

alterar este ecosistema intestinal (sin dañar al consumidor si se administra en las dosis 

adecuadas), por un lado, estimulando los mecanismos inmunitarios de la mucosa y por otro 

estimulando los mecanismos no inmunitarios mediante el antagonismo inhibiendo el 

crecimiento de probables patógenos en la mucosa o la competencia con patógenos 

potencialmente peligrosos (Naissinger da Silva et al., 2021). Concretamente los beneficios 

inmunológicos podrían resumirse en la activación de los macrófagos (encargados de sacar la 

basura coloquialmente) locales para que aumente la presentación de antígenos a los linfocitos B 

y así aumente la producción de inmunoglobulina A secretora local y sistémica, se modulen los 

perfiles de las citoquinas y se induzca la hipo respuesta a los antígenos alimentarios (Ramírez et 

al, 2011). Los principales beneficios y propiedades otorgadas por el consumo de probióticos son 

los siguientes: 

• Favorables en la prevención y el tratamiento de cuadros infecciosos de diarreas (rotavirus) 

restando directamente el consumo de antibióticos farmacológicos. 

• Contribuyen a disminuir la intolerancia a la lactosa. 

• Reducen notoriamente alteraciones y síntomas de la inflamación intestinal, fuertemente 

ligados con los daños en la función transmembranal de la mucosa intestinal. 

• Disminuyen los niveles de colesterol en dos fases; primero disminuye la concentración 

plasmática de LDL y consecuentemente el colesterol total, permitiendo mayor pureza en 

plasma sanguíneo. 

• Amplifican el sistema inmune: reducen la intensidad de los síntomas y previenen algunas 
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afecciones comunes como cuadros alérgicos, asma, dermatitis atópica (Machado, 2020). 

2.4. Proceso de fermentación en alimentos 

Esta práctica consiste en la modificación de la estructura de las materias primas como frutas, 

cereales, vegetales o carnes, entre otras, mediante la acción de diversos microorganismos que, 

a través de reacciones metabólicas, principalmente de los azúcares (sustrato principal) de estos 

alimentos, permiten la formación de ácidos orgánicos como: acético, láctico, butírico y 

propiónico, y de algunos alcoholes como el etanol, así como la liberación de algunos 

aminoácidos (Frazier, 1993). La mayoría de las fermentaciones que tienen lugar en los alimentos 

pueden resultar de mucha utilidad e interés alimentario para las finalidades siguientes: 

a) Producir sabores y propiedades físicas deseables que antes no tenían. 

b) Producir un alimento totalmente diferente en sus características sensoriales. 

c) Favorecer la conservación de los alimentos.   

La importancia de estas finalidades es distinta en cada alimento y es difícil elegirla 

concretamente. Durante las últimas décadas se ha puesto en evidencia que la gran mayoría de 

los alimentos fermentados cuentan con una serie de propiedades fundamentales para una dieta 

variada y equilibrada, quizás una de las razones por las cuales su preparación y consumo se ha 

mantenido hasta nuestros días. 

De hecho, la ciencia considera ciertas premisas importantes acerca de las fermentaciones 

destacando las siguientes: los microorganismos (autóctonos o añadidos intencionadamente) 

determinan el curso y el resultado de los procesos de fermentación y contribuyen al desarrollo 

de las propiedades características del alimento fermentado final, los productos alimenticios 

fermentados solo deben etiquetarse como “poseedores de probióticos”, cuando exista 

evidencia de que sus componentes microbianos vivos brindan beneficios para la salud se 

definirá el contenido microbiológico preciso, cuando se preparen correctamente los alimentos 

fermentados, las bacterias y los hongos responsables de su fabricación tendrán larga trayectoria 

de uso seguro (Marco et al., 2021).  
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En casi todos los casos, estos productos están fuertemente arraigados a la cultura de las 

regiones en las que fueron desarrollados o adaptados; en otros casos la industria de los 

alimentos se ha beneficiado de los avances científicos y tecnológicos, entre ellos, cerveza, vino, 

producción de yogurt, entre otros (Rodarte, 2014).  

2.4.1. Alimentos fermentados adicionados con probióticos 

Los estudios microbiológicos de estas bebidas y alimentos indican que contienen gran cantidad 

de microorganismos benéficos como las BAL, las cuales son las primeras en desarrollarse y que 

están presentes durante todo el proceso. Éstas son las protagonistas de la acidificación de la 

masa o del medio (llegan a tener un valor de pH cercano a 4), ya que el producto final del 

proceso fermentativo es el ácido láctico, que imparte un sabor fresco y agradable al producto. 

Para elaborar alimentos fermentados con probióticos es importante considerar que el alimento 

contenga nutrientes (de alto perfil calórico) que puedan ser utilizados como sustrato para el 

crecimiento del microorganismo, pero que al mismo tiempo, carezca de compuestos que 

puedan inhibir al probiótico (antimicrobianos fuertes) o que las cantidades de estas sustancias 

inhibitorias permitan el crecimiento de los microorganismos a utilizar, se ha determinado que si 

se consumen en grandes concentraciones que se reportan como unidades formadoras de 

colonias (aproximadamente 106 CFU/mL) tienen un efecto en la salud intestinal del consumidor 

(Rodarte, 2014).  

Particularmente, los prebióticos son sustancias químicas que el cuerpo humano no puede 

metabolizar y que cuando llegan al intestino son consumidas por la población benéfica de 

microorganismos (cepas colonizadoras nativas intestinales), siendo esta población la que 

mantiene sana e integra la microbiota (Naissinger da Silva et al., 2021). Existen en el mercado 

alimentos fermentados que contienen probióticos o simbióticos (probióticos y prebióticos). En 

algunos alimentos fermentados tradicionales se han encontrado bacterias con la capacidad de 

subsistir en el estómago (cuyo valor de pH es muy bajo) a su llegada al intestino, donde deben 

sobrevivir a un valor de pH alcalino, a la actividad de algunas enzimas del intestino y, además, 

ser capaces de adherirse en el intestino y producir polímeros extracelulares (Sánchez et al., 

2015). 
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En los productos fermentados modernos se ha logrado determinar aquel o aquellos 

microorganismos clave para el proceso fermentativo, por lo que es posible garantizar la 

inocuidad microbiológica del producto pasteurizando previamente la materia prima, para 

eliminar así la mayor parte de los microorganismos, y añadiendo posteriormente los 

microorganismos clave, previamente cultivados en el laboratorio. Esto permite además 

controlar las condiciones de la fermentación, como la temperatura y, eventualmente, la 

aireación o el pH (Gadhoumi et al., 2021).  

Es conveniente que la pasteurización de alimentos se realice por lo general a 80 °C durante 10 

min para añadir posteriormente los microorganismos responsables del proceso, aquellos que se 

sabe van a modificar el alimento para obtener una calidad uniforme. Es importante producir el 

alimento en condiciones controladas, incluido el envasado posterior al proceso de 

fermentación, ya que se busca, en primer lugar, garantizar la inocuidad del producto, además de 

que las características del alimento sean homogéneas entre lote y lote; si el color es amarillo, 

que no existan algunos verdes; así como que el sabor, el olor y el aspecto sean los mismos 

(Frazier, 1993). La Tabla 2 muestra una clasificación de alimentos fermentados basada en la 

presencia de microorganismos vivos. 

Tabla 2. Clasificación de alimentos fermentados basada en la presencia de microorganismos vivos. 

Fermentados No fermentados 

Con microorganismos   Sin microorganismos  

Crema agria  Salchichas Pan con levadura química 

Yogur Jamones  Salchicha fresca  

Kéfir Tocino  Verduras en conserva 

Miso Salmueras Salsa de soja química 

Tempeh Almibares Carnes para conservar 

Quesos (mayormente) Pasteurizados y liofilizados  

Sahuerkraut y chucrut Salsa de soja y ostión  

Carnes frías curadas Cereales y legumbres  

Boza, bushera, otros cereales Frutas y verduras  
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Kombucha  Carnes frescas  

Cervezas, vinos, etc. Infusiones  

Granos de café y chocolate Materia prima  

Ensilados   

Fuente: (Marco et al., 2021). 

 

2.4.2. Fermentación de vegetales con bacterias acido lácticas 

Gracias a los avances de la ciencia moderna, microbiología alimentaria y por estudios de 

probióticos antes mencionados, las BAL han sido ampliamente aceptadas como seguras o 

generally recognized as safe (GRAS, por sus siglas en ingles) y han desempeñado un papel 

fundamental en la generación de bebidas fermentadas y la producción de alimentos probióticos 

(Kantachote et al., 2017). En un estudio realizado por Cruz-Uriarte. (2017), se probó la viabilidad 

de 3 infusiones vegetales (yerbabuena, limón y citronela) como base para la elaboración de 

bebidas fermentadas utilizando 3 cepas de BAL (Lb. Jhonsonii, Lb. Casei Shirota & Lb. Plantarum) 

probióticas diferentes, se evaluó el efecto de incorporar dos niveles de jarabe simple (10 y 15 % 

V/V) como sustrato sobre cuentas viables después de 48 h de fermentación a 30°C y no hubo 

diferencia estadística significativa (p>0.05) en las variables consideradas por lo que fue elegido 

el 10% como nivel de incorporación. Las cuentas viables obtenidas oscilaron entre 7-12.8 Log10 

CFU/mL, tasas de crecimiento (µ) entre 0.27 y 5.82, el pH entre 3.1-4.2, % acidez titulable entre 

0.42 y 0.72%, ausencia de hongos-levaduras y de coliformes totales, además de ser 

microbiológicamente estable en condiciones de almacenamiento durante 4 semanas a 4°C. Otro 

estudio realizado por Ajibola et al. (2020), generaron alimentos fermentados de origen vegetal 

utilizando cultivos microbianos específicos como las BAL (Lactobacillus, Bifidobacterium) y cepas 

de levadura (Saccharomyces) para la mejora de los valores nutricionales y farmacéuticos de los 

alimentos. La idea central parte de las bebidas a base de frutos o plantas medicinales las cuales 

tienen aplicación ancestral en la medicina tradicional para tratar varias enfermedades o 

patologías, el conocimiento actual sobre las bebidas fermentadas de este tipo es bastante 

escaso, especialmente la fermentación con bacterias probióticas como Lactobacillus y 

Bifidobacterium (Ajibola et al., 2020). Otros experimentos han utilizado cultivos mixtos de 
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levaduras y BAL para producir bebidas probióticas de bajo costo utilizando agua de coco (medio 

líquido propuesto también por Ajibola et al., 2020). No obstante, algunas de estas bacterias 

probióticas pueden producir ciertas toxinas durante los procesos metabólicos, lo que puede 

descartar su uso y aumentar las probabilidades de riesgo para los consumidores.  

En el experimento realizado anteriormente, el microorganismo utilizado para la fermentación 

fue L. lactis IO-1 (JCM 7638). El cultivo madre de la cepa IO-1 lo almacenaron a -40 °C en 2 mL de 

viales que comprendían glicerol al 30% (v/v). L. lactis, cepa IO-1 había sido aislada previamente 

por Chinachoti et al. (1998) y sus posibles propiedades probióticas fueron reportadas por Kato 

et al. (2012). La cepa IO-1 (JCM7638) fue subcultivada tres veces para obtener un cultivo celular 

activo. Para la preparación del inóculo formularon el caldo (medio de cultivo) artificial (que 

comprendía 20 g/L de glucosa y 5 g/L de extracto de levadura) y fue incubado a 37 °C durante 

18 h. Una vez activa la bacteria fermentaron agua de coco de 25 frutos con pH inicial de 4.78, 

41.12 g/L de azúcares totales y 6.7 g/L de sólidos totales. Para preparar el medio de CW 

(coconut water), los sólidos suspendidos los prefiltraron con un filtro de polisulfona de 0.8 µm. 

El pH de las muestras lo ajustaron a 6.7 con NaOH 6 M para lograr el pH óptimo para el 

crecimiento de L. lactis en el medio preparado. La fermentación la realizaron por triplicado a 30 

° C durante 48 h y realizaron muestreos cada 24 h para comprobar las propiedades requeridas 

como: recuento de células viables, pH, acidez total, etc.  

Sharma & Mishra. (2013), evaluaron un jugo de tres vegetales, calabaza amarga (Momordica 

charantia), calabaza de botella (Lagenaria siceraria) y zanahoria (Daucus carota) en una 

proporción de 1:1:1 de cada vegetal) para ser usado como sustrato en fermentaciones con tres 

cepas de bacterias probióticas: Lactobacillus acidophillus NCDC 11, Lactobacillus plantarum 

NCDC 414 y Pediococcus pantosaceus MTCC 2819. En sus resultados reportaron conteos de 

células viables de 1×107 CFU/mL para las cepas L. acidophillus y P. pantosaceus y de 1×108 

CFU/mL para L. plantarum. La temperatura fue de 30°C y obtuvieron mayor conteo de bacterias 

a las 72 h de fermentación. Realizaron estudios de vida de anaquel obteniendo cuentas viables a 

las 4 semanas de refrigeración a 4°C: 1×107 CFU/mL para L. plantarum, 1×105 CFU/mL para L. 

acidophillus y 1×104 CFU/mL para P. pantosaceus. 
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En otro estudio reportado por Salamanca et al. (2010), elaboraron un cremolácteo funcional 

(por fermentaciones lácticas) de alto valor biológico a partir de pulpa de Borojó (Borojoa 

patinoi) utilizando miel como edulcorante y soportados en una base láctea de yogurt, donde 

estimaron las propiedades fisicoquímicas de las muestras de pulpa de Borojó, miel y base de 

yogur. Adicionalmente realizaron valoraciones polínicas y evaluaciones microbiológicas para 

mesófilos aerobios, enterobacterias, mohos y levaduras, así como pruebas sensoriales 

cuantitativas descriptivas en cada uno de los productos y formulaciones de las mezclas 

estudiadas usando metodologías de análisis cuantitativo descriptivo, QDA (Armstrong, 1999). La 

composición de la pulpa la determinaron mediante análisis proximal y determinaciones 

específicas siguiendo metodología en el manual de métodos analíticos para alimentos de la 

AOAC (Vinson et al., 1998). Además, evaluaron 16 formulaciones distintas en el rango 5-15% de 

pulpa; 70-82.5 de yogurt y 5 a 15% p/p de miel. Por ultimo los análisis fitoquímicos que 

realizaron fueron pH, acidez titulable, conductividad, sólidos solubles totales y °Brix, 

determinados de acuerdo a metodologías por AOAC. (2000), además de pruebas sensoriales a 

través de una escala hedónica para cada una de las formulaciones de la base láctea y la pulpa de 

borojó. En un tercer estudio realizado por Castro-Carranza et al. (2020), elaboraron una bebida 

funcional a base de pitahaya (Hylocereus undatus), extractos de hierba luisa (Cymbopogon 

citratus) y albahaca (Ocimum tenuiflorum). Siendo los extractos obtenidos por medio de 

lixiviación y posteriormente realizando tamizaje fitoquímico, asimismo determinaron la 

actividad antioxidante por ensayos de difenil picríl hidrazílo (DPPH) y radical ácido 

etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) (de acuerdo a la metodología de Haddouchi et al., 2014) y 

evaluaron el contenido de compuestos fenólicos mediante el método Folin-Ciocalteau adaptado 

por Brighente et al. (2007). Finalmente a una bebida a base de H. undatus, le adicionaron 

diferentes porcentajes de extractos de las dos especies vegetales, y evaluaron el contenido de 

compuestos fenólicos. Como resultado obtenido afirmaron que ambos extractos tuvieron un 

contenido fenólico y capacidad antioxidante notablemente alto, lo que hace a la bebida una 

fuente prometedora a las industrias farmacéuticas, alimentarias y con efectos protectores sobre 

la salud humana. 
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2.5. Infusión aromática de plantas en Latinoamérica 

Las plantas aromáticas desempeñan un papel importante (algunas por los metabolitos 

contenidos) en la mayoría de los países de América Latina, tanto por su valor folclórico y 

gastronómico, como por sus aportaciones en la económica regional y en la medicina tradicional. 

En México se han reportado alrededor de 3,100 especies de plantas medicinales, con 

exportaciones estimadas de 2,544 toneladas anuales valoradas en 3.3 millones de dólares 

(Ocampo, 2002). En particular, la importancia de la comercialización de plantas medicinales 

aromáticas radica en la amplia variedad de usos que pueden brindar al consumidor, sobre todo, 

cuando su destino final corresponde a la industria homeopática, de fitoterapia y/o de 

fitofármacos (Leos-Malagon et al., 2020). Las plantas aromáticas o medicinales nos brindan 

innumerables cualidades a la hora de preparar una infusión. Ellas deleitan a nuestro paladar con 

un agradable aroma y sabor, contribuyendo al buen funcionamiento del organismo. Estas 

plantas contienen principios activos (fitoquímicos), que varían en función a la especie y al 

momento de maduración de estas. Muchos de estos compuestos actúan como antioxidantes 

protegiendo a nuestro cuerpo (ácidos nucleicos, proteínas, lípidos, etc.) del daño oxidativo, el 

cual afecta o mata las células del organismo (Ćwieląg‐Drabek et al., 2020). Pero, para obtener 

dichos compuestos o metabolitos de interés se deben realizar ciertas técnicas de extracción que 

resultan ser muy tardadas o costosas, es por eso que desde épocas ancestrales se ha utilizado el 

proceso más simple que existe en la ciencia, el calentamiento en un recipiente con fase líquida 

(agua generalmente) para generar una infusión aromática con propiedades atribuidas 

específicas según el tipo de planta. En términos simples se define como una infusión al producto 

o bebida obtenida de las partes blandas y secas de hojas, flores o frutos de diversas hierbas 

aromáticas, a las cuales se les vierte agua caliente y se las deja reposar, en un recipiente tapado, 

durante 5 min. No debe confundirse con un extracto (sea medicinal o no) aunque la finalidad 

sea la misma (extraer una fracción de materia prima) a menudo se usan disolventes comunes 

como el agua o el etanol para realizar constantes lavados a la biomasa, algunos de estos 

extractos suelen aprovecharse en forma de polvo o tintes. 
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2.6. Planta utilizada en el presente estudio: Manzanilla (Matricaria chamomilla)  

Las posibilidades de utilizar plantas como base vegetal para este estudio son muy amplias, sin 

embargo, se ha elegido una planta cuyo criterio de selección fueron la disponibilidad en el 

mercado, el potencial de la planta como uso medicinal y la existencia de presentaciones de la 

planta en sobres para infusión (Figura 1). 

Nombres comunes: manzanilla alemana o manzanilla romana.  

Clasificación botánica: familia Asteraceae.  

Lugar de origen: Países bajos, Alemania, Roma y Europa Occidental (Srivastava et al., 2010). 

Figura 1. Manzanilla (Matricaria chamomilla) 

2.6.1. Descripción botánica general  

Planta herbácea anual de hojas filiformes. Hierba aromática con inflorescencia en capítulo 

(cabecita), de flósculos amarillos y lígulas blancas. Crece en todos los climas y terrenos y sus 

propiedades medicinales son conocidas y usadas en todo el mundo. Crece hasta los 60 cm de 

altura, con tallos erectos y hojas divididas con lóbulos dentados.  Crece en todo tipo de terreno 

bien drenado, de preferencia a pleno sol. Las flores son más usadas en medicina y se recolectan 

desde la primavera hasta entrada del verano (Pérez-Loaiza, 2013).  

2.6.2. Composición química:  

Es rica en aceites volátiles caracterizados por su olor, apariencia aceitosa y sus compuestos 

tienen la facilidad de volatilizarse a temperatura ambiente. Químicamente, contiene más de 120 

tipos de ingredientes activos medicinales, incluidos 56 tipos de ácidos orgánicos, 36 tipos de 

flavonoides, 28 tipos de terpenoides (los monoterpenos y sesquiterpenos), cumarinas, 
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hidrocarburos y sus derivados oxigenados, así como algunos compuestos aromáticos. Entre los 

compuestos más importantes se encuentran: quercetina, ramnosa, xilosa, cineol, limoneno, 

azuleno, ocimeno, elemeno, pineno, absintol, alfa bisabolol, poliacetiléno, isobuténo, ácidos 

(caféico, tánico, clorogénico, galacturónico, palmítico, ascórbico, linoleico, oleico, esteárico y 

capril glicólico), umbelliferona, germacreno, camazuleno, farneseno, cariofileno, terpineol, 

patuletina, marigolina, apigenina, herniarina, luteolina, colina, ligeras cantidades de carotenos, 

matricarina y alcohol sesquiterpético (Wu et al., 2022). 

2.6.3. Propiedades físicas y biológicas  

Los terpenoides, entre ellos los monoterpenoides y los sesquiterpenoides, son los encargados 

de conferirle el olor característico a los aceites esenciales (Figura 2 y Figura 3) y en la mayoría 

de los casos son los responsables de las actividades biológicas, las cuales están relacionadas con 

la actividad antioxidante. Tienen acciones farmacológicas bien avaladas, entre ellas 

antiinflamatorias (debidas al camazuelo, flavonoides), como antiulceroso gástrico (bisabolol), 

antialérgico (proazulenos), antiséptico bactericida frente a Gram (+), antifúngico, sedante del 

SNC, analgésico y antineurálgico, antiespasmódico, antidiarreico, carminativo en el sistema 

digestivo (AE) (Vara-Delgado et al., 2019). 

 

Figura 2. Extractos relajantes 
 
Figura 3.Terpenoides 

2.7. Cepas de bacterias probióticas utilizadas en el presente estudio 

Para el presente experimento se emplearon las cepas de bacterias acido lácticas (BAL) de 

carácter probiótico: Lactobacillus casei Shirota y Lactobacillus jhonsonii. Estas son las cepas más 
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comúnmente usadas en la industria de los alimentos por su importante papel en los procesos de 

fermentación, generación y producción de ácido láctico, todo esto avalado y certificado por 

grandes organizaciones especializadas en sanidad e inocuidad como la FAO. Hoy en día estas 

bacterias son el pilar central y la base para la elaboración de muchos de los productos 

funcionales en el mercado internacional (Domínguez-Magaña, 2006). En la Tabla 3 se muestran 

y destacan las características de cada cepa bacteriana. 

Tabla 3. Características de las BAL utilizadas en el presente estudio. 

Propiedad  

L. casei Shirota L. jhonsonii  

Origen  Humano  Humano  

Seguridad  Verificada  Verificada  

Estabilidad en 
sales biliares 

Resistente  Resistente  

Estabilidad en 
medio ácido 

Buena  Buena  

Colonización  Si  Si  

Produce 
bacteriocinas 

No  Si  

Adherencia en 
mucosa  

Si  Si  

Características 
generales 

▪ Contribuye a la reducción de 
actividades enzimáticas fecales 
con efectos positivos en la 
prevención de cáncer de colon. 

▪ Facilita la producción de 
endulzantes bajos en calorías. 

▪ Facilita la producción de 
vitaminas del complejo B, 
folato, riboflavina y vitamina 
B12, etc. 

▪ Reguladora de microbiota 
intestinal y absorbente de 

▪ Posee rápida adherencia en células 
intestinales en humanos. 

▪ Amplifica el sistema inmunológico. 
▪ Reguladora de carga bacteriana de 

la mucosa intestinal. 
▪ Contribuye a la formación de olor 

y sabor.  
▪ Dependiente del sistema 

proteolítico al degradar 
parcialmente caseínas y generar 
aminoácidos libres. 
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endotoxinas de otras bacterias 
u hongos. 

Forma de 
comercialización 
(productos en el 
mercado). 

Leche fermentada Yakult o Sofult Leche fermentada LC1 Nestlé  

Fuente: Salminen et al., (1996) 
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3. Justificación 

Los alimentos funcionales (entre estos los probióticos) son un conjunto importante de 

productos generados gracias a la industria alimentaria, dado que está científicamente 

comprobado que estos aportan beneficios al ser ingeridos. No obstante, estos productos 

probióticos se encuentran disponibles en el mercado casi exclusivamente a base de lácteos. 

Hace unos años en Colombia elaboraron una bebida fermentada de alto valor biológico a base 

del fruto del árbol de borojó (Salamanca et al., 2010). Gracias a estos antecedentes se buscó 

incursionar y elaborar un probiótico no-lácteo  expandiendo el inventario de alimentos 

funcionales, desarrollando una bebida a partir de una infusión estandarizada de una planta 

medicinal y fermentada con probióticos con el propósito de innovar y que estas a su vez sean  

agradables en características sensoriales como sabor y textura, proporcionando un impacto 

positivo y benéfico en el mantenimiento de la salud o prevención de enfermedades, de esta 

forma podremos enfocar el producto hacia consumidores intolerantes a la lactosa, vegetarianos 

o simplemente a aquella comunidad que no tiene preferencias hacia los lácteos o sus derivados.  
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4. Hipótesis 

La manzanilla (Matricaria chamomilla) puede ser viable como infusión base para la elaboración 

de bebidas fermentadas con BAL probióticas. 

5. Objetivo general 

Elaborar una bebida fermentada no convencional a partir de una infusión estandarizada de 

manzanilla (Matricaria chamomilla) como base e incorporando concentraciones de jarabe 

simple como sustrato para las cepas bacterianas acido lácticas probióticas; Lactobacillus 

jhonsonii y Lactobacillus casei Shirota. 

5.1. Objetivos específicos 

• Evaluar el efecto de la adición de jarabe de sacarosa y BAL probióticas sobre parámetros de 

fermentación (cuentas viables, velocidad de crecimiento, acidez total titulable) con la 

infusión de base estandarizada. 

• Determinar la calidad sanitaria al producto final mediante análisis microbiológicos: 

Mesófilos aerobios, hongos, levaduras, coliformes totales y fecales. 

• Determinar la calidad y estabilidad del producto fermentado durante 4 semanas en 

refrigeración a 4 °C, con respecto a la viabilidad de los microorganismos probióticos 

presentes. 

• Determinar el contenido de fenoles totales del producto final por métodos colorimétricos 

estandarizados.  
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6. Materiales y métodos  

6.1. Estrategia experimental 

Según la metodología propuesta por Cruz-Uriarte. (2017), y cuyos procesos fermentativos se 

realizaron utilizando cepas de BAL con propiedades probióticas comprobadas: L. jhonsonii, L. 

casei Shirota y L. plantarum. Para el presente experimento se utilizó como base de la bebida una 

infusión estandarizada (considerando la recomendación de uso del fabricante: 1 sobre con 1.2 g 

de contenido por cada 250 mL de solución) de manzanilla común (Matricaria chamomilla), dos 

niveles de concentración de jarabe de sacarosa al 10 y 15% p/v. La sacarosa fue azúcar de mesa 

de la marca comercial bueno. Se utilizaron dos de las cepas de BAL (L. jhonsonii & L. casei 

Shirota). Para poder comenzar con las fermentaciones fue necesario dividir los componentes en: 

preinóculo, solución de sacarosa (jarabe de sacarosa) e infusión estandarizada para después 

unificarlos por la disponibilidad del equipo.  

Los preinóculos de BAL fueron previamente incubados durante 48 h a 40° C en caldo nutritivo. 

Estos se centrifugaron, lavaron y reconstituyeron pues solo el 10% fue utilizado para el volumen 

de operación. Tanto la solución de sacarosa como la infusión estandarizada fueron autoclavadas 

antes para cuidar las condiciones de asepsia de la fermentación, cuya duración fue de 24 h a 45° 

C y agitación a 230 rpm (repeticiones por triplicado). Los datos recopilados de la fermentación 

fueron cuentas viables, pH, tasa de crecimiento y porcentaje de acidez titulable. Estos se 

analizaron estadísticamente mediante anova de un solo factor por separado y posteriormente 

con un diseño factorial completo para la evaluación de la concentración de jarabe de sacarosa. 

Finalmente se realizaron pruebas de aceptación sensorial, evaluación vida de anaquel a 4 °C 

durante 4 semanas, análisis microbiológicos respectivos y la determinación del contenido de 

fenoles totales de las bebidas (Figura 4).           

 

 



 

23 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Flujo metodológico experimental aplicado. 
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Determinación del 

Jarabe de sacarosa 

(10 y 15% p/v) estéril 

de sacarosa 
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6.2. Preparación de las infusiones 

Se utilizaron sobres de Manzanilla marca “Bon apetite” para preparar la infusión base 

estandarizada de la bebida. Fueron adquiridos en un centro comercial local, verificados en las 

condiciones de consumo (fecha de caducidad, sin humedad, empaque sin daños) y que fueran 

de un solo stock para evitar la variabilidad y discrepancia en los datos finales. Las infusiones 

base fueron obtenidas de los sobres por un método adaptado al no disponer de tantos 

materiales y equipo, por lo que fue necesario en la preparación de un recipiente con suficiente 

capacidad (respetando criterio de igualdad) para dividir esta infusión en los demás 

fermentadores considerando el volumen total de la fermentación. Se realizaron autoclavados 

por separado: primero la solución de sacarosa (jarabe de sacarosa) durante 15 min en un 

recipiente con gran capacidad y posteriormente la infusión base durante 5 minutos para 

finalmente unificarlos (en condiciones de asepsia y flujo laminar) dentro de los fermentadores 

con sus respectivos inóculos reconstituidos. Tomando en cuenta una proporción de 16 sobres 

de Manzanilla correspondientes para 4 L de volumen de operación (instrucciones marcadas del 

fabricante por taza (250 mL) de agua le corresponde un sobre con 1.2 g de contenido), cuidando 

los tiempos de autoclavado para evitar posibles fallos no excediendo los 100 °C.  

6.3. Cepas de BAL empleadas  

La cepa de L. Johnsonii LC1 originalmente fue donada por el Dr. Humberto Hernández de la 

escuela nacional de ciencias biológicas del IPN y la cepa de L. casei Shirota originalmente fue 

adquirida por el Dr. Mario A. Domínguez traída directamente desde el Instituto Tecnológico de 

Mérida subestación de microbiología. Las cepas se encontraban en criopreservación utilizando 

glicerol al 20% como crioprotector. 

6.4. Autoclavado de bebidas  

La infusión base de Manzanilla fue autoclavada previamente a la inoculación, con el objetivo de 

disminuir la carga inicial microbiana por el método de autoclavado para garantizar la inocuidad 

de la base estandarizada además del posible deterioro de algunos de sus componentes 

importantes. Esta etapa se realizó previamente a la preparación de las bebidas con dos niveles 

de concentración de jarabe de sacarosa. Para poder efectuar este proceso se debió someter el 
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líquido a autoclavado a altas temperaturas (entre 60-80° C) durante un período de tiempo 

determinado (no mayor a 5 min). Después la infusión base tuvo que sellarse herméticamente 

por razones de seguridad, evitando así cualquier factor de contaminación. Para lograr esto se 

utilizó un recipiente o vitrolero con tapa y capacidad de 5 L para evitar repetir la operación y 

disminuir las probabilidades de contaminación cruzada (cubriendo con algún sellante además de 

la tapa para evitar entrada de patógenos) y agilizando la metodología en una sola corrida 

además de establecer un criterio de igualdad (el mismo aplicado para los jarabes de sacarosa) al 

momento de fraccionar en otros envases. (Tortora, 2007). 

6.5. Preparación del inóculo  

Se preparó el inóculo con 48 h de anticipación a las mismas condiciones antes mencionadas 

para su crecimiento en la fermentación (45° C, 230 rpm), empleando 10 μL de la cepa 

correspondiente, conservada en glicerol y criopreservada en 10 mL de caldo MRS esterilizado 

con antelación. Posteriormente a esto, se tomó alícuotas de 1 mL de caldo nutritivo con el 

microorganismo crecido y se colocaron en tubos Eppendorff también previamente esterilizados.  

Los tubos Eppendorff fueron sometidos a centrifugación a 10,000 rpm ( = 20 cm) durante 10 

min a una temperatura de 10 °C. El sobrenadante fue retirado, al pellet formado se le realizó 

lavados agregando 1 mL de solución salina al 0.85% p/v, seguidamente mediante un vortex se 

reconstituyó el pellet en la solución salina. Posteriormente se realizó una segunda 

centrifugación a las mismas condiciones. El sobrenadante fue retirado y al pellet formado, se le 

agregó de nuevo 1 mL de la misma solución salina. Se reconstituyó el pellet en la solución salina 

y de este inóculo se tomaron 500 μL por cada 50 mL de sustrato contenido en los matraces de 

250 mL. Antes de inocular, se determinó el número de cuentas viables de BAL en medio agar 

nutritivo, mediante conteo en placa (Vander y Splittstoesser, 1992) y los resultados se 

reportaron en CFU/mL. 

6.6. Metodología de las fermentaciones 

Los procesos fermentativos se llevaron a cabo con cada una de las cepas de BAL, su tratamiento 

de jarabe de sacarosa (10 y 15%) y la infusión base estandarizada de Manzanilla (Matricaria 
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chamomilla) en un fermentador con agitación mecánica y capacidad de 5 L (utilizando un 

volumen de operación de 80%). Se añadió 4L de la infusión base estandarizada (previamente 

autoclavada) a una temperatura de 45 ± 2 ᵒC, una agitación de 250 rpm, un pH inicial 

aproximado de 6.5, los procesos fermentativos constaron de aproximadamente 24 h continúas 

considerando esta la primera fermentación a escala mayor (principal) para el registro de datos y 

manipular durante el proceso.  

La presentación final de la bebida fue proveniente de una segunda corrida (secundaria) a escala 

menor para la determinación de objetivos específicos, sellada y sin ningún tipo de manipulación 

externa hasta su término y teniendo por objetivo una prueba de aceptación sensorial con el fin 

de evaluar parámetros como olor, color, sabor y textura. Los parámetros evaluados fueron 

cuentas viables (CFU/mL), tasa de crecimiento (μ), pH y porcentaje de acidez titulable, cada uno 

de estos evaluados durante la fermentación durante por lo menos 24 h tomando lecturas cada 4 

h, para las cuentas viables se usó vaciado en placa usando medio de agar método estándar. En 

la Tabla 4 se indican las metodologías que se emplearon durante la fermentación.  

Tabla 4. Análisis realizados y metodologías de la fermentación 

Análisis durante la cinética Metodología 

Cuantificación de células BAL (UFC/mL)  

Cálculo de la tasa de crecimiento (μ)  

Medición de pH  

Medición del % de acidez total titulable 

Vaciado en placa (Vander y Splittstoesser, 1992). 

Monod (Shuller & Kargi,2002). 

Hart & Fisher, (1991). 

% acidez titulable (Pereira,1988). 

Fuente: elaboración propia 

 

6.7. Análisis de vida de anaquel  

Al finalizar las fermentaciones (24 h a 45 °C), se almacenaron muestras de las bebidas 

fermentadas a una temperatura de 4° C en un periodo de 4 semanas, determinando 

semanalmente la viabilidad del cultivo probiótico y reportando los resultados como unidades 

formadoras de colonias (log10CFU/mL).  
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6.8. Diseño de experimentos y análisis estadístico  

El diseño de experimentos se realizó en el programa MINITAB 19 y consistió en un diseño 

factorial completo de dimensiones 22 (Tabla 5), en el cual los tratamientos evaluados fueron los 

niveles de concentración de jarabe de sacarosa en la bebida 10 y 15 % p/v respectivamente. 

Cada bloque representó el tipo de cepa, aunque sin aleatorización de corridas. Las variables 

respuesta consideradas fueron los parámetros de crecimiento a las 24 h de fermentación: 

cuentas viables (CFU/mL), tasa de crecimiento (μ), % acidez titulable de cada bebida; cada 

tratamiento se realizó en tres réplicas.  

Asimismo, los datos recopilados de las variables fueron analizadas por separado mediante 

análisis anova de una sola via considerando un nivel de significancia de 0.05 para comprobar la 

existencia de diferencias o efecto significativo en cuestión. De igual manera se analizó 

estadísticamente el contenido de fenoles considerando a la absorbencia resultante como factor 

respuesta de las muestras y tomando en cuenta un nivel de significancia de 0.05.  

Tabla 5.Diseño estadístico factorial completo utilizado para cada tratamiento de jarabe 
Tipo de cepa Niveles de concentración de jarabe simple 

10% 15% 

L. jhonsonii  -------- -------- 

L. casei Shirota  -------- -------- 

Fuente: elaboración propia 

6.9. Métodos analíticos en el proceso fermentativo 

6.9.1. Cálculo de la tasa de crecimiento 

Se realizo el cálculo de la tasa de crecimiento de las bacterias según Shuller & Kargi. (2002), 

mediante la siguiente ecuación: 

𝜇 = 

[
 
 
 𝐿𝑛 

𝑋𝑓

𝑋0

𝑡𝑓 − 𝑡𝑖
]
 
 
 
 

Donde: 

μ = Velocidad o tasa de crecimiento (h-1) 
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Ln = Logaritmo natural 

Xf = Concentración celular final expresada en CFU/mL. 

X0 = Concentración celular inicial expresada en CFU/mL. 

ti = Tiempo inicial de crecimiento 

tf = Tiempo final de crecimiento 

6.9.2. Determinación de pH 

Se determinó la variación del pH en el medio de cultivo durante el crecimiento de las bacterias 

con un potenciómetro, siguiendo el instructivo de operación del equipo. Se utilizaron 10 mL de 

muestra y se eliminaron los residuos celulares mediante centrifugación a 10,000 rpm durante 10 

min.  

6.9.3. Determinación de acidez titulable 

Se determinaron los datos de producción de acidez durante el crecimiento de las bacterias de 

acuerdo al método de Pereira (1988); los resultados se expresaron como porcentaje de acidez 

titulable, de acuerdo con la siguiente ecuación:   

Acidez titulable (%)=(G*N*Meq/V)*100 

Donde: 

G= gastos de NaOH en la titulación (mL) 

N= normalidad del NaOH usado (0.1N) 

Meq= miliequivalente de ácido láctico (0.060) 

V= volumen de la muestra (10mL) 

100= factor de porcentaje 

6.10. Caracterización fisicoquímica, microbiológica y sensorial de las bebidas fermentadas 

6.10.1. Mesófilos aerobios 

Para realizar los análisis microbiológicos respectivos se diluyó cada producto final con una 

solución reguladora de fosfatos (buffer) o con agua peptonada según lo establecido en la NOM 

109-SSA1-1994 y la NOM-110-SSA1-1994. Las diluciones fueron: 1:1, entre 1×10-1 y 1×10-7, para 

determinar las bacterias mesófilas aerobias se utilizó el método de vaciado en placa con agar 
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por método estándar (BIOXON Cat. 134) reportado en la NOM-092-SSA1-1994, inoculando las 

diluciones entre 1×10-1 , y 1×10-5, finalmente se incubó cada uno a 31 ± 1 °C durante 48 ± 2 h. 

Contabilizando las cajas que presentaron entre 25 y 250 unidades formadoras de colonias (CFU), 

obteniéndose el promedio de los triplicados tomando en cuenta la dilución previa de cada 

muestra, los resultados se reportaron de forma siguiente: [X]CFU/mL de bacterias mesófilas 

aerobias en placa, con agar para cuenta estándar incubadas a 48 ± 2 h a 31 ± 1 °C.  

6.10.2. Coliformes fecales 

Para este análisis se consideró la metodología descrita por Hitchnins, (1992) y siguiendo la 

técnica del NMP (número más probable) para coliformes totales, se transfirió un asa de cada 

tubo con caldo lauril triptona que haya mostrado gas a un tubo con caldo EC y se incubaron a 45 

± 1 °C aproximadamente 48 h hasta formación de gas. Si hay presencia de gas es positiva la 

prueba para coliformes fecales, se realizaron los cálculos correspondientes de la misma manera 

para los coliformes totales. 

6.10.3. Hongos y levaduras 

Para determinar hongos y levaduras se usaron diluciones 1:1, entre 1x10-1- 1x10-4; el vaciado en 

placa se realizó con agar dextrosa y papa (BIOXON Cat. 119), acidificando el medio con ácido 

tartárico al 10% p/v y se incubaron a 25 ± 1° C aproximadamente 5 días. Se contabilizaron las 

cajas que presentaron entre 10 y 150 CFU/mL, obteniéndose el promedio de los triplicados 

tomando en cuenta la dilución a la que se encontraba la muestra, los resultados se reportaron 

de forma siguiente: [X]CFU/mL de mohos y levaduras en placa en agar dextrosa y papa 

acidificado, incubados a 25° C ± 1 durante 5 días. (NOM-111-SSA1-1994; AACC, 1982). 

6.10.4. Contenido de fenoles totales 

El contenido de fenoles totales se determinó por el método colorimétrico ajustado de Singleton 

& Rossi (Palomino et al, 2009) con algunas modificaciones. Considerando una relacion de 

40mg/mL de muestra la solución control fue preparada en tubos de ensaye añadiendo 1 mL de 

ácido gálico, 2.5 mL de Reactivo Folin (1:2) y 2 mL de Na2CO3 al 7.5% después se agitó y calentó 

a 50° C por 10 min para medir absorbencia a 760 nm. Luego en un tubo de reacción se 
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adicionaron 5 µL de cada muestra, 500 µL de agua y 1350 µL de reactivo Folin-Ciocalteu 

(preparado previamente con 700 mL de agua destilada y añadiendo 100 g de tungstato de sodio 

(Na2WO4*2H20), 25 g de molibdato de sodio (Na2MoO4*2H20), 50 mL de ácido fosfórico al 85% y 

100 mL de ácido clorhídrico concentrado). Posteriormente se adicionaron 1100 µL de Na2CO3 al 

7.5% y sometidos a baño maría por 15 minutos al tratarse de una reacción endotérmica, 

después a los 20 minutos se tomaron alícuotas de las reacciones en fotoceldas para lectura a 

760 nm en el espectrofotómetro (perkin Elmer Lambda 25) y determinar absorbencia (Kuskosky 

et al, 2005). Se usaron soluciones de ácido gálico (Sigma-Aldrich®) entre 0–40 µg/mL para 

construir la curva de calibración. Los resultados se expresaron como µg de ácido gálico por mL 

de muestra obtenidos de la ecuación de la recta pendiente del estándar; los valores se 

presentan como la media de los análisis realizados por triplicado ± desviación estándar (DE). 

6.10.5. Prueba de aceptación sensorial  

Se reclutaron 35 estudiantes universitarios para realizar la evaluación de los atributos 

sensoriales tales como olor, color, sabor y textura con libertad de comentarios sobre el 

producto y si consideraría su compra en algún futuro de comercialización (solo por curiosidad) 

mediante una breve encuesta dividida en dos secciones (una para cada cepa) como se muestra 

en la Tabla 6. Se proporcionó una muestra de 15 mL a cada individuo previo de enjuagues 

bucales con agua antes de probar los productos. Un total de 4 productos identificados con 

claves diferentes fueron dadas a los participantes como sigue: (LC1: Lb. casei Shirota 10%, LC2: 

Lb. casei Shirota 15%, LJ1: Lb. jhonsonii 10%, LJ2; Lb. jhonsonii 15%). Una vez finalizada la 

recopilación de datos y lecturas del experimento, se programó una sesión de análisis sensorial 

del producto.  
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 Tabla 6. Formato de evaluación de los parámetros sensoriales 

 

Se presentan 4 muestras de bebidas a continuación (dos cepas con dos tratamientos c/u) con 

asignación de códigos LC1, LC2, LJ1, LJ2. Primeramente, visualice y después evalúe cada una 

de ellas escogiendo de izquierda a derecha, indicando el grado de satisfacción o disgusto de 

cada atributo por muestra de acuerdo al puntaje/categoría según la escala. 

 

Puntaje Categoría 

1 Me disgusta mucho 

2 Me disgusta levemente 

3 No me gusta ni me disgusta 

4 Me gusta levemente 

5 Me gusta mucho 

Puntaje Categoría para compra 

1 No lo compraría 

2 Posiblemente no lo compraría 

3 Posiblemente lo compre 

4 Si lo compraría 

 

 

Producto 
Calificación para cada atributo Veredicto de compra Comentario 

Olor Color  Sabor Textura ¿Compraría el producto? 
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7. Resultados y discusiones 

7.1 Cuentas viables (CFU/mL) 

Se visualizó que el efecto de la incorporación de ambos tratamientos de jarabe de sacarosa (10 

y 15% p/v) en las bebidas de la infusión estandarizada de manzanilla (Matricaria chamomilla) 

utilizando las cepas de BAL antes mencionadas fue significativamente diferente (𝑥̅ ± 𝑆𝐷) 

hablando de crecimiento. No obstante no existe diferencia significativa en ambas cepas cuando 

se trata del mismo tratamiento, solo si se consideran ambos niveles (p<0.05) ahí existen 

diferencias.  

Para L. casei Shirota los valores oscilaron entre los 6.2-7.35 CFU/mL y 6.30-7.61 CFU/mL en 20h, 

la cepa L. jhonsonii en los dos tratamientos empleados tuvo mayor crecimiento registrando 

valores desde los 6.2-7.51 CFU/mL y 6.31-7.7 CFU/mL en 20 h. Aunque evidentemente se 

utilizaron las mismas cepas que Cruz-Uriarte. (2017), el crecimiento no fue tan impactante 

probablemente producto de la antigüedad de estas (8 años) o las condiciones de preservación 

(fallos en la corriente eléctrica) e inclusive la correcta manipulación para criopreservarlas pero 

en general la diferencia de crecimiento en las dos cepas fue ligera y ambas se desempeñaron 

exitosamente con un pico máximo a las 20 h encontrando la disponibilidad de material para 

fermentar (Figura 5 y Figura 6) incluso con la presencia de compuestos antimicrobianos y 

bacteriostáticos propios de la base vegetal de manzanilla  que pudieran interrumpir el proceso 

(Espinoza, 2021). En las Figuras 5 y 6, se muestran las cinéticas de crecimiento de ambas cepas 

con su tratamiento respectivo en la cual se aprecia una reducción en la cuenta microbiana 

después de las 20 h. Aunque pueden existir otros factores, es probable que la principal razón se 

deba a la falta de proteína en la infusión de manzanilla y no se adicionó proteína exógena. Se ha 

reportado la presencia de algunos aminoácidos principalmente alanina, leucina y prolina en las 

flores de M. chamomilla en cantidades muy pequeñas (Ma, Zhao, & Meng, 2015). Estas 

cantidades son insuficientes para mantener el crecimiento de las BAL, ya que estas tienen un 

requerimiento de proteínas muy exigente. Se sabe que las BAL tienen cierta preferencia por las 

proteínas presentes en la leche, por lo cual se tiene una gran variedad de productos lácteos 

fermentados por BAL (Ma, Zhao, & Meng, 2015). 
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 Figura 5. Cuentas viables de ambas cepas BAL en el primer tratamiento al 10% después de 24h de fermentación. 

Figura 6. Cuentas viables de ambas cepas BAL en el segundo tratamiento al 15% después de 24h de fermentación. 

Se muestran los crecimientos de las bacterias lácticas L. johnsonii y L. casei en placas de agar 

con base de sacarosa y extracto de levadura (Figura 7).  A las 20 h de fermentación se alcanzó el 

máximo crecimiento de las BAL utilizadas. En la Tabla 7, se presentan los resultados del 

crecimiento promedio por cepa de BAL evaluadas durante la producción de la bebida 

fermentada incorporando los niveles de concentración de jarabe de sacarosa (10 y 15%) , por un 

lado la tendencia de crecimiento entre cepa y cepa fue algo similar considerando que se trate 

del mismo tratamiento, ahí no habría ningún inconveniente en cuanto a su elección.   
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Tabla 7. Comparación de cuentas viables a las 24h de fermentación de este trabajo con otras 
infusiones. 

Base vegetal Cepa 

Concentración de jarabe de sacarosa Log10(CFU/mL)  

10%   15% 

Manzanilla (Matricaria 
chamomilla) 

L. casei Shirota 6.2-7.35 ± 0.09 6.3-7.61 ± 0.05 

L. jhonsonii 6.2-7.51 ± 0.04 6.31-7.70 ± 0.03 

Hierba buena1 

L. casei Shirota 9.3 9.2 

L. jhonsonii 9.5 8.92 

Zacate limón1 

L. casei Shirota 10.3 10.1 

L. jhonsonii 9.8 8.1 

Hojas de limón1 

L. casei Shirota 8.8 8.7 

L. jhonsonii 8.3 8.3 

Fuente: 1Cruz-Uriarte., (2017) 

Figura 7. Crecimiento observado alusivo a las cuentas viables de BAL 

Yoon et al. (2005), utilizaron el jugo de betabel como un potencial de base vegetal para la 

producción de bebidas probióticas con cuatro especies de bacterias ácido lácticas (L. casei, L. 

plantarum, L. acidophillus, L. delbrueckii). Utilizaron una concentración inicial de 57.8 g/L de 

sacarosa, todos los cultivos lácticos fueron capaces de utilizar rápidamente el jugo de betabel 

para la síntesis celular y la producción de ácido láctico. Los autores reportaron cultivos de 1×109 

CFU/mL después de 48 h de fermentación a 30° C (Tabla 8). Asimismo Gonzáles et al. (2008), 

utilizaron Aloe vera (sábila) como base vegetal para obtener cultivos de alta concentración de 

células viables de dos bacterias con actividad probiótica L.c. Shirota (NRRL-1445) y L. plantarum 

(NCIMB 11718) reportaron crecimientos de 6.6×1010 y 5.7×109 CFU/mL para L.c. Shirota y L. 
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plantarum respectivamente en un tiempo de fermentación de 48 h a una temperatura de 37° C. 

Tantipaibulvut et al. (2008), utilizaron cepas L. plantarum y L. casei para fermentar jugo estéril 

de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) a una temperatura de 30° C durante 72 h, ambas cepas fueron 

capaces de crecer en jugo alcanzando concentraciones celulares logarítmicas de 8.47 y 8.10 

CFU/mL para L. plantarum y L. casei respectivamente, encontrando que la fermentación más 

allá de las 24 h tuvo como resultado una disminución en los recuentos de células viables. Cabe 

señalar que en el presente estudio se tenía el objetivo de utilizar la cepa L. plantarum 

perteneciente a la colección de la UNPA, pero bajo ninguna condición de cultivo se logró 

reproducir por lo cual fue descartada de los objetivos del experimento. 

Tabla 8. Datos obtenidos de las fermentaciones con BAL de cada tratamiento respecto a otros 
autores. 
Base vegetal 
|[sustrato] 

Cepa Crecimiento 
celular 
Log10CFU/mL  

Tasa de 
crecimiento 
(µ) 

Tiempo de 
fermentación 
(h) 

T (°C) pH* % acidez 
titulable 

Manzanilla|
[10%, 15%] 

L. casei 
Shirota 

(7.35, 7.61) (0.3010, 
0.3895) 

24 45 4.21, 
4.02 

0.2829, 
0.3022 

L. jhonsonii (7.51, 7.7) (0.3132, 
0.3936) 

24 45 4.15, 
3.96 

0.2863, 
0.3146 

Betabel1 

|[57.8 g/L] 
L. casei 
Shirota 

9.22 1.75 48 30 4.0 0.251 

L. plantarum 9.06 0.10 48 30 4.1 0.52 

Sabila2| 
[25%, 50%, 
75%, 100%] 

L. casei 
Shirota 

(7.14, 7.54, 
9.32, 10.81) 

(0.148, 0.65, 
1.54, 2.86) 

48 30 4.62 0.701 

L. plantarum (8.20, 8.43, 
9.39, 9.75) 

(1.67, 1.86, 
2.69, 2.76) 

48 30 5.60 0.20 

Jamaica3 

|[7%, 14%] 
L. casei 
Shirota 

(9.67, 9.80) (0.165, 0.181) 72 30 (3.30,
3.26) 

(1.13, 
1.24) 

L. plantarum (8.55, 8.78) (0.049, 0.35) 72 30 (3.26, 
3.19) 

(1.19, 
1.40) 

Fuente: 1(Yoon et al., 2005) 2(Gonzáles et al., 2008) 3(Tantipaibulvut et al., 2008) 
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7.2 Velocidad o tasa de crecimiento promedio 

Haciendo énfasis en la tasa de crecimiento (µ), se observó diferencia significativa (p<0.05) con 

ambas cepas de BAL empleadas al incorporar las dos concentraciones de azucares añadidos 

(Figura 8), sin embargo tampoco existe diferencia significativa en ambas cepas del mismo 

tratamiento. Las tasas de crecimiento fueron obtenidas del promedio de las réplicas con 

desviación estándar, la cepa L. jhonsonii en ambos tratamientos alcanzó valores de 0.3132 y 

0.3936 h-1 respectivamente, en tanto la cepa L. casei Shirota tuvo una menor tasa registrando 

valores de 0.3010 y 0.3895 h-1 respectivamente. Es importante resaltar que ambas cepas 

trabajaron firmes en su crecimiento aunque tuvieron ligera diferencia quizás por el aumento de 

sacarosa, pero comparado con otros autores de la Tabla 8 que tuvieron valores mayores que 1 y 

con medios más elevados en azúcares estas no lo hicieron nada mal.    

Figura 8. Tasa de crecimiento de cada cepa en ambos tratamientos después de 24h de fermentación. 

7.3 pH de fermentación 

Durante los procesos fermentativos se observó la disminución del pH en ambas cepas con sus 

respectivos tratamientos. Igualmente existe diferencia significativa (p<0.05) al incorporar ambos 

tratamientos de las dos cepas, sin embargo las cepas no son diferentes de si cuando es el mismo 

tratamiento. Por un lado, los tratamientos LJ1 y LC1 fueron relativamente parejos (acidificando) 

obteniendo valores bajos de 4.15 y 4.21 respectivamente, mientras los tratamientos LJ2 y LC2 
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alcanzaron valores de 3.96 y 4.02 (Figura 9 y Figura 10) respectivamente. Esto indica 

probablemente una mayor producción de ácidos orgánicos como acético o láctico tomando en 

cuenta que se trata de BAL con características diferentes y a pesar de estas cualidades 

cumplieron su objetivo en poco tiempo de trabajo, además cabe resaltar un fenómeno 

observado en dichas cepas las cuales autoajustan el pH gradualmente a su conveniencia 

posteriormente a las horas de trabajo (>25h) asumiendo esto a varias causas, la primera es la 

cantidad de sustrato limitante en el medio, la segunda es la presencia de diversos compuestos 

propios de la base  vegetal y la tercera es la pausa inducida por la propia cepa al no producir 

metabolitos por lo que pasan a un estado vegetativo de supervivencia o letargo (Formentini, 

2017). 

 
Figura 9. Cinética de pH de fermentación sacarosa al 10% durante 24h de fermentación. 

Figura 10. Cinética de pH de fermentación sacarosa al 15% durante 24h de fermentación. 
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7.4 Porcentaje de acidez titulable  

Se encontró que tambien existe diferencia significativa (p<0.05) al incorporar ambos 

tratamientos en las dos cepas, sin embargo no existe efecto significativo en las cepas cuando 

son del mismo tratamiento. Por un lado los tratamientos LC1 y LJ1 obtuvieron cifras de 0.2829% 

y 0.2863% (±0.04) respectivamente, mientras que los tratamientos LC2 y LJ2 alcanzaron valores 

aproximados de 0.3022% y 0.3146% (±0.06), cada uno expresados como porcentaje de ácido 

láctico (Figura 11 y Figura 12). Se observó que L. jhonsonii produjo mayor cantidad de ácido 

láctico y demostró nuevamente mayor capacidad de acidificación en el medio en pocas horas de 

trabajo e inclusive con el ajuste inicial de pH para ambas cepas no se presenta el fenómeno de 

inhibición de crecimiento por producto final. Idealmente se esperaba una producción de ácido 

láctico similar a la de otros autores, pero cabe mencionar que las condiciones de fermentación 

no fueron las mismas, además de la antigüedad que poseen las cepas, la presencia de 

compuestos ácidos y cetonas propios de la base vegetal, las condiciones de conservación y 

almacenamiento, etc. La baja producción de acidez titulable en estos tratamientos en 

comparación de otros autores probablemente se debe a factores como la restricción en las 

cantidades de nutrientes especiales para su crecimiento (nitrógeno, fosforo, magnesio, entre 

otros micros y macros) en el medio (Lu et al., 2003). 

Figura 11. Cinética de producción de ácido láctico durante la fermentación de sacarosa al 10%. 
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Figura 12. Cinética de producción de ácido láctico durante la fermentación de sacarosa al 15%. 

7.5 Análisis microbiológicos a las bebidas fermentadas 

Como parte del protocolo correspondiente y de normas que rigen los procesos de producción 

de alimentos y bebidas en todo el mundo, fue vitalmente importante la realización de pruebas 

y/o análisis microbiológicos a cada uno de los productos finales en relación a la efectividad de 

los cuidados y filtros de esterilidad general, desinfección del material y reducción de la posible 

microbiota dañina en la base vegetal. Por tal motivo se logró verificar las condiciones sanitarias 

de inocuidad garantizando la seguridad alimentaria al consumidor y permitiéndole aprovechar 

los efectos benéficos de los probióticos (Figura 13). Los análisis efectuados fueron: BMA 

(bacterias mesófilas aerobias), H-L (hongos-levaduras), CT y CF (coliformes totales y coliformes 

fecales). Los resultados obtenidos (Tabla 9) están dentro de los límites permitidos alimentarios 

mostrando cifras inferiores con respecto al recuento viable de cada cepa BAL (datos ≥1×106) de 

cada tratamiento, tomando como referencia la norma oficial mexicana para cada 

microorganismo antes mencionadas (NOM-093-SSA1-1994) y la norma respectiva de cultivos 

vivos del yogurt (Codex A-11[A]/1975; RD 179/2003; BOE 18/02/03).
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Tabla 9. Análisis realizados a las bebidas después de 24 h de fermentación. 

Análisis microbiológico BAL BMA H-L CT CF 

Límite permitido Log10 (CFU) ≥6 ≤3.7 1.0 <2 <3 

Unidades Log [CFU/mL o g] NMP/mL 

Cepa-tratamiento L. casei Shirota- 10% 7.35±0.09 3.42 ± 0.12 ND ND ND 

L. casei Shirota- 15% 7.61±0.05 3.58 ± 0.12 ND ND ND 

L. jhonsonii- 10% 7.51±0.09 3.46 ± 0.07 ND ND ND 

L. jhonsonii- 15% 7.7±0.03 3.62 ± 0.01 ND ND ND 

ND: no detectado, BMA: Mesófilos aerobios, H-L: Hongos-levaduras, CT: Coliformes totales, CF: Coliformes fecales 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13. Análisis microbiológicos de calidad sanitaria realizados. 

7.6 Prueba de aceptación sensorial 

En general se obtuvieron resultados favorables en la evaluación de las bebidas (Figura 14 y 

Figura 15) de ambas cepas, particularmente la audiencia tuvo una leve inclinación hacia las 

bebidas con mayor nivel de concentración de jarabe simple (consumidores de mayor dulzor) 

involucrando sensorialmente a los tratamientos LC2 y LJ2 resaltando en mayor medida el gusto 

leve por el olor y textura (Figura 19 y Figura 21) especiales de estas, además de retroalimentar 

con comentarios y sugerencias positivas tras el consumo e incluso un 37% y un 51% mencionó 

que posiblemente compraría cada bebida en caso de ser comercializada.  
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Los tratamientos LC1 y LJ1 obtuvieron mayor aceptación por la audiencia fit (aquella que no 

consume demasiados azucares) destacando en mayor medida el gusto leve por los parámetros 

de sabor y color especial de estas (Figura 18 y Figura 20), además de retroalimentar de igual 

manera con posibles mejoras de los productos (presentación y coloración), un 31% y un 49% 

resaltó sobre una posible compra de cada bebida en caso de ser comercializada, aunque 

significativamente en términos estadísticos se logró visualizar que las bebidas con mayor índice 

de aceptación en todos los parámetros evaluados fue la de la cepa L. jhonsonii (en especial la de 

10%) destacando en ambos tratamientos (Figura 16 y Figura 17). 

Figura 14. Fermentación secundaria generada para todas las pruebas.  

Figura 15. Sesión degustativa asistida por especialistas. 
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Figura 16.Calificación en categoría de compra para la primera bebida destacada. 

 
 

 

Figura 17. Calificación en categoría de compra para la segunda bebida destacada. 

No lo compraría
14%

Posiblemente 
no lo compraría

17%

Posiblemente lo 
compre

49%

Si lo compraría
20%

LJ1

No lo compraría
9%

Posiblemente 
no lo compraría

20%

Posiblemente lo 
compre

51%

Si lo compraría
20%

LJ2



 

43 

 

Figura 18. Estadístico evaluativo de los parámetros sensoriales en la bebida con L.casei Shirota 10% 

Figura 19. Estadístico evaluativo de los parámetros sensoriales en la bebida con L.casei Shirota 15% 
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Figura 20. Estadístico evaluativo de los parámetros sensoriales en la bebida con L. jhonsonii 10%. 

Figura 21. Estadístico evaluativo de los parámetros sensoriales en la bebida con L. jhonsonii 15%. 
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fermentada. Todas las mediciones se realizaron a 760 nm por triplicado y con muestras 

previamente centrifugadas a 10000 rpm durante 10 min y retirando la masa celular para evitar 

fallos en el análisis. Se conoce químicamente que el reactivo de folin contiene molibdato y 

tungstato sódico que reaccionan con cualquier tipo de fenol formando complejos, fenómeno en 

el cual ocurre la transferencia de electrones a pH básico reduciendo los complejos en óxidos 

cromógenos de color azul intenso cuando es aplicado calor siendo proporcional al número de 

grupos hidroxilo de la molécula en cuestión (Muñoz-Bernal et al., 2017). 

 

Figura 22. Curva estándar de ácido gálico 

Inicialmente se realizó un ajuste en los volúmenes de muestra que debía agregarse a la mezcla 

de reacción para polifenoles utilizada en el método original.  Esto fue necesario debido a la baja 

absorbencia registrada de las muestras en el rango de detección del espectrofotómetro. El 

volumen de muestra se incrementó 2, 4 y 8 veces para favorecer un buen resultado. Los datos 

finales ajustados del experimento mostraron diferencia numérica entre cada muestra evaluada 

y visualmente el patrón de coloración azul se fue intensificando según el tipo de tratamiento 10 

y 15% (mayor cantidad de fenoles presentes) destacando el último de estos con mayor 

intensidad. Aunque en general se cumplió satisfactoriamente una de las características 

principales de estas cepas al incrementar el contenido de compuestos de interés biológico 
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(incluido los fenoles) posterior a la fermentación con respecto a los ya existentes en la infusión 

blanco dejando en claro el poder generativo que estas poseen. Considerando que el blanco tuvo 

una fracción muy pequeña también fue observado el patrón de coloración azul proporcional a la 

cantidad de fenoles aunque en proporciones muy diminutas siendo estas las de consumo 

habitual por el ser humano (Figura 23). 

Figura 23. Contenido de fenoles totales presentes en las muestras A (IB), B (LJ1) y C (LJ2) cada una con diferente 
tonalidad azul por cada tubo de reacción (0, 5, 10, 20 y 40 µg/mL). 

Tabla 10. Contenido de fenoles totales reales expresados en µg de ácido gálico por mL de muestra 

Muestra OD Promedio µg GA/mL Comparativa % incrementado 

IB 0.03575938 0.16814058 LJ1/IB 262.6 

LJ1 0.12966563 0.60968777 LJ2/LJ1 71.0 

LJ2 0.2217375 1.04260973 LJ2/IB 520.0 
Fuente: elaboración propia 

El contenido de fenoles totales fue calculado a través de la ecuación de la recta pendiente de la 

curva estándar de ácido gálico la cual relaciona la absorbencia de la muestra con la 

concentración del estándar, despejando el valor de la variable independiente y por último 

expresando los datos en µg de ácido gálico por mL de muestra (Tabla 10). Finalmente ambos 

tratamientos incrementaron su contenido de fenoles en un 262 y 520% respectivamente en 

comparación a la infusión blanco, tal vez la presencia de estos compuestos no fue tan 

abundante considerando que se necesitó ajustar el método para lograrlo pero también 

intervienen factores como: la concentración de la infusión, la edad de la base vegetal, 

antigüedad de las cepas, disponibilidad de nutrientes, estrés osmótico e incluso existe la 

posibilidad de que el lento incremento obtenido en los tratamientos fuese derivado de algún 

mecanismo de supervivencia o desecho de las mismas cepas en el medio en que se 

encontraban. Se ha encontrado que productos aparentemente idénticos de M. chamomilla 

A B C 
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mostraban una gran heterogeneidad en términos de extracción de rendimiento, composición 

química y efectos antioxidantes (Catani et al., 2021). También se ha demostrado que el 

contenido de polifenoles se incrementa durante la fermentación. Por ejemplo, se ha 

comprobado la capacidad de la fermentación, con levaduras y Lactobacillus, para aumentar el 

contenido de compuestos fenólicos durante la fermentación de mijo (Balli et al., 2020). En otros 

estudios también se demostró que la fermentación ácido-láctica permitió aumentar las 

concentraciones de fenoles totales, flavonoides y antocianinas, que fueron de 5 a 10 veces más 

altas que las encontradas para el control no fermentado y acidificado químicamente (Curiel et 

al., 2015). La capacidad de L. plantarum para degradar compuestos polifenólicos ya fue 

documentada y considerada como una estrategia metabólica para adaptarse a nichos 

ambientales hostiles (Aguilera-Carbo et al., 2008). Además Curiel et at. (2015), encontraron que 

todos los ácidos fenólicos aumentaron, pero principalmente los ácidos gálico y elágico. Ambos 

compuestos pueden liberarse a través de la actividad tanasa. La tanasa o tanino acil hidrolasa 

(EC 3.1.1.20) cataliza la hidrólisis de enlaces éster que están presentes en taninos hidrolizables y 

ésteres de ácido gálico por lo que la presencia de fuentes ricas en carbono y si existen 

compuestos fenólicos (mencionando a las bebidas con la infusión) en un medio fermentativo 

permitiría a estos microorganismo la perfecta degradación de los galotaninos con esta enzima lo 

que indudablemente ocasionaría un gasto energético elevado dependiendo de cuantos 

compuestos estén ahí (asumiendo que ocurrió este fenómeno en el presente estudio). Por lo 

tanto, se determinó que existe efecto significativo (p<0.05) sobre el contenido de polifenoles 

totales presentes en la incorporación de ambos tratamientos de la muestra respecto al blanco. 

7.8 Viabilidad de las bebidas fermentadas 

Parte crucial de las distintas pruebas realizadas en alimentos involucra la comprobación de la 

vida de anaquel que estos poseen y por tal motivo se realizó dicho proceso en condiciones de 

tiempo y temperatura controlados (refrigeración a 4° C; durante 4 semanas). Los resultados 

obtenidos mostraron una evidente disminución de las cuentas viables de BAL en general de las 

bebidas de las dos cepas (L. jhonsonii & L. casi Shirota) en ambos tratamientos (10 & 15% p/v) a 

través del tiempo, tomándose alícuotas de cada muestra a los 0, 7, 14, 21 hasta finalizar los 28 

días (4 semanas). Particularmente los cultivos lácticos de las bebidas LC1 y LC2 redujeron 
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gradualmente su viabilidad comenzando con cifras logarítmicas de 6.84 y 7.06 respectivamente 

hasta 6.0 y 6.15 finalizado el periodo de 4 semanas, por otra parte las bebidas LJ1 y LJ2 también 

redujeron su viabilidad de cultivos iniciando con valores de 6.93 y 7.20 respectivamente hasta 

6.15 y 6.30 al término del periodo (Figura 24 y Figura 25), los datos generales registrados del 

experimento están representados en la (Tabla 11).  

Figura 24. Cinética microbiana de la vida de anaquel de la bebida probiótica expresada como CFU/mL en un medio 
con sacarosa al 10%. 

Figura 25. Cinética microbiana de la vida de anaquel de la bebida probiótica expresada como CFU/mL en un medio 
con sacarosa al 15%. 
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Aunque las condiciones de fermentación fueron diferentes para comodidad de sus operarios, la 

disminución de la calidad de las bebidas no fue tan severa como se esperaba pues aún con la 

presencia de factores anteriormente mencionados estas mantuvieron aun presentes sus 

características sensoriales (Figura 26). Para que un alimento sea considerado como probiótico 

generalmente debe estar por encima de >106-108 o 108-1010 CFU/mL de cada dosis ingerida 

(Sánchez et al., 2015), respetando este criterio cada bebida generada mostró ser viable en las 

condiciones evaluadas para el crecimiento de BAL probióticas. Otras causas en la disminución de 

viabilidad de los organismos probióticos pueden depender del nivel de oxígeno en los 

productos, permeabilidad de oxígeno del envase, la manipulación, disminución del pH del 

medio, la acumulación de ácido orgánico como resultado del crecimiento (Obando et al., 2010). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 26. Monitoreo de la vida de anaquel mediante conteo microbiano durante 4 semanas.  
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Tabla 11. Viabilidad de los cultivos de BAL de ambos tratamientos almacenadas a 4 °C. 

Viabilidad [Log (CFU/mL)] 

 

Cepa 

 

Tratamiento| 

T.d.r (d-1) 

tiempo (semanas) 

0 1 2 3 4 

L. casei Shirota 
10%|0.2389 6.84±0.01 6.65±0.04 6.38±0.08 6.30±0.01 6.00±0.01 

15%|0.2970 7.06±0.05 6.87±0.02 6.65±0.04 6.54±0.06 6.15±0.07 

L. jhonsonii 
10%|0.2458 6.93±0.02 6.63±0.03 6.39±0.08 6.30±0.01 6.15±0.09 

15%|0.2986 7.20±0.02 6.89±0.11 6.65±0.04 6.54±0.06 6.30±0.01 

Fuente: elaboración propia  Abb: Tasa de reducción (T.d.r) 



 

51 

 

8. Conclusiones  

Dado los resultados procedentes de cada estudio realizado en las muestras se observó que la 

viabilidad celular de cada una fue relativamente buena aunque pudo haber sido mejor con la 

adición o fortificación de otros macros y micronutrientes pero modificando indirectamente el 

concepto de bebida convencional fermentada, cualquier idea o sugerencia es superponible a 

realizar siempre y cuando se ajuste a la disposición y accesibilidad de sus practicantes. 

De los parámetros considerados en el experimento se encontró que existe diferencia 

significativa (p<0.05) en la incorporación de los dos niveles de jarabe de sacarosa (10 y 15 % p/v) 

en las cepas de las BAL (L. casei Shirota & L. jhonsonii) de las bebidas de infusión estandarizada 

de Manzanilla (sin embargo puede seleccionarse cualquier cepa libremente al no existir 

diferencia significativa si se considera un solo tipo de tratamiento). Además la elección final se 

dejó con base en los resultados sensoriales del panel estadístico (LJ1 mejor calificada). La 

calidad sanitaria de todas las bebidas fue aceptable, ya que los resultados de los análisis 

microbiológicos realizados (mesófilos aerobios, hongos y levaduras, coliformes totales y 

coliformes fecales) cumplieron los estándares permitidos por las Normas Oficiales Mexicanas 

además de ser microbiológicamente estable en condiciones de almacenamiento frio a 4 °C 

durante 4 semanas. La disminución del pH, la producción de acidez total y la velocidad de 

crecimiento fueron proporcionales al tipo de tratamiento en cada cepa no obstante podría 

cambiarse el tipo de tratamiento por otras concentraciones, otros microorganismos e incluso 

una base vegetal distinta para observar la influencia que tiene sobre las variables estudiadas. En 

cuanto al contenido de fenoles totales de las muestras analizadas se encontró que también 

existe diferencia estadística significativa (p<0.05) que afecta sobre la cantidad de fenoles totales 

presentes al incorporar ambos tratamientos respecto al blanco, aunque esto no establece un 

mayor uso de jarabe de sacarosa como sustrato en los cultivos de BAL para obtener más fenoles 

sin respetar los demás factores.  
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9. Perspectivas 

Nuevas investigaciones deben ser realizadas para verificar la eficacia de utilizar cepas diferentes 

o cultivos mixtos, probar la viabilidad de bases vegetales diferentes (preferentemente aquellas 

que posean colorantes naturales atractivos) e inclusive distintas concentraciones de sustrato 

dependiendo de los objetivos a cumplir. 

Asimismo es recomendable el uso de proteína exógena u otros aditivos especiales estimulantes 

para las bacterias y que estas a su vez puedan tener un mejor desempeño fermentativo dando 

como resultado un producto único con gran potencial alimenticio.   
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