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RESUMEN  

Se buscó desarrollar un proceso de germinación y fermentación del maíz que permitiera 

obtener una bebida probiótica, inocua y con en mayor contenido de proteína respecto al 

maíz sin germinar y fermentar. En la primera etapa del proyecto se evaluaron diferentes 

bacterias ácido lácticas para definir cuales se pueden considerar probióticas mediante 

pruebas de la resistencia in vitro a fluidos gástricos e intestinales, adhesión a epitelio 

intestinal, resistencia a antibióticos y posteriormente su capacidad para fermentar fibras 

alimentarias y producir ácidos grasos de cadena corta. Lactobacillus plantarum V3 y L. 

acidophilus La3 fueron las bacterias con mejores características probióticas entre las cepas 

evaluadas, también fueron capaces de crecer tanto en inulina como en fibra de maíz soluble 

y fueron capaces de producir ácidos grasos de cadena corta (AGCC). En la segunda etapa 

se germinó el maíz durante 5 días a 25 °C, 95% HR en obscuridad para evaluar el cambio 

en el tiempo del contenido nutrimental, la actividad enzimática y el contenido de azúcares 

y nitrógeno amino libre, con el objetivo de definir el tiempo de germinación necesario para 

tener un balance en el contenido nutrimental y la fermentabilidad del maíz. El contenido 

de proteína y fibra del maíz no presentó cambios significativos con la germinación en 

comparación con el maíz sin germinar, por otra parte, se aprecia un incremento en el 

contenido de cenizas y disminución de los lípidos. En general, a las 96 h se cuenta con el 

mejor balance entre nitrógeno amino libre, azúcares reductores y α-amilasas. Finalmente, 

en la tercera etapa se optimizaron el tiempo de fermentación y el pH inicial para maximizar 

el contenido de proteína, probióticos y AGCC mediante metodología de superficie de 

respuesta. Se encontró que las condiciones óptimas para proteína, probióticos y AGCC 

fueron de 56.2 h pH 7.0, 47.2 h pH 4.5 y 72.0 h pH 4.6 respectivamente, también se 

calcularon las condiciones óptimas para diferentes combinaciones de los factores y se 

eligió la de proteína y probióticos (46.9 h, pH 7.0) debido a su alto valor de deseabilidad 

compuesta (0.903). Por medio de la fermentación del maíz germinado se consiguió 

aumentar el contenido de proteína en el maíz germinado en un 30.5% (bs) en comparación 

con el maíz sin germinar y obtener una bebida inocua con una dosis de bacterias (8.9 Log) 

mayor a la reglamentaria para considerarse probiótica, además, se alcanzaron 

concentraciones de AGCC que podrían tener un efecto en la prevención de la diabetes y 

el control de peso.  
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ABSTRACT 

The objective of this study was to develop a maize germination and fermentation process 

that allows to obtain a safe probiotic drink with higher protein content than that in maize 

without any process. In first stage of the project, different lactic acid bacteria were 

evaluated to define which of them could be considered probiotics through in vitro tests of 

resistance to gastric and intestinal fluids, adhesion to intestinal epithelium, resistance to 

antibiotics, and subsequently, their ability to ferment food fibers and to produce short 

chain fatty acids. Lactobacillus plantarum V3 and L. acidophilus La3 showed best 

probiotic characteristics among all strains evaluated, also, they were capable of grow in 

inulin and soluble corn fiber and to produce short chain fatty acids (SCFA). In the second 

stage, maize was germinated for 5 days at 25 °C and 95% RH in dark. Changes in 

nutritional content, amylase activity and sugars and free amino nitrogen contents were 

evaluated among time, in order to select best time to obtain enhance nutritional content 

and fermentability of maize. Protein and fiber content in maize did not show significant 

changes due to germination, on the other hand, an increase in ash content and a decrease 

in lipids were observed. In general, at 4 days of germination were obtain best balance 

between free amino nitrogen, reducing sugars and α-amylases. Finally, in third stage, 

fermentation time and initial pH were optimized to maximize protein, probiotics and short 

chain fatty acids (SCFA) content using response surface methodology. It was found that 

the optimal conditions for protein, probiotics and SCFA were 56.2 h pH 7.0, 47.2 h pH 

4.5, and 72.0 h pH 4.6 respectively, also, optimal conditions for different combinations of 

factors were calculated and combination of protein and probiotics was chosen (46.9h, pH 

7.0) due to its high compound desirability (0.903). Through maize germination and 

fermentation, it was possible to increase the protein content in by 30.5% (db) and to obtain 

a safe drink with probiotic bacteria content of 8.9 Log, dose high enough to be considered 

probiotic, in addition, SCFA concentrations reached could have an effect on diabetes 

prevention and weight control.
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1. INTRODUCCIÓN  

En años recientes se ha observado una creciente demanda de los consumidores por nuevos 

productos benéficos a la salud. La creciente incidencia de obesidad y enfermedades 

cardiovasculares, aunado a que cada vez hay mayor acceso a la información, ha hecho que 

la población tenga otras expectativas respecto a los alimentos. Ya no solo se busca 

nutrición, sino también beneficios para la salud. Algunas tendencias de las más 

importantes son mayor contenido de proteínas, reducción de azúcares y bacterias 

probióticas. En América Latina hubo un crecimiento del 17% en el consumo de alimentos 

con probióticos entre el 2013 y 2014 y se proyecta que en los próximos 10 años este 

comportamiento continúe al alza (EUROMONITOR 2014). La demanda de productos 

probióticos ha crecido a la par del entendimiento y la aceptación de los probióticos en la 

comunidad científica y por expertos de la salud. El proyecto Demostración de 

Funcionalidad Nutricional de los Alimentos Probióticos, entre otros muchos estudios ha 

demostrado el impacto positivo que tienen diversas bacterias probióticas. Entre sus efectos 

más notables, se ha demostrado que algunos probióticos pueden influir en la composición 

de la microbiota intestinal y modular el sistema inmune del hospedero con beneficios 

medibles en la salud (Reid 2016).  

El yogurt es el ejemplo clásico de un alimento probiótico debido a que la elaboración 

consiste en un proceso de fermentación conocido desde la antigüedad. Sin embargo, están 

emergiendo procesos o formulaciones que permiten contener probióticos en una variedad 

mayor de productos. Se están investigando cada vez más matrices diferentes, entre las que 

destacan jugos de frutas y leguminosas donde sobresalen la soya y cereales (Vijaya et al. 

2015). Estos últimos son medios prometedores para la elaboración de alimentos 

probióticos debido a su impacto nutrimental, económico y cultural en diversas regiones, 

sobre todo en países en desarrollo. Sin embargo, la calidad nutrimental y sensorial de los 

alimentos a base de cereales generalmente es pobre comparada con la de los alimentos 

lácteos, debido al bajo contenido de proteína, la deficiencia de algunos aminoácidos 

esenciales y la presencia de compuestos antinutrimentales (Young y Pellett 1994). 

La fermentación y la germinación se pueden emplear como estrategias para mejorar la 

calidad nutrimental de los cereales. Se ha reportado en ambos procesos una mejoría en el 
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perfil de aminoácidos ya sea por síntesis o por mejora de su disponibilidad (Klose y Arendt 

2012; Nanson y Field 1984; Kazanas y Fields 1981; Ahmed et al 1979). Se ha observado 

que el proceso de germinación de cereales aumenta su contenido de proteínas y enzimas 

(Nelson 2013), por lo que es una buena estrategia para mejorar el perfil nutrimental de un 

alimento, además de permitir la presencia de metabolitos que faciliten el crecimiento de 

bacterias probióticas. 

La mayor parte de los alimentos fermentados a base de cereales son bebidas tradicionales 

de diferentes países. En México el cereal tradicional por excelencia es el maíz y un par de 

las bebidas tradicionales fermentadas que existen a base del mismo son el pozol y el 

tesgüino. El pozol consiste en masa de nixtamal envuelto en hojas de plátano y 

espontáneamente fermentado, para luego ser suspendido en agua y emplearse como bebida 

refrescante. Por su parte, el tesgüino es una bebida tipo cerveza elaborada de maíz 

germinado, el cual es fermentado en recipientes que nunca son lavados, donde se 

encuentran los microorganismos iniciadores. La microbiología de ambas bebidas ha sido 

estudiada en diferente medida, sobre el pozol existe mayor cantidad de información. En 

el pozol se han identificado los microorganismos involucrados en la fermentación y se 

han aislado bacterias con potencial probiótico (Nuraida et al. 1995; Wacher et al. 1995; 

Ampe et al. 1999; Wacher et al. 2000). En el tesgüino se ha identificado la presencia de 

especies de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, aunque 

también predominan levaduras (Lappe y Ulloa 1989). Aún no está completamente 

reportada la microbiota bacteriana de estas fermentaciones, se cuenta con mayor 

información de las levaduras involucradas en el proceso ya que son los principales 

causantes de la fermentación. Algo a considerar es que se ha encontrado que las 

fermentaciones espontaneas conducen a productos de poca calidad microbiológica, con 

presencia de coliformes, sin embargo, hay información limitada sobre fermentación 

controlada de maíz germinado, sobre todo aquella dirigida a la obtención de una cuenta 

alta de bacterias probióticas en una bebida no alcohólica.  

El objetivo del presente proyecto es desarrollar una bebida probiótica altamente nutritiva 

de maíz germinado, a partir de un proceso de fermentación controlado y estandarizado.  
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2. ANTECEDENTES  
 

2.1. Maíz 

El maíz (Zea mays L.) se encuentra en la primera posición de los cereales más 

producidos a nivel mundial, seguido del arroz y el trigo (Figura 1) (FAOSTAT, 2018). 

Este cereal es un alimento básico y contribuye al 20% de las calorías derivadas de 

alimentos de la dieta mundial, incluso, en países en desarrollo llega a contribuir en un 

porcentaje mucho más importante a la ingesta calórica de la población (Vikal y Chawla 

2014). La composición del grano de maíz se muestra en la Tabla 1. 

 

Figura 1. Alimentos más producidos en el mundo, promedio 1994 – 2019 (FAOSTAT, 2018). 

 

 En México el maíz es el cultivo más representativo debido a su importancia cultural 

y económica. Es poco común encontrar en otras especies la gran variabilidad genética 

que existe entre las diversas líneas y razas del maíz. México es considerado el lugar de 

la diversificación del maíz donde se han clasificado 59 razas basadas en su morfología 

y características bioquímicas, genéticas y moleculares (Urias 2010). El maíz es la base 

de innumerable cantidad de platillos y bebidas típicos, aunque su consumo se realiza 

también en forma de otros productos procesados. Se puede elaborar con técnicas de 

molienda en seco una gran variedad de productos intermedios, por ejemplo, sémola de 

partículas de diferentes tamaños, harina y almidón (Sakharam 2004). El consumo per 

cápita en el país es de 194.4 kg de maíz blanco y representa el 20.9% del gasto total 

en alimentos, bebidas y tabaco que realizan los mexicanos (SAGARPA 2017). A nivel 

mundial México ocupa el 4º lugar en producción de maíz. La producción nacional se 
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divide en maíz blanco y amarillo, donde el 86.9% es maíz blanco y se emplea 

principalmente para consumo humano. 

Tabla 1. Composición bromatológica del grano de maíz por 100 g. 

Humedad 7 - 23 

Almidón 61 -78 

Proteína 6 -12 

Lípidos 3.1 - 5.7 

Cenizas 1.1 - 3.9 

Fibra 8.3 - 11.9 

Azúcares 1.0 - 3.0 

Tomado de (Arendt y Zannini 2013) 

2.2.Germinación y malteado 

La germinación es un proceso fisiológico y bioquímico en que inicia con la absorción 

de agua por la semilla seca y termina con la elongación del eje embrionario. En la 

Figura 2 se esquematiza el proceso de germinación, que consiste en tres fases: a) en la 

primera fase se lleva a cabo la imbición, que es la absorción del agua necesaria para la 

rehidratación de proteínas y organelos celulares, y para que se lleven a cabo reacciones 

de hidrólisis; b) esta fase consiste en la activación del metabolismo, ocurriendo la 

síntesis de ácidos nucleicos y proteínas, el incremento en la actividad enzimática y la 

degradación de las reservas; c) en la tercera fase emerge la radícula y con esto concluye 

el proceso (Herrera 2006).  

El malteado es una forma de germinación limitada en el que los granos de cereales, o 

incluso leguminosas, son sumergidos en agua y germinados bajo condiciones 

controladas. Las etapas de dicho proceso son: germinación, secado y tostado, y el 

producto resultante es denominado malta (González 2017). Esta práctica es 

ampliamente empleada por la industria cervecera como un paso previo a la 

fermentación, debido a la transformación de los almidones en azúcares fermentables. 
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Figura 2. Fases de la germinación de los granos desde una perspectiva a) metabólica y b) física.  

2.2.1. Cambios en la composición del grano 

Durante la germinación de los granos se llevan a cabo múltiples procesos fisiológicos 

para apoyar el crecimiento de la planta, estos cambios alteran la composición 

nutrimental y las características fisicoquímicas. En la Tabla 2 se muestran algunos 

cambios que suceden en los granos debido a la germinación y malteado. 

Tabla 2. Efectos de la germinación de granos en sus compuestos nutrimentales y fitoquímicos. 

Nutriente/ 

fitoquímico 

Tratamiento Resultado Tipo de grano 

Almidón Germinación  Degradado/ disminución Trigo  

Azúcares  Germinación Aumento, varia con el tejido y el  

tiempo 

Trigo  

  Aumento  Arroz  

 Malteado Aumento en muchos tipos de 

malta, pero disminuye con el 

aumento de la intensidad de 

calentamiento. 

Cebada  

Carbohidratos  Germinación Sin cambio  Arroz  

Proteína  Germinación Aumento  Cebada, alforfón, 

avena, centeno, 

sorgo y trigo 
  Aumento  Arroz  

  Diminución Arroz  

  Sin cambio  Trigo y cebada 

Aminoácidos  Germinación  Disminución (63 proteínas) 

Aumento (35 proteínas) sin 

cambio (28 proteínas) 

Trigo  
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  Incremento en aminoácidos 

totales 

trigo 

  Incremento  Cebada  

  Sin cambio  Arroz  

 Malteado  Aumento y disminución 

dependiendo de la variedad y 

duración de la germinación 

durante el malteado.  

Cebada y trigo  

Grasa  Germinación  Aumento  Cebada, avena y 

sorgo    Disminución  Cebada  

  Disminución Arroz, alforfón, y 

centeno   Disminución Trigo  

  Sin cambio  Arroz  

Fibra dietaria 

total  

Germinación Aumento  Centeno  

Trigo  

Arroz  

  Disminución  a 6 h, incremento a 

48 h 

Trigo  

  Disminución  Arroz  

 Malteado  Sin cambio  Centeno y avena 

Polifenoles 

totales  

Germinación  Incremento  Amaranto, 

alforfón, quinoa 

centeno, sorgo, 

trigo, arroz 

  Disminución  Alforfón  

  Sin cambio  Arroz 

 Malteado  Incrementa en algunas maltas y 

disminuye con la intensidad de 

calentamiento. 

Cebada 

Actividad 

antioxidante  

Germinación  Aumento  Amaranto, arroz, 

alforfón, centeno, 

sorgo, trigo  
 Disminución  Arroz  

Malteado  Incrementa para varios tipos de 

malta e incrementa con la 

intensidad de calentamiento.  

Cebada  

(Fragmento traducido de Nelson 2013) 

La germinación y el malteado además de generar productos para fermentación, 

también son una vía para obtener alimentos con mayor contenido nutrimental y 

enriquecidos en compuestos benéficos para la salud (Hübner y Arendt 2013).  Se ha 

observado que con la germinación aumenta el contenido de proteína y aminoácidos, 

incluyendo aminoácidos limitantes como lisina y triptófano (Klose y Arendt 2012), así 

como de fibra (Hung et al. 2011; Hübner et al. 2010) y compuestos antioxidantes en 

diferentes cereales (Zhang et al. 2007; Bhauso y Khan 2011; Jan et al. 2017). 

En maíz se ha demostrado que la germinación del grano tiene múltiples beneficios 

nutrimentales y funcionales. Fageer y colaboradores (2004) determinaron que tras la 

germinación aumenta el contenido de lisina y la digestibilidad in vitro de la proteína, 

además de que se reduce el contenido de fitato, un compuesto antinutrimental, hasta 

en un 71%. Se ha observado también que el contenido de compuestos fenólicos 
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aumenta durante la germinación, lo cual correlaciona con el aumento en la capacidad 

antioxidante (Xiang et al. 2017). Además, se ha encontrado evidencia de que durante 

la germinación se acumulan compuestos antifúngicos en el maíz, sobre todo en 

variedades susceptibles (Guo et al. 1997). 

2.3. Fermentación  

La fermentación es de los métodos de conservación de alimentos más antiguos que 

existen y el proceso biotecnológico más antiguo, los primeros alimentos fermentados 

fueron cervezas y pan leudado que datan de los años 3000-4000 a. C. Aunque la 

fermentación se trata de un proceso anaerobio llevado a cabo por microorganismos, 

actualmente el concepto se ha extendido a procesos aerobios, e incluso a procesos 

llevados a cabo con enzimas aisladas. De este modo, la fermentación se puede definir 

como un proceso por el cual compuestos orgánicos complejos son convertidos a 

compuestos simples con la producción de energía química en forma de adenosin 

trifosfato (ATP) (Mehta et al. 2012). Según el producto final formado, las 

fermentaciones se pueden clasificar de la siguiente manera: 

 Fermentación alcohólica. Las enzimas producidas por levaduras degradan los 

carbohidratos en etanol y dióxido de carbono, siguiendo la reacción de enseguida: 

C6H12O6  2C2H5OH + 2CO2 

 Fermentación láctica. Se produce ácido láctico a partir de los carbohidratos, como 

describe la siguiente reacción: 

C6H12O6   2CH3CHOHCOOH + 22.5 kcal 

 Fermentación heteroláctica. Las moléculas de glucosa son convertidas en ácido 

láctico, etanol y dióxido de carbono, de acuerdo con la siguiente reacción: 

C6H12O6   CH3CHOHCOOH + C2H5OH + CO2 

Steinkraus (1997) clasificó las fermentaciones del modo que se describe a 

continuación, el encontró esta clasificación útil para predecir los microorganismos que 

pueden estar involucrados y los cambios químicos, físicos y nutrimentales que pueden 

ocurrir en nuevas fermentaciones. 

a. Fermentaciones que producen proteína vegetal texturizada como sustituto de 

carnes en mezclas de leguminosas y cereales. Un par de ejemplos son el tempe y 

el ontjom de Indonesia. 
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b. Salsas y pastas fermentadas altas en sal o con sabor salado, y sabor a 

cárnico/aminoácido/péptido. Son alimentos principalmente orientales, por 

ejemplo, la salsa de soya China, el miso Japones o las salsas de pescado 

vietnamitas. 

c. Fermentaciones ácido lácticas. Por ejemplo, los pepinillos, el sauerkraut, el kim-

chi koreano, los vegetales en escabeche de Egipto, India, Malasia y China. Estas 

fermentaciones incluyen además las derivadas de la leche, como el yogurt, los 

quesos y el kéfir; las derivadas de mezclas de yogurt y trigo; panes leudados y 

fermentados; salchichas fermentadas; y fermentaciones ácido lácticas de cereales 

y tubérculos. 

d. Fermentaciones alcohólicas. Algunos ejemplos de este tipo de fermentaciones son 

el vino, las cervezas de diferentes cereales, el pulque, vinos de miel, azúcar de caña 

y palma, el kaffir, el sake, el pito de Nigeria, la talla de Etiopia, la busaa de Kenia, 

el tape de Indonesia, entre otros. 

e. Fermentaciones acéticas. Algunos ejemplos son los vinagres de vino y cidra de 

manzana, el vinagre de palma de África, el vinagre de agua de coco en Filipinas y 

la kombucha. 

f. Fermentaciones alcalinas. Como ejemplos encontramos la dawadawa de Nigeria, 

el iru africano, la kenima de India, el natto de Japón y el thua-nao de Tailandia. 

g. Panes leudados. En esta categoría se encuentran los panes de levaduras y masas 

agrias. 

2.3.1. Importancia tecnológica y nutrimental  

El proceso de fermentación confiere cambios de textura, sabor, color y características 

nutrimentales a los alimentos. Los principales roles atribuidos a la fermentación son 

los siguientes: a) conservación de los alimentos a través de la formación de metabolitos 

inhibitorios como ácidos orgánicos (ácido láctico, ácido acético, ácido fórmico y ácido 

propionico), etanol, bacteriocinas, diacetil, dióxido de carbono, etc., a veces en 

combinación con la disminución de la actividad de agua por secado o uso de sal; b) 

mejoramiento de la seguridad de los alimentos mediante la inhibición de patógenos o 

removiendo compuestos tóxicos; c) mejoramiento de la calidad sensorial del alimento; 

d) y mejorando el valor nutrimental (Ray y Didier 2014).  
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Desde el punto de vista nutrimental, en cereales se han determinado diferentes 

beneficios derivados de la fermentación. Algunos cereales y leguminosas presentan 

compuestos antinutrimentales, es decir, que afectan la absorción de nutrientes, algunos 

ejemplos de estos compuestos son: taninos, ácido fitico y polifenoles. El proceso de 

fermentación reduce significativamente el contenido de dichos compuestos 

antinutrimentales en cereales y leguminosas (Hamed y Hussein 2017; Sindhu y 

Khetarpaul 2001). La reducción de ácido fitico puede deberse a la actividad de fitasas 

que poseen algunas bacterias, por su parte la reducción de polifenoles puede ser 

consecuencia de la actividad de polifenoloxidasas presentes en el grano o la 

microbiota. La reducción de fitatos puede aumentar varias veces el contenido de hierro, 

zinc y calcio solubles, también aumenta la disponibilidad de vitaminas de grupo B 

(Kohajdová y Karovičová 2007). Por otra parte, la fermentación de cereales con 

bacterias ácido lácticas ha reportado aumentar la cantidad de aminoácidos libres por 

proteólisis o por síntesis metabólica. En maíz, arroz, trigo, sorgo entre otros cereales, 

se ha encontrado que aumenta el contenido de lisina, metionina y triptófano, 

aumentando así su valor nutrimental (Nanson y Field 1984; Kazanas y Fields 1981; 

Ahmed et al 1979). La fermentación del maíz puede aumentar levemente su contenido 

de proteína, y mejora su digestibilidad (Yousif y Tinay 2000). La mejora en la 

digestibilidad de las proteínas causada por la fermentación está asociada con la 

actividad proteolítica de la microbiota fermentadora y la disminución de los 

compuestos antinutrimentales.  

La fermentación se puede emplear como una estrategia para obtener alimentos 

nutraceuticos. Durante la fermentación de alimentos se pueden formar o puede mejorar 

la disponibilidad de diferentes compuestos bioactivos como péptidos, 

exopolisacaridos, compuestos fenólicos, neurotransmisores, y vitaminas (Marco et al. 

2017). Un ejemplo del empleo de esta estrategia es que se ha optimizado la 

fermentación de la leche de soya para obtener péptidos con actividad antihipertensiva 

(Vallabha y Tiku 2013). En algunos cereales se incrementa la actividad antioxidante y 

el contenido de compuestos fenólicos tras la fermentación, donde el grado del 

incremento varia con el microorganismo iniciador (Ðordevic´ et al. 2010; Pyo et al. 

2005). El incremento en estos compuestos bioactivos se atribuye a que durante la 

fermentación hay rompimiento de las paredes celulares, lo que lleva a la liberación y 

síntesis de estos compuestos. Por su parte, el aumento en la actividad antioxidante se 

puede atribuir a los compuestos fenólicos (Wang et al. 2014). Por otra parte, los 
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alimentos fermentados pueden ser vehículos de diferentes bacterias que tienen un 

impacto positivo en la salud de los consumidores, este tema se abordara a detalle más 

adelante.  

2.3.2. Alimentos fermentados a base de maíz  

En la Tabla 3 se encuentran descritos diversos alimentos fermentados a base de maíz. 

Se aprecia que en su mayoría se trata de bebidas y que las principales regiones que 

emplean este cereal en fermentaciones son América Latina y África. En la Tabla 4 se 

muestran los microorganismos reportados en la fermentación espontanea de algunos 

de estos alimentos tradicionales. Gran parte de estos alimentos fermentados 

tradicionales fueron desarrollados en México y Perú por poblaciones indígenas hace 

cientos de años, estos alimentos se elaboran regionalmente y son utilizados con fines 

domésticos, medicinales y en ceremonias religiosas (Verdugo et al. 2008). Las bebidas 

fermentadas de maíz más importantes desde el punto de vista tradicional, nutricional 

y comercial son el pozol y el tesgüino. El pozol es una bebida ligeramente ácida 

consumida principalmente por grupos étnicos como Chontales, Mayas, Lacandones, 

Tzeltales, Tzotziles, Tojolabales, Chamulas, Mames, Zoques y Zapotecos en el sureste 

de México (Haard et al. 1999). Su proceso de elaboración consiste en la 

nixtamalización del maíz, lavado y molienda para obtener masa, esta se forma en bolas 

y se envuelve en hojas de plátano, para posteriormente dejarse fermentar por 1-15 días. 
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Tabla 3. Alimentos tradicionales fermentados a base de maíz. Modificada de: Steinkraus 1983; Kohajdova y Karovičová 2007; Haard et al 1999. 

Nombre del 

producto 

Contenido de 

alcohol 

Descripción  Área de 

producción  

Pito Si  Bebida a base de maíz y/o sorgo, el grano es malteado, molido y hervido, después se filtra, deja 

fermentar y se hierve hasta concentrar, después se agrega pito como iniciador y se deja fermentar 

nuevamente. 

Nigeria,  Ghana 

Kaffir  Si  Bebida tipo cerveza a base de maíz efervescente y con sabor tipo yogurt Sur África 

Busaa  Si  Bebida tipo cerveza espesa ácida a base de maíz mijo y/o sorgo  East África 

Cerveza de 

Malawa 

Si  Bebida tipo cerveza a base de maíz Uganda 

Cerveza de 

Zambia 

Si Bebida tipo cerveza espesa ácida a base de maíz al que se le agrega malta de cereales. Zambia 

Bouza Si  Bebida de trigo o maíz, parte del grano se muele y amasa con agua y se forman hogazas, otra parte se 

germina, se seca al sol, se muele y se agrega bouza como iniciador de la fermentación.  

Egipto 

Chicha Si Bebida tipo cerveza a base de maíz de variedades de color, similar a la sidra. Sur América 

Munkoyo Puede 

contener o no 

Bebida usualmente no alcohólica, pero si se fermenta un día extra hay producción de alcohol. Zambia 

Uji No  Alimento tipo atole a base de maíz sorgo o tapioca, cocido y fermentado. East África 

Ogi No  Atole a base de maíz sorgo o mijo fermentado. Los granos se remojan, muelen y tamizan, el filtrado se 

fermenta por 2-3 días, el sedimento resultante es el ogi. 

Nigeria, Benín 

Bogobe  No  Atole suave de sorgo o maíz fermentado. Botswana, 

Ghana Mawe No  Masa agria preparada de maíz descascarillado fermentado por 3 días. Dahomey 

Mahewu 

(magou) 

No Se prepara agregando harina de maíz en agua hirviendo y posteriormente se fermenta por 1 día. Sur África 

Banku No  preparado a partir de maíz y/o tapioca, se remoja el material, se muele y fermenta por 3 días, la masa 

resultante se mezcla con agua y se cuece. 

Gahana 

Kenkey No  Masa de maíz es separada en dos fracciones, una se cose para preparar atole, la otra se mezcla con 

"aflata", la mezcla se moldea en bolas y se envuelve en hojas para después ser cocidas al vapor. 

Gahana 

Abati  Si Bebida a base de maíz Paraguay, 

Argentina Acupe  No  Bebida basada en maíz germinado, fermentado y endulzado  Venezuela 

Agua-agria  No  Bebida basada en maíz molido y agua  México 

Atole agrio  No  Atole basado en masa de maíz negro fermentado 4-5 días. México 

Cachiri  No  Bebida fermentada basada en maíz, manihot o frutas producida en vasijas de barro. Brasil 

Champuz No  Bebida fermentada basada en maíz o arroz. México 

Chica Si Bebida basada en piña, centeno y masa de maíz negro, fermentada por 4 días, después se agrega azúcar 

morena, canela y clavo. 

Colombia, Perú 

Charagua Si Bebida basada en pulque, chile y hojas de maíz tostadas, calentada y fermentada. México 

Fubá  No  Granos de maíz germinados fermentados en agua. Brasil 

Jamin-bang  No  Pan a base de maíz fermentado 3-6 días. Brasil 

Napú No  Bebida basada en maíz germinado, molido y fermentado. Perú 

Ostoche Si Bebida basada en jugo de maíz y pulque o azúcar morena. México 

Pozol No  Bebida ácida basada en maíz. Bolas de masa son envueltas en hojas de plátano y fermentadas. México 

Quebranta 

huesos 

Si Bebida basada en jugo de maíz tostado y frutas purú. México 

Sendechó Si  Bebida tipo cerveza a base de maíz y chile rojo, la masa es suspendida en agua, hervida, enfriada e 

inoculada con sendechó 

México 

Sora  Si Bebida a base de maíz germinado, molido, cocido y fermentado. Perú 

Tepache  Si Bebida basada en granos de maíz, azúcar morena y agua 

 

 

México 
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Tesgüino  Si Bebida tipo cerveza a base de maíz germinado, molido, cocido y fermentado con plantas como fuente 

de enzimas. 

México 

Tocos No  Postre a base de maíz fermentado por 2-3 meses y cocido. Perú 

Vino de 

corteza de 

zarzaparrilla 

Si  Bebida a base de cerveza de maíz y corteza de zarzaparrilla. México 

 

 

Tabla 4. Microorganismos aislados de alimentos tradicionales de maíz fermentado. 

Matriz Microorganismo Fuente  

Atole Bacterias ácido lácticas Rivera-Espinoza y 

Gallardo-Navarro 2010 

BogobeKoko y kenkey Lactobacillus spp. y levaduras FAO 1999  

Bouza Desconocido FAO 1999  

Boza L. plantarum, L. acidophilus, L. fermentum, L. coprophilus, Leuconostoc reffinolactis, Leuconostoc 

mesenteroides, L. brevis, Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Candida glabrata, 

Geotrichum penicillatum, Geotrichum candidum 

Blandino et al. 2003; 

Gotcheva et al. 2000 

Boza L. plantarum, L. brevis, L. rhamnosus, L. fermentum, Leuconostoc mesenteroides subsp. Dextranium Rivera-Espinoza y 

Gallardo-Navarro 2011 
Busaa (maize beer) Levaduras y Lactobacillus spp. FAO 1999  

Cerbeza de Malawa Candida krusei FAO 1999  

Cerbeza de Zambia Levaduras  FAO 1999  

Champus Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii, Pichia fermentans, Pichia kluyveri var. 

kluyveri, Zygosaccharomyces fermentati, Torulospora delbrueckii, Galactomyces 

geotrichum, Hanseniaspora 

Chaves-Lopez et al 2014 

Chicha Rhodotorula glutinis, Candida maltosa, Pichia fermentans, Torulaspora delbrueckii. levaduras 

principalmente, LAB fermentadoras de maltosa 

Chaves-Lopez et al 2014 

Chicha Saccharomyces cerevisiae, Lactobacullus spp FAO 1999  

Ilambazi lokubilisa Bacterias ácido lácticas Farnworth 2005 

Kaffir beer Lactobacillus spp. y levaduras FAO 1999  

Kenkey Hongos (Aspergillus, Rhizopus Penicillium), Streptococcaceae, Pediococcus cerevisiae, Lactobacillus 

brevis, Lb. mesenteroides, Lb. fermentum 

FAO 1999  

Kenkey L. casei, L. lactis, L. plantarum, L. brevis, L. acidophilus, L. 

fermentum, L. casei, yeast 

Rivera-Espinoza y 

Gallardo-Navarro 2011 

Mahewu Candida Krusei, Saccharomyces cerevisae FAO 1999  

Mahewu Lactococcus lactis subsp. lactis Blandino et al. 2003; 

Gadaga et al. 1999  
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Mahewu Lb. bulgaricus, Lb. brevis McMaster et al. 2005 

Masa agria Especies de Lactobacillus, en particular Lb. plantarum and Lb. fermentum Chaves-Lopez et al 2014 

Masa agria Lactobacillus plantarum (CPQBA 087–11 DRM) Chaves-Lopez et al 2014 

Mawe Lb. fermentum, Lb. cellobiosis, Lb. brevis, levaduras FAO 1999  

Mawe Lb. fermentum, Lb. brevis, Lb. salivarius, Saccharommyces cerevisiae Hounhouigan et al. 1999 

Munkoyo Bacterias ácido lácticas y levaduras desconocidas FAO 1999  

Ogi Lactobacillus spp., levaduras FAO 1999  

Ogi Lb. plantarum, Lb. fermentum, Leuconostoc mesenteroides, Saccharommyces cerevisiae Rivera-Espinoza y 

Gallardo-Navarro 2011 

Pito Hongos, levaduras y Lactobacillus sp. FAO 1999  

Pozol Streptococcus, Lb. plantarum, Lb. fermentum,  Leuconostoc, Weisella, Lactococcus Ampe et al. 1999 

Pozol 3 fases: 1) Enterococcus, Streptococcus, Exiguobacterium, 2) LAB, Leuconostoc species, Lb. 

fermentum, 3) LAB, Lb. plantarum, Lb. delbrueckii, Bifidobacterium 

Farnworth 2005 

Pozol Streptoccocus macedonicus, Streptoccocus bovis, Lactoccocus lactis, Enteroccocus sulfureus Díaz Ruiz et al 2003 

Pozol Streptococcus bovis Díaz Ruiz et al 2003 

Pozol Leuconostoc, Lactobacillus, Lactococcus, levaduras y hongos Nuraidia et al. 1995 

Pozol Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus , Lactococcus, levaduras y hongos Wacher 2000 

Pozol Klebsiella pneumonae, Agrabacterium azotophilum Wacher 1995 

Seketeh Desconocido FAO 1999  

Tesgüino Saccharomyces cerevisiae, Bacillus megaterium FAO 1999  

Tesgüino Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Straptococcus, Saccharomyces cerevisiae, Candida 

guilliermondii, Hansenula anomala 

Lappe y Ulloa 1989 

Togwa Lactobacillus, Streptococcus, Lb. Plantarum A6 Vasudha y Mishra 2015 

Uji Lb. delbrueckii, Lb. bulgaricus FAO 1999  

Uji Bacterias ácido lácticas Onyango et al. 2003 
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La bebida se elabora suspendiendo en agua la masa fermentada, se le puede agregar 

además leche, azúcar o cocoa. Existen dos tipos básicos de pozol: el tradicional, preparado 

por indígenas, y el mestizo, caracterizado un paso adicional de cocción del maíz para 

mejorar la solubilidad en agua (Guyot et al. 2003). El tesgüino por su parte es una bebida 

tipo cerveza consumida por diversos grupos étnicos principalmente en el noreste y este de 

México, como Yaqui, Pima, Guajiros, Tepehuan, Tarahumara y Hicholes. Para varios de 

estos grupos, el tesgüino representa la bebida más popular para eventos sociales, 

deportivos y ceremonias religiosas. Desde el punto de vista antropológico esta bebida es 

relevante debido a su importante rol en la vida de dichas culturas (Kennedy 1963). El 

proceso de elaboración de esta bebida consiste en germinar granos de maíz en la 

obscuridad, para después molerlos y hervirlos en agua, posteriormente se filtra y se vacía 

en una olla tesgüinera donde se añaden algunas hiervas como catalizadores y se deja 

fermentar durante 1-10 días, cabe mencionar que las ollas nunca son lavadas así que 

contienen restos de fermentaciones anteriores (Lappe y Ulloa 1989).  

2.4. Probióticos 

En años recientes ha aumentado el interés por los alimentos con efectos saludables, tanto 

de la comunidad científica como por los consumidores en general. Algunos motivos del 

consumidor son: la conciencia del deterioro en la salud derivado de estilos de vida 

ocupados y poca actividad física, el aumento de la información expuesta por las 

autoridades de salud y por los medios sobre el impacto de la alimentación sobre la salud. 

Esto ha promovido que se comiencen a desarrollar alimentos no solo destinados a 

satisfacer el hambre y nutrir, sino que además ayuden a prevenir enfermedades 

relacionadas con la dieta y mejoren el bienestar físico de los consumidores (Siró et al. 

2008). A este tipo de alimentos se les denomina alimentos funcionales, dentro de los 

cuales está la categoría de los probióticos. 

La palabra probiótico se deriva del griego y significa “a favor de la vida”, esta palabra fue 

introducida por Ferdinand Vergin, un investigador que estaba estudiando el efecto de los 

antibióticos en la microbiota del intestino, el llamó “probiotika” a lo favorable para la 

microbiota (Pandey et al. 2015). En 2001, la FDA y WHO definieron en conjunto el 

termino probiótico como “microorganismos vivos que cuando son administrados en 
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cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud del hospedero”. En lo que respecta a 

los probióticos, el 76% de los consumidores están al tanto de lo que son y de estos el 79% 

preferiría obtener sus probióticos de alimentos y bebidas (NPI, 2007), lo cual significa 

que los consumidores están más informados de los alimentos que ofrecen beneficios a la 

salud, y por otro la aceptación de los alimentos probióticos. Dicha aceptación abre una 

posibilidad para que los productos de características probióticas, lleguen a tener un 

impacto positivo en la salud general de la población.  

2.4.1. Efectos de los probióticos a la salud 

El proyecto “Demostración de funcionalidad nutricional de los alimentos probióticos” de 

la Autoridad Europea de Seguridad alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés), entre 

otros muchos estudios, han demostrado el impacto positivo en la salud que tienen diversas 

bacterias probióticas. Efectos muy diversos han sido reportados, sin embargo, las 

propiedades, la funcionalidad y los beneficios que se pueden obtener por la ingesta de un 

probiótico son atribuibles a una cepa particular y no pueden extrapolarse a otras cepas, 

incluso dentro de la misma especie (Pineiro y Stantont 2007). Entre los efectos más 

notables, se ha demostrado que algunas especies de bacterias probióticas pueden influir 

en la composición de la microbiota intestinal y modular el sistema inmune del hospedero. 

Se ha demostrado que Lactobacillus reuteri cuando forma biofilms secreta factores que 

ayudan a la inmunomodulacion y a la inhibición de patógenos (Jones y Versalovic 2009).  

En un estudio con Bifidobacterium animalis subsp. Lactis Bl-04 se determinó que esta 

bacteria ayuda a reducir el riesgo de enfermedad del tracto respiratorio superior en adultos 

(West et al. 2013). En adultos mayores, suplementar su dieta con yogurt con probióticos 

mejora la respuesta inmune al modular la activación de marcadores en fagocitos en sangre 

y normalizar la respuesta a endotoxinas, además puede ayudar a reducir la inflamación 

crónica (Schiffrin et al. 2008). En un estudio con niños de 1-5 años se observó que 

Saccharomyces boulardii disminuye la tasa de incidencia de diarrea asociada con el uso 

de los antibióticos sulbactam-ampicilina y azitromicina. (Erdeve et al. 2004). 

2.4.1.1. Producción de ácidos grasos de cadena corta 

La microbiota del colon, incluyendo potencialmente a las bacterias probióticas, tienen la 

capacidad de fermentar polisacáridos (componentes principales de la fibra dietética) para 
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formar ácidos grasos de cadena corta (Topping y Clifton 2001). Los principales 

compuestos formados son ácido acético, ácido butírico y ácido propiónico, que conforman 

el 83%, el resto son loa ácidos isovalerico, isobutirico, valetico, láctico, fórmico y 

succínico (Rombeau et al. 1990). El ácido acético y el propiónico pasan a la circulación 

periférica, por su parte el ácido butírico es predominantemente metabolizado en el colon 

siendo es el sustrato más utilizado por los colonocitos, y es importante mencionar que se 

ha encontrado que promueve la salud de estas células (Astbury y Corfe 2012). Se ha 

reportado que los ácidos grasos de cadena corta tienen diversos efectos positivos en la 

salud entre ellos control del peso y de la sensibilidad a la insulina (Canfora et al. 2015), 

propiedades antiinflamatorias (Tedelind et al. 2007), reducción del riesgo de desarrollar 

enfermedades gastrointestinales, cáncer de colon y enfermedades cardiovasculares 

(Hijova y Chmelarova 2007). 

2.4.2. Alimentos con probióticos 

Se clasifican los alimentos probióticos en dos categorías: lácteos y no lácteos, en la Figura 

3 se indica la clasificación completa. Los probióticos comercialmente se encuentran de 

forma convencional en lácteos fermentados, que son los vehículos predominantes para el 

consumo de probióticos, sobresaliendo en esta categoría el yogurt, que representa el 78% 

de las ventas de productos probióticos (Granato et al. 2010 a). Sin embargo, los productos 

lácteos presentan algunas desventajas: tienen un elevado contenido de colesterol, 

contienen alérgenos y lactosa derivados de la leche, y son alimentos de origen animal, lo 

que limita su consumo por veganos o vegetarianos, personas intolerantes a la lactosa o 

alérgicos a las proteínas de la leche, pacientes con enfermedades cardiovasculares u 

obesidad (Granato et al. 2010 b). Debido a esto, los alimentos con probióticos no lácteos 

están aumentando su presencia, donde sobresalen los alimentos fermentados, los 

derivados de frutas y vegetales, a base de cereales y a base de soya (Vijaya et al. 2015). 

La mayor parte de los alimentos fermentados tradicionales pertenecen al grupo de los 

derivados de los cereales, que es el grupo menos estudiado en cuanto al desarrollo de 

alimentos probióticos innovadores en la industria actual (Min 2018). 
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Figura 3. Diagrama de la clasificación de los alimentos probióticos (traducido de Vijaya et al. 2015).  

2.4.3. Evaluación de microorganismos probióticos 

Para el diseño de alimentos con probióticos hay una serie de consideraciones a tener en 

cuenta para obtener un alimento seguro y eficaz. Seleccionar el microorganismo es el paso 

mas importante para el desarrollo de un alimento con probióticos, en la Figura 4 se 

observan los criterios de selección. Por definición, para que un microorganismo dado se 

pueda considerar probiótico debe causar un efecto positivo y debido a que los efectos de 

un probiótico están asociados a cepas, es necesario tener identificado el microrganismo 

específico (FAO 2002).   

En lo que respecta a consideraciones de bioseguridad, es necesario contar con evidencia 

que asegure que el microorganismo no cause infecciones o tenga efectos secundarios.  

Debido a la posibilidad de movilización de elementos genéticos, la resistencia a 

antibióticos no es una característica aceptable para un microorganismo probiótico, ya que 
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se especula que los probióticos pueden actuar como reservorios de genes de resistencia 

(Mathur y Singh 2005). En este sentido aun es necesario estandarizar los ensayos 

requeridos para determinar la potencial transmisión de elementos genéticos a otros 

microrganismos intestinales o de los alimentos (Pineiro y Stanton 2007). 

Para que un microorganismo ejerza efectos fisiológicos, primero debe de ser capaz de 

sobrevivir al paso del estómago, con un ambiente altamente ácido, y posteriormente 

conservar su viabilidad en las condiciones alcalinas del intestino debidas a las sales 

biliares (Vinderola y Reinheimer 2003). Una vez que está en el intestino, el probiótico 

debe ser capaz de colonizar para no ser eliminado debido a los movimientos peristálticos. 

La capacidad de adhesión al epitelio del intestino en los microorganismos es mediada por 

adhesinas y receptores complementarios, y se ha observado que la autoagregación parece 

ser necesaria también (Kos et al. 2003). 

Desde el punto de vista tecnológico, se presentan varios retos para obtener alimentos 

probióticos. Los microorganismos seleccionados deben ser capaces de crecer en la matriz 

alimenticia seleccionada en cantidades adecuadas para ejercer sus efectos (generalmente 

reconocida como 6 ciclos logarítmicos). Adicionalmente, los probióticos deben 

permanecer viables y conservar sus propiedades tras el procesado y durante el 

almacenamiento, sin embargo, algunas cepas son sensibles a diferentes condiciones de 

fermentación como al oxígeno y al pH (Hage et al. 2017). Por otra parte, algunas cepas 

pueden variar su funcionalidad en presencia de diferentes ingredientes en los alimentos y 

por la composición fisicoquímica (Corcoran et al. 2005; Sheehan et al. 2007), además, los 

alimentos pueden encapsular al probiótico durante su paso por el tracto digestivo, regular 

su capacidad de colonización y contener otros ingredientes bioactivos que pueden alterar 

su funcionalidad y eficacia (Ranadheera et al. 2010). 
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Figura 4. Factores a evaluar para la selección de probióticos con aplicación en alimentos. 

(Adaptado de Tripathi y Giri 2014; Salminen et al. 1998). 

2.4.4. Probióticos, prebióticos y simbióticos   

Los prebióticos se pueden definir como “ingredientes alimenticios no digeribles que 

afectan benéficamente al hospedero mediante la estimulación del crecimiento o la 

actividad de una bacteria o un número limitado de ellas en el colon” (Gibson y Roberfroid 

1995). Estos compuestos son principalmente carbohidratos no digeribles, es decir, fibra 

dietética. Sin embargo, no toda la fibra dietética se puede considerar prebiótica, para 

clasificar un ingrediente alimenticio de este modo debe cumplir los siguientes criterios: 1) 

resistir la acidez gástrica, la digestión por enzimas y la absorción gastrointestinal; 2) ser 

fermentada por la microbiota intestinal; y 3) estimular selectivamente el crecimiento o 

actividad de las bacterias que contribuyen a la salud y bienestar del hospedero (Roberfroid 

2007).  No todas las fibras pueden clasificarse como prebióticas, sin embargo, la mayoría 

de los prebióticos se pueden clasificar como fibras dietéticas. Estudios han proporcionado 

evidencia de que la inulina y la oligofructosa (OF), la lactulosa y el almidón resistente 

(RS) cumplen con todos los aspectos de la definición, otros carbohidratos, incluidos 

fructooligosacáridos (FOS), galactooligosacáridos (GOS), transgalactooligosacáridos 

(TOS), polidextrosa, dextrina, goma de acacia, psyllium, también tienen efectos 
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prebióticos (Slavin 2013). Los arabinoxilanos (AX) también son oligosacáridos que 

constituyen una fracción importante de los polisacáridos de la pared celular de los 

cereales, sin embargo, hay pocos informes sobre su función prebiótica. Estos compuestos 

consisten en una cadena principal xilano linear unido por enlaces β-(1  4) a la cual 

unidades de α-L-arabinofuranosa se unen como residuos laterales a través de enlaces α-(1 

 3) y/o α-(1  2) (Izydorczyk y Biliaderis, 1995). Es relevante mencionare que estos 

compuestos conforman la mayor parte de la fracción soluble de la fibra del maíz. 

El mecanismo por el cual se da el efecto benéfico de los prebióticos sobre las funciones 

inmunológicas sigue sin estar claro, sin embargo, se han propuesto varios modelos 

posibles (Markowiak y Śliżewska 2017): 

 Los prebióticos pueden regular la acción de las enzimas lipogénicas hepáticas al influir 

en el aumento de la producción de ácidos grasos de cadena corta (AGCC), como el 

ácido propiónico. 

 La producción de ácidos grasos de cadena corta (especialmente de ácido butírico) 

como resultado de la fermentación se identificó como un modulador de la acetilación 

de histonas, aumentando así la disponibilidad de numerosos genes para los factores de 

transcripción. 

 La modulación de la producción de mucina. 

 Se demostró que fructooligosacaridos y varios otros prebióticos causan un aumento 

en el recuento de linfocitos y/o leucocitos en los tejidos linfoides asociados al intestino 

(GALT) y en la sangre periférica. 

 Aumento de la secreción de IgA por los GALT puede estimular la función fagocítica 

de los macrófagos intrainflamatorios.  
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Figura 5. (A) Establecimiento de consorcios sintróficos en el ecosistema del colon humano. (B) Principales 

rutas metabólicas bacterianas de la fermentación de oligosacáridos y de alimentación metabólica cruzada. 

Tomado de Candela et al. 2010. 

En la Figura 5 se aprecian los consorcios de bacterias que interactúan para metabolizar la 

fibra dietaria y las principales rutas de producción de ácidos grasos de cadena corta a partir 

de diferentes fibras. Los polisacáridos complejos insolubles se convierten en ácidos grasos 

de cadena corta y oligosacáridos solubles por las bacterias degradantes primarias, que se 

caracterizan por la presencia de enzimas específicas que no se comparten con otras 

bacterias comensales. Los productos finales de fermentación primaria alimentan 

diferentes mecanismos de alimentación cruzada por medio de los cuales las bacterias 

degradadoras secundarias originan una gran cantidad de ácidos grasos de cadena corta 

(Candela et al. 2010).  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

El desarrollo de una bebida inocua de maíz germinado fermentado, con propiedades 

probióticas y nutrimentalmente superior con respecto a las bebidas tradicionales 

representa beneficios para el bienestar de la población mexicana de más bajos recursos, 

que tienen la cultura del consumo del maíz fermentado. Además, ciertas poblaciones que 

tienen restringido el consumo de lácteos como personas propensas a hipercolesterolemia, 

intolerantes a la lactosa, con alergia a las proteínas lácteas y veganos, podrán tener una 

opción de un alimento probiótico que promueva su salud intestinal y una nutrición más 

completa.  

Se ha investigado la microbiota en fermentación espontánea del maíz y se han aislado e 

identificado microorganismos probióticos e inclusive se han fermentado de manera 

controlada el maíz cocido y nixtamalizado con dichos microorganismos. Sin embargo, no 

existen estudios especializados en la fermentación del maíz germinado con probióticos. 

Con el presente trabajo se obtendrá conocimiento sobre como los procesos de 

germinación y fermentación en conjunto afectan la calidad nutrimental del maíz. Por otra 

parte, es un hecho que el proceso de germinación del maíz cambia sustancialmente las 

características de la matriz, debido a que durante este proceso fisiológico se forman 

enzimas, se desdoblan almidones y aumenta ligeramente la proteína, esto puede afectar 

la dinámica de fermentación, la viabilidad y las características de los probióticos, sin 

embargo, tampoco existen reportes del efecto de la fermentación del maíz germinado en 

las características funcionales de dichos microorganismos, por lo cual el estudio de dicho 

efecto es uno de los objetivos de este trabajo.
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4. HIPÓTESIS 

 

La fermentación de maíz germinado permite la obtención de una bebida con un contenido 

de microorganismos probióticos en al menos 6 ciclos logarítmicos, sanitaria y con alto 

valor nutritivo. 
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5. OBJETIVO 

 

Desarrollar un proceso de fermentación para obtener una bebida probiótica a base de maíz 

germinado y evaluar sus características nutricias, probióticas y sanitarias. 

 

5.1. Objetivos particulares 

 Seleccionar microorganismos evaluando sus características. 

 Definir las condiciones de pretratamiento y el tiempo de germinación para obtener 

germinado de maíz nutritivo y fermentable. 

 Optimizar un proceso de fermentación de maíz con los microorganismos 

seleccionados, para obtener una bebida con una cuenta de probióticos de al menos 

6 logaritmos.  

 Caracterizar nutrimental y fisicoquímicamente la bebida probiótica fermentada. 
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6. CAPÍTULO 1. EVALUACIÓN DE LA FUNCIONALIDAD DE 

MICROORGANISMOS COMO PROBIÓTICOS  

 

6.1. Resumen 

Se compararon las características probióticas de: resistencia a barreras biológicas (fluidos 

gástricos e intestinales), adhesión a epitelio intestinal y resistencia a antibióticos de 16 

bacterias ácido-lácticas y posteriormente se evaluó su capacidad para fermentar fibras 

alimentarias y producir ácidos grasos de cadena corta. Se encontró que Lactobacillus 

acidophilus DSM 17742, L. plantarum V3, L. acidophilus ATCC 4356, L. plantarum 

LMG P-20353, L. plantarum 299v y L. casei LMG P-20352 sobrevivieron a las 

condiciones gástricas y del intestino in vitro y mostraron ser adherentes a las células 

CaCo2. L. acidophilus ATCC 4356 y L. casei LMG P-20352 mostraron resistencia a la 

mayoría de los antibióticos probados, los resultados sugieren que son mutantes resistentes. 

L. plantarum V3 y L. acidophilus DSM 17742 fueron las bacterias con mejores 

características probióticas entre las cepas evaluadas, también fueron capaces de crecer 

tanto en inulina como en fibra de maíz soluble y fueron capaces de producir ácidos grasos 

de cadena corta (AGCC). 

6.2. Introducción 

En 2001, la Administración de Fármacos y Alimentos de los Estados Unidos y la 

Organización Mundial de la Salud definieron conjuntamente el término probiótico como 

“microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas confieren 

beneficios a la salud del huésped”. Entre los efectos más notables, se ha demostrado que 

algunas especies de bacterias probióticas pueden influir en la composición de la microbiota 

intestinal y modular el sistema inmunitario del huésped (Reid 2016). Hoy en día, muchos 

cultivos puros bacterianos están disponibles para aplicaciones alimenticias y 

farmacéuticas, sin embargo, la declaración de probióticos, propiedades, funcionalidad y 

beneficios que se pueden obtener al ingerir, son atribuibles a cepas particulares y no se 

pueden extrapolar a otras cepas, incluso dentro de la misma especie (Pineiro y Stantont 

2007). 

Debido a los beneficios nutricionales asociados con la modulación de la microbiota, los 

alimentos son el principal vehículo para los pro- y pre-bióticos. Los ingredientes 
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alimentarios clasificados como prebióticos no deben hidrolizarse ni absorberse en el tracto 

gastro-intestinal superior, deben ser un sustrato selectivo para una o un número limitado 

de bacterias del colon, deben alterar la composición de la microbiota en el colon a una más 

saludable y deben inducir efectos luminales o sistemáticos beneficiosos para la salud del 

huésped (Gibson y Roberfroid 1995). Los prebióticos son fibras dietéticas y los más 

tradicionales y bien estudiados son inulina, fructo-oligosacáridos y galacto-oligosacáridos 

(Rajendran et al. 2017). 

El término sinbiótico se usa cuando un producto contiene probióticos y prebióticos, 

específicamente, este término se refiere a alimentos o bebidas en los que el compuesto 

prebiótico favorece selectivamente al compuesto probiótico (Schrezenmeir y de Vrese 

2001). Una combinación apropiada de ambos componentes en un solo producto debe 

garantizar un efecto superior en comparación con la actividad del probiótico o prebiótico 

de manera individual. La combinación de bacterias de los géneros Bifidobacterium o 

Lactobacillus con fructooligosacáridos o inulina en productos simbióticos parece ser la 

más popular (Markowiak y Slizewska 2017); Sin embargo, considerando la gran cantidad 

de combinaciones posibles, la aplicación de simbióticos para la modulación de la 

microbiota intestinal en humanos, entre otros beneficios para la salud, parece prometedora. 

Por ejemplo, los arabinoxilanos son oligosacáridos que constituyen una fracción 

importante de los polisacáridos de la pared celular de los cereales (Izydorczyk y Biliaderis 

1995). Muchos cereales contienen cantidades importantes de arabinoxilanos, sin embargo, 

el maíz se destaca por tener un 21% en su fibra, todos ellos en la fracción soluble (Ayala-

Soto et al. 2014). Las fibras de maíz son ingredientes comunes en los productos 

alimenticios, pero han sido menos estudiadas con respecto a su función prebiótica. El 

objetivo de este capítulo fue seleccionar bacterias en función de las características 

probióticas (resistencia a los fluidos gástricos e intestinales, adherencia al epitelio 

intestinal, susceptibilidad a los antibióticos), y probar su capacidad para fermentar inulina 

y fibra de maíz soluble. 
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6.3. Materiales y Métodos 

6.3.1. Cepas y condiciones de cultivo 

Las cepas de bacterias probadas y su proveedor se enumeran en la Tabla 5, e incluye 6 

cultivos iniciadores comerciales (SACCO) y 10 cepas de recolección de cultivos, incluidos 

como controles 2 bacterias probióticas ampliamente estudiadas (L. plantarum 299v y L. 

rhamnosus GG). Para obtener un stock de bacterias, las cepas liofilizadas se cultivaron tres 

veces en caldo MRS (Difco, Sparks, MD, EE. UU.) a 37 °C durante 18 h, mientras que los 

cultivos crio-conservados que fueron donados se cultivaron dos veces en las mismas 

condiciones. Las bacterias se almacenaron a -80 ° C en solución salina de buffer de fosfatos 

(PBS) con glicerol al 20%. Antes de cada prueba las bacterias se cultivaron en caldo MRS 

durante 18 h a 37 °C para obtener un cultivo activo. 

Tabla 5. Microorganismos puestos a prueba, la fuente de donde se obtuvieron y su código asignado. 

Especies Colección* Cepa Código 

Lactobacillus plantarum DSM 9843 (299v) 299v 

Lactobacillus plantarum ATCC 14917 Lp 17 

Lactobacillus plantarum Sacco (LMG) P-20353 B112 

Lactobacillus plantarum Sacco V3 V3 

Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 (GG) GG 

Lactobacillus rhamnosus Sacco (DSM) 21690 SP1 

Lactobacillus delbrueckii ATCC 11842 Ld42 

Lactobacillus delbrueckii Sacco (DSM) 21471 SP5 

Lactobacillus delbrueckii ATCC 9649 Ld49 

Lactobacillus casei ATCC 393 Lc93 

Lactobacillus casei LMG  6904 Lc04 

Lactobacillus casei Sacco (LMG) P-20352 B93 

Leuconostoc mesenteroides ATCC  10830a Lm0a 

Lactobacillus acidophilus Sacco (DSM) 17742 La3 

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 La56 

Lactococcus lactis ATCC 11454 Ll54 

*DSM: colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celuláres GmbH. 

ATCC: Colección Americana de Cultivos Tipo. LMG: Colección Bacteriana del 

Laboratorio de Microbiología de la Universidad Ghen. Sacco: cultivos lácticos 

comerciales (SACCO S.R.L., Italy) incluyendo su número de depósito de 

colección cuando lo hay. 

6.3.2. Resistencia a fluidos gástricos e intestinales simulados 

Todas las bacterias en la Tabla 5 se probaron para determinar la resistencia a los fluidos 

gástricos e intestinales in vitro según el método de Guan (2017) con algunas 
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modificaciones. Las bacterias se cultivaron durante 18 h a 37 ° C. Las células de 2 ml de 

cultivo se recolectaron mediante centrifugación a 8000 rpm durante 5 minutos y se lavaron 

en solución salina estéril (0.5%). Las células se suspendieron en solución salina para 

ajustar la turbidez al No. 5 de McFarland (109 UFC / ml). Las suspensiones de cultivo se 

diluyeron en solución salina (200 y 1800 µl respectivamente) para obtener el recuento 

inicial. El número de unidades formadoras de colonias se determinó realizando diluciones 

en serie en solución salina con peptona, seguido de la siembra en superficie de 100 µl en 

agar MRS. 

Para evaluar la resistencia a los fluidos gástricos, se inocularon 200 µl de suspensión de 

cultivo de bacterias en 1800 µl de solución gástrica simulada (0,5% de NaCl, 0,3% de 

pepsina (Sigma-Aldrich MO, EE. UU.), pH 2.5). Se evaluó la supervivencia después de 

1.5 h de incubación a 37 ° C y se determinaron las unidades formadoras de colonia bajo 

las condiciones mencionadas anteriormente. 

La solución intestinal simulada consistió en 0.5% de NaCl, 0.2% de pancreatina (Sigma-

Aldrich, MO, EE. UU.) y 0.5% de sales biliares (MCD Lab, México) a un pH ajustado a 

8.0. Se inoculó un volumen de 200 µl de suspensión de cultivo de bacterias en 1800 µl de 

solución intestinal simulada y se incubó 2h a 37 ° C. Después de eso, se determinó la 

supervivencia bacteriana en unidades formadoras de colonia. 

6.3.3. Sensibilidad a antibióticos 

Para los siguientes experimentos se seleccionaron las seis cepas más resistentes de acuerdo 

con los resultados de supervivencia fluidos gástricos e intestinales. Se siguió el método de 

difusión en disco (Bauer et al. 1966) para evaluar la resistencia a antibióticos, y se realizó 

de acuerdo con las pautas del Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio (CLSI, 2007). 

El cultivo previamente activado se sembró en placa en agar MRS y se incubó 48 ha 37 ° 

C, después de eso, las colonias se tomaron en PBS hasta que la turbidez coincidió con el 

estándar de 0.5 de McFarland. Inmediatamente, se inoculó el cultivo estandarizado en agar 

MRS con un hisopo en tres direcciones y luego se aplicó un disco con múltiples 

antibióticos (Bio-Rad S.A., México). Cada multidisco de antibiótico contenía: cefalotina, 

30 µg; eritromicina, 15 µg; trimetoprima + sulfametoxazol, 25 µg; ceftriaxona, 30 µg; 

netilmicina, 30 µg; cloranfenicol, 30 µg; ampicilina, 10 µg; enoxacina, 10 µg; penicilina, 
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10 µg; amikacina, 30 µg; gentamicina, 10 µg; y dicloxacilina, 1 µg. Las placas con discos 

de antibióticos se incubaron a 37 °C en condiciones anaeróbicas. Después de 24h, se 

midieron con vernier los diámetros de las zonas de inhibición. Como control de calidad, 

se incluyó Staphylococcus aureus ATCC 25923 en las pruebas como cepa de referencia 

positiva usando agar Mueller-Hinton y leyendo los resultados después de 18 h de 

incubación. Los diámetros de las zonas de inhibición se clasificaron como susceptibles, 

intermedios o resistentes según Bruslik et al., (2015). La interpretación de los resultados 

de Staphylococcus aureus se realizó de acuerdo con las tablas de puntos de quiebre 

publicados en las guías del Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI por 

sus siglas en inglés) (CLSI 2019). 

6.3.4. Adhesión a las células Caco-2 

Para esta prueba se preparó un cultivo activo como se describió previamente, se centrifugó 

a 3300g por 5 min y se lavó dos veces con solución salina de buffer de fosfatos; finalmente, 

las bacterias se resuspendieron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)–F-12 

(Invitrogen) con ajuste de pH a 4.5 y se diluyeron 1:10. La línea celular Caco-2, comprada 

en la Colección Americana de Cultivos, se cultivó en medio DMEM-F-12 con 5% de suero 

fetal bovino (FBS) en placas de cultivo a 37 ° C con 5% de CO2 y 90% de humedad 

relativa. Se alcanzó una confluencia del 90% una semana después de la siembra, se 

contaron las células para inocular placas de cultivo de tejidos de 24 pocillos en una 

concentración de 1x105 células por pocillo. Los cultivos se incubaron en medio DMEM-

F12 con FBS al 5% para obtener confluencia y se mantuvieron durante 2 semanas más 

antes de su uso en los ensayos de adhesión. El medio de cultivo celular se cambió cada 2 

días. 

Los experimentos para evaluar la adhesión de cepas de lactobacilos se llevaron a cabo 

mediante ensayo de adhesión descrito por Lebeer et al. (2012). Para el ensayo de adhesión 

se retiró el medio y cada pocillo se inoculó con 0.5 ml de cultivo bacteriano y las células 

se dejaron en incubación a 37 °C durante 1.5 h. Las células se enjuagaron dos veces con 

PBS precalentado a 37 ° C y se trataron con tritón X-100 al 1% (Sigma, EE. UU.). A 

continuación, se tomaron 0.2 ml de suspensión celular, se preparó un conjunto de 

diluciones en serie y se sembró en placa en agar MRS. Se contaron las colonias después 
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de la incubación a 37 °C durante 48 h. El porcentaje de adhesión se calculó comparando 

el número total de colonias bacterianas contadas después de la adhesión con el número de 

colonias bacterianas en la suspensión añadida a los pocillos de la placa de cultivo de 

tejidos. Se incluyó Salmonella enterica ATCC 13311 en la prueba de adhesión como 

control. Se realizaron tres experimentos independientes en los que todas las cepas se 

probaron por triplicado. 

6.3.5. Fermentación de prebióticos 

Se seleccionaron las dos cepas que exhibieron el mejor comportamiento en todas las 

pruebas anteriores para evaluar su capacidad de fermentar fibras prebióticas. En este 

experimento se utilizaron dos fibras: inulina (Orafti® HIS, Beneo), que es un prebiótico 

bien reconocido y estudiado; y fibra soluble de maíz (PROMITOR ™ Soluble Corn Fiber 

85, Tate & Lyle). Las formulaciones de los caldos MRS del control, inulina y fibra soluble 

de maíz (SCF) se muestran en la Tabla 6. A manera de control se usó la formulación típica 

de caldo MRS con solo una modificación, se usó la mitad del contenido de dextrosa típico   

para limitar la disponibilidad del azúcar, debido a que la concentración habitual podría 

evitar que se observara la fase de muerte en las curvas de crecimiento. Los medios de 

cultivo con prebióticos se formularon teniendo en cuenta la pureza declarada por el 

fabricante de la fibra y el contenido de azúcar residual, para probar la misma concentración 

de estos componentes en los caldos (la pureza de la inulina y la SCF fue de 88% y 87.5%; 

y el contenido de azúcar de 12 y 2% respectivamente). El contenido final de azúcar en 

medios con inulina o SCF fue de 2.4 g / L. Debido a su menor contenido de azúcar, la 

formulación de fibra soluble de maíz se complementó con dextrosa para igualar la 

concentración de azúcar del medio con inulina. 

Tabla 6. Composición de los medios de cultivo MRS para la prueba de (g/L). 

Ingrediente Control Inulina SCF* 

Peptona 10.0 10.0 10.0 

Extracto de res 10.0 10.0 10.0 

Extracto de levadura 5.0 5.0 5.0 

Dextrosa 10.0 - 2.0 

Inulina / SCF - 20.0 18.0 

Polysorbato 80 1.0 1.0 1.0 
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Citrato de amonio 2.0 2.0 2.0 

Acetato de sodio 5.0 5.0 5.0 

Sulfato de magnesio 0.1 0.1 0.10 

Sulfato de maganeso 0.05 0.05 0.05 

Fosfato dipotásico 2.0 2.0 2.0 

*SCF: Fibra soluble de maíz    

 

Teniendo en cuenta que los prebióticos son fermentados por los probióticos después de su 

paso por el intestino delgado, todos los medios de cultivo fueron sometidos a digestión 

simulada según un método reportado anteriormente (Wang et al. 2017) con algunas 

modificaciones. Primero, se hirvieron y templaron a temperatura ambiente 250 ml de 

caldos recién preparados, se ajustó el pH de cada medio a 6.9, se añadieron 65 mg de α-

amilasa y posteriormente los caldos se incubaron a 37 °C, a 150 rpm durante 5 min. Luego, 

el pH se ajustó a 2.0, se añadieron 125 mg de pepsina seguido de incubación a 37 °C, a 

150 rpm durante 30 min. Finalmente, el pH se ajustó a 5.3, se añadieron 125 mg de 

pancreatina y la incubación se llevó a cabo a 37 °C, a 150 rpm durante 30 min. 

Transcurrido el tiempo, los caldos se esterilizaron en autoclave para evitar la fermentación 

por bacterias distintas de la cepa para probar. 

Los caldos se inocularon con cultivo activo a aproximadamente 3x104 UFC / ml y luego 

se incubaron 48 h a 37 °C en una incubadora con vacío (VWR, México) para fermentar en 

condiciones anaeróbicas. Se tomaron muestras a las 0, 4, 8, 12, 20, 28, 36, 48 h y se 

examinaron para determinar la acidez titulable (expresada como contenido de ácido 

láctico), °Brix y pH. Una fracción de cada muestra se almacenó a -20 °C para posterior 

análisis de los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) y para la PCR. El contenido de 

bacterias durante la fermentación se cuantificó por PCR cuantitativa en tiempo real. El kit 

DNeasy microbiano UltraClean (Qiagen) se usó de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante para extraer ADN de 1.8 ml de muestra de caldo fermentado. Para la extracción 

del ADN, las células se lisaron a través de una combinación de fuerza mecánica, calor y 

detergente, se unen a un filtro de sílice y se lavan. El ADN resultante se recupera en 50 µl 

de solución tampón Tris. Se usaron los cebadores LacF (secuencia 5´-

GGAAACAGRTGCTAATACCG-3´) y LacR (secuencia 5´-

CACCGCTACACATGGAG-3´) (Eurofins), que reconocen el gen 16S rRNA de todas las 
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bacterias del genero Lactobacillus (Walter et al., 2001). Las reacciones de amplificación 

se llevaron a cabo en un volumen total de 25 µl que contenía una mezcla de SYB Green 

(Applied Biosystems), ambos cebadores (cada uno a una concentración de 500 nM), 15 ng 

de ADN purificado y agua molecular. La amplificación (10 min a 95 °C, seguida de 35 

ciclos de 10 s a 95 °C, 15 s a 61 °C y 20 s a 72 °C) y la detección se llevaron a cabo en un 

Rotor-Gene 3000 (Corbett Research). La cantidad de ADN genómico extraído se 

determinó por espectrofotometría ultravioleta a 260 nm (NanoDrop®, EE. UU.) y la 

pureza se verificó por electroforesis en gel de agarosa y tinción con bromuro de etidio. El 

umbral del ciclo (CT) se calculó como el número de ciclo en el que la reacción se volvió 

exponencial. El umbral del ciclo de cada muestra se comparó luego con una curva estándar 

hecha mediante la dilución del ADN genómico de los cultivos de L. plantarum 299v. 

6.3.6. Formación de ácidos grasos de cadena corta. 

Se usó cromatografía de gases para identificar si las bacterias seleccionadas eran capaces 

de producir ácidos grasos de cadena corta durante la fermentación de las fibras. Los medios 

de cultivo fermentados se centrifugaron a 4 °C a 10.000 rpm durante 10 minutos y se 

filtraron a través de filtros de jeringa de PTFE hidrófilo de tamaño de poro de 0.45 µm 

(Shimadzu, USA) para purificarlos. 

El análisis cromatográfico se realizó utilizando un sistema GC Agilent 6850 equipado con 

un detector de ionización de llama (FID) y un muestreador automático de líquidos 

(Agilent, EE. UU.). Se empleó una columna de polietilenglicol modificado con ácido 

nitrotereftálico (HP-FFAP, J&W Scientific, Agilent Technologies Inc., EE. UU.) de 25 m 

de largo x 0.32 mm de diámetro interno recubierta con una película de 0.50 μm de grosor. 

Se suministró helio como gas acarreador a una velocidad de flujo de 1.0 ml / min. La 

temperatura inicial del horno fue de 120 °C, se mantuvo durante 2.0 min, posteriormente 

se elevó hasta 240 °C a velocidad de 15 °C /min y se mantuvo esta temperatura durante 

5.0 min. Se insertó lana de vidrio (Supelco) en el liner de vidrio del puerto de inyección. 

La temperatura del FID y el puerto de inyección fueron de 300 y 240 °C, respectivamente. 

Los caudales de hidrógeno, aire y helio como gas de reposición fueron 40, 400 y 14 ml / 

min, respectivamente. El volumen de muestra inyectado para el análisis de GC fue de 1 μl, 

y el tiempo de ejecución para cada análisis fue de 20.7 min. El manejo de datos se realizó 
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con un software OpenLAB CDS ChemStation (Agilent). Una mezcla de solución estándar 

analítica (Supelco, EE. UU.) que contiene ácido fórmico, ácido acético, ácido propiónico, 

ácido isobutírico, ácido butírico, ácido isovalérico, ácido valérico, ácido isocaproico, ácido 

hexanoico y ácido n-heptanoico, todos ellos a una concentración de 10 mM, se utilizó para 

identificar AGCC en cromatogramas por sus tiempos de retención específicos. La solución 

estándar stock se almacenó a 4 ° C hasta su uso. Se obtuvieron curvas de calibración 

individuales para cada compuesto usando la mezcla AGCC, para esto, el día del análisis la 

solución estándar se diluyó adecuadamente para dar concentraciones en serie que cubren 

el rango deseado. A partir de los cromatogramas, el área bajo la curva se graficó frente a 

la concentración del AGCC para obtener la ecuación de la curva para cada compuesto. 

6.3.7. Análisis estadístico 

Todas las pruebas se realizaron al menos tres veces como repeticiones independientes y 

todos los datos se muestran como media ± desviación estándar. Las diferencias 

significativas entre cepas, tiempos o tratamientos se evaluaron mediante análisis de 

varianza unidireccional (ANOVA) y prueba de Tukey. El nivel de significancia estadística 

se definió como p < 0.05. Los datos se analizaron en el software estadístico Minitab 17. 

6.4. Resultados 

6.4.1. Resistencia a fluidos gástricos e intestinales simulados. 

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la reducción en los recuentos de bacterias 

después la incubación de cada cepa en condiciones gástricas o intestinales simuladas. Los 

recuentos de cultivo iniciales fueron de 7.2 ± 0.6 log (UFC / ml) para todas las pruebas. 

Las bacterias más resistentes a las condiciones gástricas fueron Lactobacillus acidophilus 

La3, L. plantarum V3, L. acidphilus L56, L. plantarum B112, L. plantarum 299v y L. casei 

B93 en ese orden. Al comparar entre especies, se pudo notar que ambas cepas de L. 

acidophilus se encontraban entre las reducciones más bajas en la viabilidad después de 

exponerse a condiciones gástricas; por el contrario, las tres cepas de L. delbrueckii pueden 

agruparse entre las reducciones más altas. No obstante, considerando todo el conjunto de 

datos, los resultados sugieren un comportamiento dependiente de la cepa en lugar de uno 

dependiente de la especie, como la evidencia de L. plantarum con 5 cepas que muestran 
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resultados de supervivencia altamente variados. Por otro lado, ninguna de las cepas mostró 

una disminución dramática en los recuentos viables después de su incubación en 

condiciones intestinales. L. plantarum B112, L. casei Lc93, L. acidophilus La3, L. 

plantarum Lp17, L. casei Lc04 y L. delbrueckii SP5 fueron las cepas más resistentes al 

fluido intestinal. Debido a su baja reducción después de exponerse a las condiciones del 

tracto gástrico e intestinal, las bacterias L. acidophilus La3, L. plantarum V3, L. acidphilus 

L56, L. plantarum B112, L. plantarum 299v y L. casei B93 fueron seleccionadas para 

evaluar su resistencia a los antibióticos y capacidad de adhesión a células CaCo-2. 

Tabla 7. Reducción logarítmica de bacterias tras su exposición a condiciones gástricas o intestinales in vitro. 

Bacteria Código Gástricas      Intestinales 

Lactobacillus acidophilus La3 1,05 ± 0,31 i 0,10 ± 0,02 f 

Lactobacillus acidophilus La 56 2,03 ± 0,13 h 1,61 ± 0,14 a 

Lactobacillus casei B 93 5,11 ± 0,45 e,f 0,81 ± 0,17 b 

Lactobacillus casei Lc 93 7,63 ± 0,08 a 0,07 ± 0,01 f 

Lactobacillus casei Lc 04 5,47 ± 0,39 e 0,12 ± 0,05 f 

Lactobacillus delbrueckii SP 5 6,82 ± 0,28 b,c 0,16 ± 0,02 e,f 

Lactobacillus delbrueckii Ld 42 6,65 ± 0,40 b,c,d 0,37 ± 0,09 c,d,e 

Lactobacillus delbrueckii Ld 49 6,35 ± 0,03 c,d 1,00 ± 0,04 b 

Lactobacillus plantarum V3 1,76 ± 0,89 h,i 0,21 ± 0,06 d,e,f 

Lactobacillus plantarum B 112 4,10 ± 0,40 g 0,05 ± 0,01 f 

Lactobacillus plantarum 299 v 4,50 ± 0,35 f,g 0,18 ± 0,04 e,f 

Lactobacillus plantarum Lp 29 5,69 ± 0,21 d,e 0,43 ± 0,07 c,d 

Lactobacillus plantarum Lp 17 6,98 ± 0,41 a,b,c 0,10 ± 0,01 f 

Lactobacillus rhamnosus SP 1 6,98 ± 0,30 a,b,c 0,52 ± 0,15 c 

Lactobacillus rhamnosus Lr 03 7,33 ± 0,02 a,b 0,25 ± 0,04 d,e,f 

Lactococcus lactis Ll 54 7,02 ± 0,18 a,b,c 0,36 ± 0,03 c,d,e 

Leuconostoc mesenteroides Lm 0a 7,49 ± 0,27 a,b 0,17 ± 0,01 e,f 

*Medias en la misma columna que no comparten letra son significativamente diferentes (ANOVA-Tukey p 

< 0.05). 

6.4.2. Sensibilidad a los antibióticos 

Los perfiles de susceptibilidad a antibióticos de Lactobacillus plantarum V3, L. 

acidophilus La3, L. casei B93, L. plantarum B112, L. plantarum 299v, L. acidophilus 

La56 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 (control) se muestran en la Tabla 8. Todas 

las cepas de Lactobacillus fueron resistentes a cefalotina, ampicilina, enoxacina, 
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penicilina, amikacina, gentamicina y dicloxacilina.  L. acidophilus 56 fue la cepa más 

resistente a los antibióticos, teniendo sensibilidad intermedia para la ceftriaxona y el 

cloranfenicol y resistente para el resto de los antibióticos probados. L. casei B93 fue el 

único lactobacilo resistente a la ceftriaxona, en adición, fue resistente a la netilmicina como 

L. acidophilus 56. Por otro lado, L. plantarum 299v fue la cepa más susceptible a 

antibióticos, resultando con sensibilidad intermedia para eritromicina y netilmicina y 

siendo susceptible a trimetoprima + sulfametoxazol, ceftriaxona y cloranfenicol; es 

notable que fue la única cepa de lactobacilos susceptible a trimetoprima + sulfametoxazol. 

Los perfiles de L. plantarum B112 y L. plantarum 299v fueron similares, excepto para 

trimetoprima + sulfametoxazol. Lactobacillus plantarum V3 y L. acidophilus La3 

presentaron el mismo perfil de susceptibilidad a antibióticos: sensible a la ceftriaxona; 

intermedio para eritromicina, netilmicina y cloranfenicol; y resistente a todos los demás 

antibióticos probados.  
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Tabla 8. Perfil de resistencia a antibióticos de las bacterias Lactobacillus plantarum V3, L. acidophilus La3, L. casei B93, L. plantarum B112, L. plantarum 299v, 

L. acidophilus 56 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 (control). 

 Diámetro del halo de inhibición (mm) 

Cepa CF* E SXT CRO NET CL AM ENX PE AK GE DC 

V3 0 ± 0 17.3 ± 0.2 (I)  0 ± 0 28.9 ± 0.2 (S) 12.6 ± 0.1 (I) 19.1 ± 0.4 (I) 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

La3 0 ± 0 15.4 ± 0.3 (I) 0 ± 0 27.7 ± 0.3 (S) 11.9 ± 0.2 (I) 17.6 ± 0.2 (I) 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

B93 0 ± 0 24.0 ± 0.5 (S) 0 ± 0 0.0 ± 0.0 (R) 10.7 ± 0.2 (R) 26.7 ± 0.1 (S) 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

B112 0 ± 0 17.7 ± 0.4 (I) 0 ± 0 36.1 ± 0.1 (S) 11.2 ± 0.3 (I) 27.3 ± 0.1 (S) 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

299v 0 ± 0 14.9 ± 0.1 (I) 24.6 ± 0.3 (S) 31.8 ± 0.0 (S) 11.2 ± 0.3 (I) 25.6 ± 0.1 (S) 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

La56 0 ± 0 0.0 ± 0.0 (R) 0 ± 0 18.2 ± 0.0 (I) 8.3 ± 0.4 (R) 9.1 ± 0.0 (I) 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

Control 22.5 ± 0.6 19.7 ± 0.1 (I) 28.7 ± 0.1 (S) 16.6 ± 1.2 (I) 22.8 ± 0.4 (S) 22.8 ± 0.2 (S) 0 ± 0 23.3 ± 0.5 0 ± 0 22.6 ± 0.5 19.6 ± 0.0 0 ± 0 

* CF: cefalotina (30 µg); E: eritromicina (15 µg); SXT: trimetroprima-sulfametoxasol (25 µg); CRO: ceftriaxona (30 µg); NET: netilmicina (30 µg); CL: 

cloranfenicol (30 µg); AM: ampicilina (10 µg); ENX: enoxacina (10 µg); PE: penicilina (10 µg); AK: amikacina (30 µg); GE: gentamicina (10 µg); DC: 

dicloxacilina (1 µg). 
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6.4.3. Adhesión a las células CaCo-2 

La Figura 6 presenta el porcentaje de adhesión a células CaCo-2 de las cepas con la mejor 

supervivencia gástrica e intestinal, mencionadas anteriormente. Todas las bacterias 

analizadas tienen la capacidad de aderise a las células CaCo-2. Lactobacillus plantarum 

V3 y Salmonella enterica ATCC 13311 mostraron la adhesión más alta, siguiendo en 

orden L. acidophilus La3, L. acidophilus La56, L. plantarum 299v, L. casei B93 y L. 

plantarum B112. Lactobacillus plantarum V3 no tuvo diferencias significativas con 

Salmonella enterica ATCC 13311, la bacteria de control positivo. También es interesante 

que todas las bacterias fueran tan adherentes como L. plantarum 299v o incluso mejores. 

 

Figura 6. Adhesión de las bacterias Lactobacillus plantarum V3, L. acidophilus La3, L. casei B93, L. 

plantarum B112, L. plantarum 299v, L. acidophilus 56 y Salmonella enterica ATCC 13311 (control) a 

células de epitelio intestinal humano Caco-2. Las medias sin letras en común dentro de la misma columna 

son significativamente diferentes (p < 0.05). 

6.4.4. Fermentación de prebióticos  

L. plantarum V3 y L. acidophilus La3 fueron seleccionados en base a que mostraron el 

mejor comportamiento en las evaluaciones in vitro de las características probióticas. Las 

cinéticas de crecimiento de las bacterias durante la fermentación de dextrosa, inulina o 

fibra de maíz soluble, se observan en la Figura 7. En los tratamientos control se añadió 

dextrosa en una cantidad limitada para apreciar la fase de muerte, evidenciada en la Figura 

7 como una disminución en el crecimiento. Se demostró la capacidad de la inulina y la 
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SCF para soportar el crecimiento de L. plantarum V3 y L. acidophilus La3. Todos los 

tratamientos prebióticos manifiestan un crecimiento diauxico durante la fermentación, un 

tipo de crecimiento que a menudo se observa cuando los microorganismos se cultivan en 

un medio químicamente definido que contiene dos azúcares. L. plantarum V3 y L. 

acidophilus La3 pudieron crecer en ambas fibras y el mayor crecimiento se logró con L. 

acidophilus La3 en medio con SCF. L. plantarum V3 exhibe un crecimiento máximo 

similar en ambas fibras, pero la adaptación, vista como la duración de la segunda fase de 

lag, fue más rápida en el medio con SCF. Por otro lado, L. acidophilus La3 presenta un 

mayor crecimiento y una adaptación más rápida en SCF que en inulina. 
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b)  

Figura 7. Cinética del crecimiento durante la fermentación de dextrosa (control), inulina o fibra de maíz 

soluble (SCF) por Lactobacillus plantarum V3 (a) y Lactobacillus acidophilus La3 (b). Tratamientos con 

letras diferentes significa que son significativamente diferentes para el mismo tiempo (p < 0.05). 

 

En la Tabla 9 se muestran los parámetros fisicoquímicos de las fermentaciones de 

prebióticos. El cambio en el pH con el tiempo varió con el tratamiento, pero no entre las 

bacterias. Ambos controles mostraron una disminución más pronunciada en el pH que los 

tratamientos con prebióticos. Mientras tanto, la acidez aumentó durante las primeras 8 h 

de fermentación, luego, prácticamente no hubo cambios, excepto para L. plantarum V3 

en el medio control, donde la acidez aumentó durante las primeras 12 h. Además, se 

aprecia que L. plantarum V3 mostró una mayor acidez en comparación con L. acidophilus 

La3 para cada tratamiento. L. acidophilus La3 prácticamente no tuvo diferencia en la 

acidez entre tratamientos. Los °Brix no variaron mucho con respecto al tiempo para cada 

tratamiento. Ambos controles dieron valores de °Brix más bajos que los tratamientos con 

prebióticos y todos tratamientos con prebióticos no mostraron diferencias entre sí. 
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6.4.5. Producción de ácidos grasos de cadena corta 

Las concentraciones de AGCC durante la fermentación de dextrosa, inulina o SCF por L. 

plantarum V3 y L. acidophilus La3 se muestran en la Tabla 10. El ácido acético fue el 

AGCC principalmente producido en todas las fermentaciones, y consiste en 98.7% del 

total de AGCC cuantificados. Los ácidos isocaproico, isovalérico y butírico, en ese orden, 

fueron los más abundantes de los compuestos restantes. Los tratamientos que produjeron 

más AGCC fueron las fermentaciones de inulina con L. plantarum V3 o L. acidophilus 

La3. En contraste, los tratamientos con menos producción de AGCC fueron 

fermentaciones de dextrosa con L. plantarum V3 o L. acidophilus La3. La concentración 

de ácido acético disminuyó a lo largo del tiempo en las fermentaciones de dextrosa por 

L. plantarum V3 y L. acidophilus La3, pero permanecen constantes en las fermentaciones 

de inulina y SCF, como reflejo de esto, se observaron valores significativamente más altos 

de este compuesto después de 48 h de fermentación en los tratamientos con fibra que en 

los tratamientos con dextrosa. Mientras tanto, los contenidos de ácido propiónico 

permanecen constantes en las fermentaciones de inulina y SCF por L. plantarum V3 y en 

la fermentación de SCF por L. acidophilus La3, pero en la fermentación de inulina por L. 

acidophilus La3 el ácido propiónico desapareció en 12 y 28 h y finalmente se encontró 

en 48 h en alta cantidad. En el tiempo final, las fermentaciones de inulina mostraron un 

mayor contenido de ácido propiónico que las fermentaciones de dextrosa y SCF. El ácido 

butírico solo varió entre tratamientos a las 48 h, el contenido fue mayor en SCF por L. 

acidophilus La3 y menor en la fermentación de SCF por L. plantarum V3. No se 

encontraron diferencias significativas en la producción de ácidos acético, propiónico ni 

butírico entre bacterias para la misma fuente de carbono en ningún momento. 
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Tabla 9. Cambios en el pH, acidez y °Brix durante la fermentación de medios MRS con dextrosa, inulina o fibra soluble de maíz (SCF) por Lactobacillus plantarum 

V3 and Lactobacillus acidophilus La3. 

Bacteria/ 

análisis 

Fuente de 

carbono 

Tiempo (h) 

0 4 8 12 20 28 36 48 

Lactobacillus plantarum V3             
 
 

 

pH Dextrosa 5.31 ± 0.03 5.22 ± 0.09 4.35 ± 0.20 3.92 ± 0.01 3.92 ± 0.06 3.94 ± 0.01 3.97 ± 0.03 3.93 ± 0.03 

 Inulina 5.36 ± 0.05 5.26 ± 0.08 4.68 ± 0.07 4.62 ± 0.07 4.59 ± 0.09 4.60 ± 0.05 4.62 ± 0.05 4.59 ± 0.08 

 SCF 5.34 ± 0.04 5.22 ± 0.08 4.66 ± 0.14 4.50 ± 0.06 4.49 ± 0.06 4.52 ± 0.03 4.55 ± 0.03 4.52 ± 0.06 
                  

Acidez Dextrosa 0.57 ± 0.05 0.59 ± 0.05 1.08 ± 0.06 1.31 ± 0.08 1.34 ± 0.07 1.34 ± 0.07 1.35 ± 0.06 1.40 ± 0.08 

 Inulina 0.54 ± 0.00 0.60 ± 0.07 0.87 ± 0.05 0.86 ± 0.05 0.86 ± 0.05 0.86 ± 0.08 0.87 ± 0.05 0.89 ± 0.04 

 SCF 0.41 ± 0.20 0.47 ± 0.20 0.66 ± 0.31 0.65 ± 0.30 0.64 ± 0.29 0.67 ± 0.30 0.65 ± 0.30 0.66 ± 0.31 
                  

°Brix Dextrosa 5.09 ± 0.13 5.33 ± 0.32 5.27 ± 0.12 5.14 ± 0.07 5.42 ± 0.41 5.17 ± 0.11 5.27 ± 0.12 5.08 ± 0.15 

 Inulina 6.11 ± 0.31 6.34 ± 0.44 6.46 ± 0.19 6.42 ± 0.12 6.43 ± 0.16 6.39 ± 0.20 6.51 ± 0.13 6.37 ± 0.20 

 SCF 6.07 ± 0.31 6.29 ± 0.48 6.41 ± 0.11 6.36 ± 0.17 6.31 ± 0.19 6.36 ± 0.21 6.39 ± 0.09 6.28 ± 0.22 
                  

Lactobacillus acidophilus La3               

pH Dextrosa 5.35 ± 0.04 5.22 ± 0.07 4.38 ± 0.20 3.92 ± 0.02 3.91 ± 0.05 3.93 ± 0.03 3.93 ± 0.02 3.93 ± 0.02 

 Inulina 5.37 ± 0.05 5.25 ± 0.07 4.69 ± 0.10 4.62 ± 0.07 4.59 ± 0.08 4.61 ± 0.05 4.59 ± 0.07 4.60 ± 0.08 

 SCF 5.34 ± 0.05 5.23 ± 0.08 4.66 ± 0.13 4.49 ± 0.05 4.49 ± 0.06 4.52 ± 0.03 4.53 ± 0.03 4.52 ± 0.05 
                  

Acidez Dextrosa 0.31 ± 0.18 0.35 ± 0.18 0.50 ± 0.28 0.48 ± 0.27 0.48 ± 0.27 0.51 ± 0.29 0.50 ± 0.28 0.51 ± 0.29 

 Inulina 0.22 ± 0.14 0.25 ± 0.15 0.36 ± 0.22 0.35 ± 0.22 0.35 ± 0.22 0.36 ± 0.21 0.36 ± 0.22 0.36 ± 0.23 

 SCF 0.17 ± 0.10 0.20 ± 0.11 0.28 ± 0.16 0.27 ± 0.15 0.27 ± 0.15 0.29 ± 0.16 0.28 ± 0.16 0.29 ± 0.16 
                  

°Brix Dextrosa 5.22 ± 0.52 5.49 ± 0.32 5.42 ± 0.08 5.22 ± 0.12 5.22 ± 0.04 5.20 ± 0.12 5.29 ± 0.11 5.19 ± 0.18 

 Inulina 5.83 ± 0.46 6.31 ± 0.37 6.33 ± 0.16 6.33 ± 0.13 6.64 ± 0.37 6.32 ± 0.19 6.34 ± 0.12 6.27 ± 0.23 

 SCF 6.09 ± 0.39 6.59 ± 0.18 6.42 ± 0.18 6.39 ± 0.16 6.30 ± 0.21 6.34 ± 0.24 6.36 ± 0.19 6.31 ± 0.21 
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Tabla 10. Concentración de ácidos grasos de cadena corta (mMol/L) en cinéticas de fermentación de medios MRS con dextrosa, inulina o fibra soluble de maíz 

(SCF) por dos bacterias ácido lácticas. 

Bacteria/ 

Substrato 

Tiempo 

(h) 

Ácido          

acético 

Ácido 

propiónico 

Ácido   

isobutírico  

Ácido  

 butírico 

Ácido  

isovalerico 

Ácido       

valerico 

Ácido 

isocaproico 

Ácido  

caproico 

Ácido n-

heptanoico 

Lactobacillus plantarum V3 

Dextrosa 

0 87.98  ± 7.60a* 0.15  ± 0.05a* 0.11  ± 0.01a*+ 0.22  ± 0.02a* 0.15  ± 0.01a/ 0.16  ± 0.00a* 0.16  ± 0.01a* 0.00  ± 0.00* 0.11  ± 0.02a* 

12 67.60  ± 15.77ab* 0.02  ± 0.02b* 0.00  ± 0.00b* 0.16  ± 0.01a* 0.00  ± 0.00a* 0.00  ± 0.00a* 0.19  ± 0.04a* 0.00  ± 0.00* 0.03  ± 0.04a* 

28 57.60  ± 11.95ab+ 0.00  ± 0.00b* 0.00  ± 0.00b* 0.15  ± 0.07a* 0.00  ± 0.00a+ 0.06  ± 0.09a* 0.14  ± 0.03a+ 0.00  ± 0.00* 0.00  ± 0.00a* 

48 63.86  ± 7.32b*+ 0.00  ± 0.00b+ 0.00  ± 0.00b* 0.18  ± 0.13a*+ 0.08  ± 0.11a* 0.00  ± 0.00a+ 0.19  ± 0.00a* 0.00  ± 0.00+ 0.10  ± 0.07a*+ 

             
  

 
  

 
  

 
  

Inulina 

0 100.52  ± 13.11a* 0.48  ± 0.14a* 0.17  ± 0.04a* 0.18  ± 0.04a* 0.58  ± 0.10a* 0.13  ± 0.01a* 0.19  ± 0.02a* 0.12  ± 0.00ab* 0.05  ± 0.08a* 

12 80.14  ± 25.44a* 0.19  ± 0.27a* 0.09  ± 0.13a* 0.16  ± 0.02a* 0.42  ± 0.35a* 0.02  ± 0.02a* 0.23  ± 0.09a* 0.03  ± 0.04ab* 0.08  ± 0.04a* 

28 89.92  ± 1.52a* 0.16  ± 0.23a* 0.08  ± 0.11a* 0.15  ± 0.02a* 0.45  ± 0.00a* 0.00  ± 0.00a* 0.25  ± 0.04a* 0.00  ± 0.00b* 0.03  ± 0.04a* 

48 92,97  ± 12.57a* 0.48  ± 0.06a* 0.08  ± 0.11a* 0.18  ± 0.04a*+ 0.93  ± 0.79a* 0.50  ± 0.28a* 0.90  ± 0.54a* 0.51  ± 0.25a* 0.57  ± 0.32a* 

z 
              

  
    

SCF 

0 79.51  ±4.61a* 0.16   ±0.23a* 0.06  ± 0.08a*+ 0.23  ± 0.06a* 0.09  ± 0.13a/ 0.06  ± 0.08a* 0.11  ± 0.15a* 0.07  ± 0.10a* 0.08  ± 0.11a* 

12 85.84  ±7.74a* 0.00   ±0.00a* 0.00  ± 0.00a* 0.24  ± 0.04a* 0.04  ± 0.05a* 0.00  ± 0.00a* 0.19  ± 0.03a* 0.00  ± 0.00a* 0.03  ± 0.04a* 

28 83.09  ±8.28a* 0.00   ±0.00a* 0.00  ± 0.00a* 0.28  ± 0.02a* 0.04  ± 0.05a+ 0.00  ± 0.00a* 0.17  ± 0.04a*+ 0.03  ± 0.05a* 0.07  ± 0.05a* 

48 81.44  ±7.17a* 0.00   ±0.00a+ 0.00  ± 0.00a* 0.09  ± 0.15a+ 0.13  ± 0.18a* 0.00  ± 0.00a+ 0.19  ± 0.08a* 0.06  ± 0.09a*+ 0.10  ± 0.03a*+ 

Lactobacillus acidophilus La3 

Dextrosa 

0 91.93  ± 9.81a* 0.23  ± 0.13a* 0.00  ± 0.00+ 0.23  ± 0.01a* 0.17  ± 0.00a+/ 0.18  ± 0.03a* 0.20  ± 0.03a* 0.00  ± 0.00* 0.11  ± 0.01a* 

12 69.68  ± 3.71ab* 0.00  ± 0.00a* 0.00  ± 0.00* 0.16  ± 0.01a* 0.00  ± 0.00a* 0.00  ± 0.00b* 0.21  ± 0.02a* 0.00  ± 0.00* 0.04  ± 0.06a* 

28 58.26  ± 11.46ab+ 0.00  ± 0.00a* 0.00  ± 0.00* 0.17  ± 0.06a* 0.08  ± 0.11a+ 0.00  ± 0.00b* 0.19  ± 0.01a*+ 0.00  ± 0.00* 0.09  ± 0.02a* 

48 49.87  ± 21.87b+ 0.00  ± 0.00a+ 0.00  ± 0.00* 0.18  ± 0.03a*+ 0.08  ± 0.11a* 0.00  ± 0.00b+ 0.21  ± 0.01a* 0.00  ± 0.00+ 0.00  ± 0.00a+ 

   
  

 
  

 
  

 
  

 
  

 
  

 
  

 
  

 
  

Inulina 

0 96.03  ± 15.03a* 0.31  ± 0.06a* 0.17  ± 0.01a* 0.18  ± 0.04a* 0.49  ± 0.03a*+ 0.12  ± 0.00a* 0.21  ± 0.05b* 0.06  ± 0.09a* 0.12  ± 0.02a* 

12 88.28  ± 3.64a* 0.00  ± 0.00b* 0.00  ± 0.00b* 0.19  ± 0.00a* 0.44  ± 0.22a* 0.00  ± 0.00b* 0.28  ± 0.09b* 0.06  ± 0.09a* 0.09  ± 0.03a* 

28 80.31  ± 4.16a*+ 0.00  ± 0.00b* 0.00  ± 0.00b* 0.14  ± 0.05a* 0.26  ± 0.12a*+ 0.00  ± 0.00b* 0.19  ± 0.01b*+ 0.00  ± 0.00a* 0.12  ± 0.01a* 

48 83.28  ± 4.44a* 0.42  ± 0.05a* 0.15  ± 0.01a* 0.20  ± 0.07a*+ 0.61  ± 0.25a* 0.14  ± 0.05a*+ 0.49  ± 0.03a* 0.17  ± 0.06a*+ 0.19  ± 0.04a*+ 

   
  

 
  

 
  

 
  

 
  

 
  

 
  

 
  

 
  

SCF 

0 75.43  ± 11.47a* 0.00  ± 0.00* 0.00  ± 0.00+ 0.17  ± 0.04a* 0.09  ± 0.12a/ 0.11  ± 0.01a* 0.22  ± 0.01a* 0.00  ± 0.00a* 0.05  ± 0.08a* 

12 81.11  ± 7.25a* 0.00  ± 0.00* 0.00  ± 0.00* 0.20  ± 0.10a* 0.00  ± 0.00a* 0.00  ± 0.00b* 0.18  ± 0.00a* 0.00  ± 0.00a* 0.10  ± 0.02a* 

28 67.86  ± 9.64a*+ 0.00  ± 0.00* 0.00  ± 0.00* 0.19  ± 0.07a* 0.07  ± 0.10a+ 0.00  ± 0.00b* 0.20  ± 0.02a*+ 0.00  ± 0.00a* 0.09  ± 0.02a* 

48 71.76  ± 1.57a*+ 0.00  ± 0.00+ 0.00  ± 0.00* 0.31  ± 0.04a* 0.07  ± 0.10a* 0.00  ± 0.00b+ 0.18  ± 0.04a* 0.06  ± 0.08a*+ 0.08  ± 0.03a*+ 

Medias sin letras en común en la misma columna son significativamente diferentes entre el tiempo para cada fuente de carbono y bacteria (p < 0.05). Medias sin símbolos en 

común en la misma columna son significativamente diferentes entre fuentes de carbono para cada tiempo y bacteria (p < 0.05). 
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6.5. Discusión 

6.5.1. Resistencia a condiciones gástricas e intestinales 

Para ser considerados como probióticos, los microorganismos tienen que cumplir algunos 

criterios para garantizar su suministro en cantidades suficientes en su sitio de acción para 

poder tener un efecto beneficioso, por lo que los probióticos deben sufrir y sobrevivir 

condiciones muy hostiles antes de llegar al tracto intestinal inferior. Por lo tanto, 

decidimos probar la supervivencia de todas las cepas a condiciones gástricas e intestinales 

in vitro. En concordancia con reportes anteriores (Bautista-Gallego et al. 2013; Koll et al. 

2010), la capacidad de las bacterias para sobrevivir a las condiciones del tracto 

gastrointestinal fue variable y dependiente de la cepa, como se observó en las reducciones 

de las cinco cepas de L. plantarum, que variaron entre 1.76-6.98 log (UFC / ml). Las 

bacterias ácido lácticas (LAB) se caracterizan por la generación de productos finales de 

fermentación ácidos y su capacidad para funcionar a pH bajo, a pesar de que son 

neutrófilos. Las respuestas al estrés en LAB son procesos complejos que involucra varios 

mecanismos, Van De Guchte et al. (2002) han detallado sus respuestas al estrés y 

mencionan que el espectro de mecanismos presentes en una especie no siempre es claro, 

y la presencia de actividades enzimáticas y de eliminación de compuestos puede incluso 

diferir entre las cepas. Probablemente, la resistencia a las condiciones ácidas y a las sales 

biliares de cualquier cepa depende de su capacidad individual de uso de varios de los 

mecanismos de respuesta al estrés adquiridos debido a la evolución adaptativa. L. 

plantarum 299v y L. rhamnosus GG se incluyeron en el presente estudio como cepas de 

referencia debido a su alta funcionalidad y los múltiples beneficios que aportan a la salud 

de su hospedero (Connelly 2008; Capurso 2019). Es interesante que L. rhamnosus GG 

demostró altas reducciones en el recuento viable después de exponerse a condiciones 

gástricas. Monteagudo-Mera y sus colaboradores (2012) probaron a L. rhamnosus GG en 

condiciones gástricas e intestinales simulados a diferentes valores de pH, concentraciones 

de bilis y tiempos de incubación, encontrando diferentes tasas de supervivencia 

dependiendo de las condiciones combinadas; es destacable que las reducciones de 

viabilidad que mencionan se parecen a las encontradas en el presente estudio en 

condiciones similares. También es notable que L. acidophilus La3, L. plantarum V3 y L. 

acidophilus La56 fueron significativamente más resistentes a los ácidos que L. plantarum 
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299v. Todas las cepas estudiadas mostraron altas tasas de supervivencia a las sales 

biliares, esto fue concordante con Vinderola y Reinheimer (2003), que encontraron que 

una gran cantidad de cepas de L. delbruekii, L. lactis, L. acidophilus, L. casei y L. 

rhamnosus incluso pudieron crecer al 0.5% de sales biliares (misma concentración 

utilizada en el presente estudio). 

6.5.2. Susceptibilidad a antibióticos  

Los antibióticos son uno de los avances más importantes en la medicina moderna, sin 

embargo, su uso indiscriminado en medicina humana y veterinaria ha llevado a una mayor 

propagación de la resistencia a los antibióticos y hoy en día existe una preocupación sobre 

la continuidad de su eficacia en el tratamiento de enfermedades. Comúnmente existe 

resistencia a los antibióticos entre las bacterias, incluidos los microorganismos 

probióticos, por lo tanto, cuando se trata de la selección de cepas probióticas es 

recomendable la determinación de los perfiles de resistencia a los antibióticos, y las 

bacterias probióticas no deben albergar genes que codifiquen resistencia transmisible a 

fármacos usados clínicamente (OMS 2002). Lactobacillus plantarum V3, L. acidophilus 

La3, L. casei B93, L. plantarum B112, L. plantarum 299v y L. acidophilus 56 fueron 

resistentes a cefalotina, ampicilina, enoxacina, penicilina, amikacina, gentamicina y 

dicloxacilina, la susceptibilidad para el resto de los antibióticos fue variable entre cepas. 

Informes anteriores han señalado que los lactobacilos muestran una amplia gama de 

resistencias a los antibióticos de forma natural (Charteris et al. 1998; Felten et al. 1999). 

Sin embargo, los patrones de susceptibilidad a los antibióticos varían mucho entre las 

diferentes especies de lactobacilos. Se han reportado en cepas de lactobacilos una alta 

incidencia de resistencia a la gentamicina, penicilina y ampicilina, también se ha 

encontrado resistencia a la kanamicina, vancomicina, meticilina, cloxacilina, ácido 

nalidíxico, aztreonam, cicloserina, polimixina B y espectinomicina. Por otro lado, se ha 

documentado que son sensibles a la rifampicina, la bacitracina, la clindamicina y la 

novobiocina. Finalmente, la susceptibilidad de lactobacillus a cefalotina, eritromicina, 

cloranfenicol, gentamicina, lincomicina, metronidazol, neomicina, estreptomicina, 

tetraciclina se ha observado que es variable y depende de la especie. (D'Aimmo et al. 

2007; Mathur & Singh 2005; Katla et al. 2001). Las cepas de lactobacillus con resistencias 
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no transmisibles a antibióticos no suelen constituir un problema de seguridad, por 

ejemplo, varias especies de lactobacilos son intrínsecamente resistentes a la vancomicina 

y muchas de ellas tienen una larga historia de uso seguro en los alimentos y no hay 

indicios de que la resistencia a la vancomicina de estos lactobacilos podría transferirse a 

otras bacterias (Saarela et al. 2000). Para evitar la transferencia indeseable de genes de 

resistencia a las bacterias endógenas, los probióticos no deben tener una resistencia 

distinta a la típica esperda para una especie dada (Mathur y Singh 2005). Las bacterias L. 

acidophilus La56 y L. casei B93 mostraron la mayor resistencia a los antibióticos, siendo 

ambas resistentes a la netilmicina, por otra parte, L. acidophilus La56 fue la única que 

presentó resistencia a la eritromicina y L. casei B93 fue la única bacteria resistente a la 

ceftriaxona, estos resultados sugieren que son mutantes resistentes, por lo tanto, se 

descartaron para las siguientes pruebas. De esta manera, es necesario llevar a cabo más 

investigaciones que verifiquen la capacidad de las cepas probióticas propuestas o de los 

cultivos de bacterias iniciadores para actuar como donantes de genes conjugativos de 

resistencia a antibióticos, para identificar si la resistencia presente en las bacterias es del 

tipo transferible y poder definir con certeza su seguridad para aplicaciones alimentarias. 

6.5.3. Capacidad de adhesión a células CaCo-2 

Volviendo al tema del paso de los probióticos a través del tracto gastrointestinal, una vez 

que llegan al intestino delgado inferior los probióticos deben ser capaces de colonizar 

para no ser eliminados debido a los movimientos peristálticos, para luego crecer y poder 

proporcionar beneficios para la salud del hospedero. Se encontró que todas las cepas 

analizadas cumplieron con el requisito de adherirse al epitelio intestinal. Salmonella 

enterica ATCC 13311, se eligió como control positivo ya que esta especie se caracteriza 

por su capacidad de adherirse y colonizar el intestino y su patogenicidad se debe en gran 

medida a esta capacidad (Wagner et al. 2011). En este contexto, es notable que L. 

plantarum V3 pudo adherirse a las células de una manera comparable con Salmonella 

enterica ATCC 13311 (23.9±2.3% y 27.0±10.7% respectivamente). La mayoría de las 

cepas de L. plantarum pueden adherirse a las líneas celulares de origen intestinal porque 

poseen un mecanismo de adhesión por medio de la unión a manosa (Molin 2001), por 

ejemplo, se sabe que L. plantarum 299v está adaptada para establecerse en la mucosa 
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intestinal humana, y posee un mecanismo específico para la adhesión que consiste en 

unirse a un receptor manosilado presente en las células (Johansson et al. 1993; Adlerberth 

1996). La competencia por esos receptores entre las cepas de L. plantarum y bacterias 

patógenas, incluida E. coli, reduce la adherencia de los patógenos a las células en humanas 

y de esta manera puede proteger al huésped de una infección (De Vries 2006). Además, 

L. plantarum 299v ha sido reportado como una cepa con alta capacidad de adhesión 

(Jacobsen et al. 1999; Castro-Rodríguez et al. 2015), por lo que también puede tomarse 

como referencia. Con esto último en mente, podría considerarse que las bacterias 

mostraron una capacidad relevante para adherirse al epitelio intestinal (L. acidophilus La3 

17.3±5.0 %; L. casei B93 11.3±1.6 %; L. plantarum B112 10.0±1.6 %; L. acidophilus 

La56 14.0±4.5 %), ya que todas exhiben una adhesión similar o mejor en comparación 

con L. plantarum 299v (12.5±3.6 %). 

Como resumen de las pruebas in vitro, las bacterias L. plantarum V3 y L. acidophilus La3 

destacaron por su capacidad para sobrevivir a las condiciones gástricas e intestinales y su 

alto porcentaje de adhesión en las células CaCo-2, además, mostraron un perfil de 

resistencia a los antibióticos habitual para los Lactobacillus. También es notable que sus 

resultados tuvieron un comportamiento similar o incluso mejor al de la conocida bacteria 

probiótica L. plantarum 299v, lo que los convierte en cepas prometedoras. Debido a lo 

mencionado anteriormente, las cepas L. plantarum V3 y L. acidophilus La3 fueron 

seleccionadas para los experimentos de fermentación de fibras potencialmente 

prebióticas. 

6.5.4. Fermentación de fibras 

Como se mencionó anteriormente, el crecimiento diauxico (o diauxi) se puede apreciar 

en la cinética de fermentación. En diauxi, las bacterias usan los azúcares disponibles 

secuencialmente, no simultáneamente, lo que resulta en fases de crecimiento separadas. 

Típicamente, las dos etapas de crecimiento están separadas por una fase de crecimiento 

detenido, la llamada fase de retraso que implica una pérdida sustancial de crecimiento 

durante el cambio. El crecimiento diauxico generalmente se interpreta como una 

adaptación para maximizar el crecimiento de la población en entornos multinutrientes 

(Chu y Barnes 2016). Por lo tanto, podría suponerse que tanto L. plantarum V3 como L. 
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acidophilus La3 crecieron primero usando azúcares que permanecen en fibras purificadas 

o la dextrosa, luego se sometieron a una fase de adaptación para mantener el crecimiento 

usando inulina o SCF. Estos resultados muestran la capacidad de L. plantarum V3 y L. 

acidophilus La3 para metabolizar inulina y SCF, sin embargo, se observó que ambas 

bacterias tenían una adaptación más rápida para metabolizar SCF en comparación con la 

adaptación a inulina, evidenciada por una fase de retraso más corta durante el cambio del 

uso de azúcares al uso de fibra. Ensayos in vivo informan que SCF demostró estimular 

las bifidobacterias de la microbiota intestinal humana (Costabile et al. 2016). El tamaño 

molecular o el grado de polimerización o sustitución podrían estar influyendo en la 

capacidad prebiótica de las fibras; las diferencias estructurales en las fibras podrían 

afectar la capacidad de las bacterias para degradarlas, se ha reportado previamente que la 

estructura específica de una fibra dada afecta su papel en el crecimiento bacteriano y la 

inmunomodulación, por ejemplo, los arabino-xilooligosacáridos derivados del trigo 

estructuralmente diferentes tienen diferentes propiedades prebióticas de fermentación en 

intestino de ratas (Van Craeyveld al. 2008). Además, Mendis et al. (2016) afirmaron que, 

debido a la variación según el grado de polimerización y la presencia de sustituciones, la 

estructura de algunas fibras prebióticas es notablemente compleja. Promitor SCF es un 

polímero de glucosa obtenido de un almidón parcialmente hidrolizado, esta fibra contiene 

una mezcla de enlaces glucosídicos α 1-6, α 1-4 y α 1-2 que contribuyen a su baja 

digestibilidad después de la ingestión (Stewart et al. 2010). La inulina tiene una estructura 

más compleja; su cadena constituida por un número variable de unidades de fructosa, 

unidas por enlaces β-(2→1) d-fructosil-fructosa, generalmente termina con una sola 

unidad de glucosa unida a través de un α-d-glucopiranosilo o enlace α-(1→2) con en 

sacarosa (Apolinário et al. 2014). Debido al proceso de hidrólisis, es de esperarse que el 

SCF tenga un peso molecular más bajo y/o una estructura menos ramificada que la 

compleja estructura de la inulina, esta diferencia podría causar una fermentación más fácil 

del SCF por los probióticos. 

6.5.5. Formación de ácidos grasos de cadena corta 

Algunos polisacáridos no pueden ser digeridos por humanos, llegando intactos al colon, 

donde son fermentados por distintos grupos de especies bacterianas (Lactobacillus, 



48 

 

Bifidobacterium, Roseburia, Faecalibacterium, Anaerostipes, Coprococcus, etc.). Como 

resultado de esta fermentación, en el caso de algunos de estos compuestos, se producen 

diversos ácidos grasos de cadena corta (AGCC) in situ en la luz del colon, principalmente 

acetato, propionato y butirato. El acetato y el propionato poseen principalmente efectos 

energéticos para las células eucariotas. El butirato es la fuente de energía preferida para 

los colonocitos normales, lo que contribuye a su homeostasis normal, y es un fuerte 

compuesto antitumoral para los colonocitos tumorales, regula las vías de multiplicación 

celular y promueve las rutas pro-apoptóticas (Fernández et al. 2016). Un probiótico por 

definición debe tener un efecto benéfico sobre la salud, por lo que evaluamos la 

producción de AGCC durante la fermentación de inulina y fibra por las bacterias 

seleccionadas L. plantarum V3 y L. acidophilus La3.  

Los cambios fisicoquímicos y la curva de crecimiento de los lactobacilos hacen suponer 

que las rutas metabólicas seguidas por los tratamientos con dextrosa y las de las fibras 

son diferentes. La pronunciada disminución del pH y la acidez es más alta en las 

fermentaciones de dextrosa, en comparación con las fermentaciones de las fibras, podría 

deberse a la formación de compuestos más ácidos (por ejemplo, ácido láctico) contra la 

formación de compuestos menos ácidos en la fermentación de las fibras (por ejemplo, 

CO2 y ácido acético). Adicionalmente, en las fermentaciones de dextrosa no se observó 

formación de gas a diferencia de lo observado en las fermentaciones de las fibras (datos 

no cuantificados). Por otra parte, la presencia de AGCC ramificados (isovalerico e 

isocaproico) evidencia que también hubo fermentación de péptidos o proteína, ya que 

estos compuestos son exclusivamente originados a partir de los aminoácidos de cadena 

ramificada valina, isoleucina y leucina (Koh et al. 2016). Farooq et al. 2013 también 

reportan valores de AGCC al inicio de sus fermentaciones, aunque no se discute a que se 

debe esto; es relevante mencionar que ellos también hacen una digestión previa de los 

prebióticos a diferencia de otras referencias en las que no se da dicho pretratamiento, es 

posible que la formación de los compuestos iniciales se lleve a cabo por bacterias 

presentes en las fibras durante la digestión previa a la fermentación.   

Con anterioridad se ha reportado que algunas bacterias tienen la capacidad de usar ácido 

acético o láctico para producir ácido butírico (Puertollano et al. 2014), eso podría explicar 

porque en las fermentaciones con dextrosa, el acético se reduce; y, aunque algunos 
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compuestos desaparecen, el butírico no disminuye, es posible que el consumo/producción 

de butírico eviten su completa degradación, sobre todo teniendo en mente que la dextrosa 

se encuentra en cantidad limitada y se debe acabar en etapas tempranas de la fermentación 

forzando a las bacterias a usar otras fuentes de carbono.  

En las fermentaciones con inulina se observa que la concentración de varios compuestos 

aumenta hasta las 48 h, es decir en una fase avanzada de la fermentación donde la cantidad 

de fibra es más limitada. Este efecto se ha visto en estudios previos usando cultivos puros, 

donde se ha encontrado que la disponibilidad de carbono afecta el tipo de compuestos 

resultantes de la fermentación y la velocidad de crecimiento, señalando, por ejemplo, que 

en fermentaciones con Bifidobacterias los productos formados fueron ácido acético y 

fórmico bajo limitación de carbono, mientras que cuando hay exceso de carbohidratos 

son producidos acetato y lactato (Macfarlane y Macfarlane 2003).    

Aunque en las fermentaciones con SCF las bacterias muestren una adaptación más rápida 

o incluso un mayor crecimiento, los tratamientos con inulina fueron más efectivos para 

promover la formación de AGCC. Sin embargo, la fermentación de SCF por L. 

acidophilus La3 dio una producción importante de ácido butírico aun cuando hubo nula 

o baja producción de otros AGCC; así que, aunque la cantidad de compuestos no es 

elevada, el tipo de compuestos formados (ácidos acético y butírico) hace a esta una buena 

combinación de probiótico + prebiótico. 

6.6. Conclusiones  

La supervivencia a condiciones gástricas e intestinales mostró depender más de la cepa 

en particular y no se puede atribuir esta característica a todo el género o especie, esto 

resalta la importancia de probar cepas particulares al proponer un nuevo probiótico. 

Lactobacillus plantarum V3, L. acidophilus La3, L. plantarum B112 y L. plantarum 299v 

demostraron ser capaces de sobrevivir a condiciones gástricas e intestinales in vitro, 

tienen la capacidad de adherirse a las células CaCo-2 y no muestran más resistencias a 

antibióticos de lo requerido entre los antibióticos de los probados, por lo tanto, estas 

bacterias pueden considerarse probióticos. Las cepas que presentaron las mejores 

características considerando todas las pruebas fueron L. plantarum V3 y L. acidophilus 

La3, además, mostraron ser capaces de metabolizar inulina y SCF y producir AGCC a 
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través de la fermentación de estos prebióticos. Es notable que la fase de adaptación de las 

bacterias, antes de metabolizar los prebióticos, fue más corta en las fermentaciones de 

SCF en comparación con la adaptación en las fermentaciones de inulina; esto podría 

deberse a diferencias en la complejidad de las estructuras de las fibras. La mejor 

combinación simbiótica fue L. acidophilus La3 con inulina o SCF debido a que la bacteria 

puede crecer utilizando estas fibras como fuente de carbono y producir AGCC.
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7. CAPÍTULO 2. DEFINICIÓN DE LAS CONDICIONES DE 

PRETRATAMIENTO Y TIEMPO DE GERMINACIÓN PARA 

OBTENER GERMINADO DE MAÍZ SANITARIO, 

NUTRITIVO Y FERMENTABLE  

 

7.1. Resumen 

La germinación de los cereales es comúnmente un paso previo a la fermentación ya que 

aumenta la disponibilidad de algunos nutrientes facilitando el crecimiento de 

microorganismos. Se probó la eficacia de la desinfección de los granos con cloro y ácido 

peracético a diferentes condiciones, a fin de reducir la carga microbiana en los germinados 

y prevenir degradación. Posteriormente se germinó el maíz durante 5 días para evaluar el 

cambio en el tiempo del contenido nutrimental, la actividad enzimática y el contenido de 

azúcares y nitrógeno amino libre, con el objetivo de definir el tiempo de germinación 

necesario para tener un buen balance en el contenido nutrimental y la fermentabilidad del 

maíz. Se encontró que el método de desinfección más efectivo con cloro 2% por 5 min 

seguido de ácido peracético 533 ppm 3 min, obteniendo de este modo un germinado 

sanitario. El contenido de proteína y fibra del maíz no presentó cambios significativos con 

la germinación, por otra parte, se aprecia un incremento en el contenido de cenizas y 

disminución de los lípidos. El nitrógeno amino libre aumenta con el tiempo de 

germinación presentando un máximo a las 96 h. El contenido de azúcares reductores 

aumenta a la par de la actividad de las enzimas amilasas durante las primeras 48 h de 

germinación, después de esto la actividad de las amilasas disminuye y el contenido de 

azúcares permanece estable, sugiriendo inhibición de las enzimas debido a la acumulación 

de azúcares. En general, a las 96 h se cuenta con el mejor balance entre nitrógeno amino 

libre, azúcares reductores y α-amilasas.  

7.2. Introducción 

Los cereales germinados son empleados desde la antigüedad en la elaboración de bebidas 

alcohólicas y otras fermentaciones tradicionales, sin embargo, no fue sino hasta años 

recientes se empezó a difundir el consumo directo de los germinados debido a una actitud 

positiva cada vez mayor de los consumidores hacia tales productos, que han relacionado 

con expectativas como alimentos "naturales", "de mejor sabor", "más nutritivos" y "más 
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saludables" (Mattucci 2015). La Asociación Europea de Semillas Germinadas (ESSA) 

proporciona la siguiente definición para germinados: “significa el producto obtenido de la 

germinación de semillas y su desarrollo en agua u otro medio, cosechado antes del 

desarrollo de hojas verdaderas y que está destinado ser comido entero, incluida la semilla. 

El proceso de germinación de los granos es iniciado con la absorción de agua, esto 

promueve el desarrollo de enzimas hidrolíticas como amilasas y proteasas. Las α-amilasas 

se forman vía síntesis de novo en las células del escutelo y la aleurona durante la 

germinación y degradan las reservas de almidón en azúcares fermentables. Por su parte, 

las enzimas proteolíticas producen el nitrógeno soluble que se requiere para la síntesis de 

diversas enzimas (Agu 2003). De este modo, durante la germinación el almidón y las 

proteínas son transformados en azúcares y aminoácidos libres o péptidos de cadena corta, 

nutrientes más fácilmente asimilables por microorganismos, debido a esto, la germinación 

de los cereales es comúnmente un paso previo en la elaboración de alimentos fermentados. 

La germinación de los granos no es solo un modo de obtener material fermentable, sino 

no que puede aprovecharse para producir alimentos o ingredientes con una calidad 

nutrimental mejorada respecto a contraparte sin germinar. Se han llevado a cabo diversas 

revisiones bibliográficas que reportan los efectos de la germinación en la composición 

nutrimental, digestibilidad, bioacesibilidad y contenido de compuestos bioactivos y 

antinutrimentales en cereales (Cáceres et al. 2014; Cho y Lim 2016; Hübner y Arendt 

2013; Nelson et al. 2013; Nkhata et al. 2018; Lemmens et al. 2019) y estos análisis 

concluyen que la calidad del grano mejora en general. Se ha encontrado también que los 

principales factores que afectan la composición del germinado son el genotipo, las 

condiciones ambientales experimentadas por la planta madre y las condiciones de 

germinación, tales como tiempo, pH del agua y temperatura (Benincasa et al. 2019). 

Por otro lado, los germinados son un reto para la industria ya que las condiciones para su 

producción son cercanas a las óptimas para el crecimiento de diversos microorganismos, 

incluyendo patógenos, incluso alrededor del mundo hay un largo historial de brotes de 

origen alimentario asociados a germinados (Feng 1997). Para tratar de resolver el 

recurrente problema del crecimiento microbiano en germinados, se han propuesto 

múltiples tratamientos químicos, físicos y biológicos, sin embargo, los tratamientos 

químicos siguen siendo los más utilizados en la industria debido a su bajo costo y a que 
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no suelen requerir equipo muy especializado. Entre los tratamientos químicos con mayor 

potencial para asegurar la seguridad y calidad de los germinados se encuentran hipoclorito 

de calcio, ácidos orgánicos, dióxido de cloro (ClO2), agua oxidante electrolizada y ozono 

(FAO/WHO 2008; Gil et al. 2016; Sikin et al. 2013). De la información revisada por Sikin 

et al. 2013 se puede hacer la observación de que el tipo de sanitizante, temperatura y 

tiempo para la desinfección se debe adecuar a cada tipo de semilla para evitar pérdidas en 

la viabilidad y calidad de los germinados. 

El objetivo de este capítulo fue definir las condiciones de pretratamiento (sanitizado y 

tiempo y temperatura de remojo) y el tiempo de germinación necesario para obtener 

germinado de maíz sanitario, nutritivo y fermentable. 

7.3.Material y Métodos 

7.3.1. Material biológico  

El maíz con el que se trabajó fue un híbrido experimental de cruza simple, que es un maíz 

blanco de nombre comercial HECSBB. Fue cultivado en el Bajío en Celaya, Gto. durante 

el ciclo primavera-verano 2018 siguiendo las recomendaciones del INIFAP en el Bajío 

(dosis de fertilización 240-60-30, control pre emergente de maleza, y control químico de 

plagas, densidad de población de alrededor de 90,000 pl/ha). El grano fue adquirido con 

la empresa Bioimpulsora de México S. de R.L. de C.V. Una vez recibido el grano, se cribó 

para separar materia extraña e insectos y posteriormente se almacenó a 4 °C en bolsas 

herméticas a las que se les retiró todo el aire posible con una aspiradora y estas a su vez 

se colocaron en un contenedor plástico; se dio este tratamiento a fin de evitar el daño por 

hongos que podrían crecer debido a la humedad que habitualmente se presenta en los 

refrigeradores. 

7.3.2. Caracterización del grano 

Se realizaron pruebas biofísicas asociadas a parámetros de calidad para caracterizar el 

grano siguiendo los protocolos del según manual de protocolos del Centro Internacional 

de Mejoramiento de Maíz y Trigo (CIMYT) (Palacios 2018), para la interpretación de los 

resultados se usaron las tablas dispuestas para ese fin en el manual.  
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7.3.2.1. Índice de flotación 

Para esta prueba se preparó una solución de nitrato de sodio (Desarrollo de Especialidades 

Químicas, México) al 41% en agua desionizada y se determinó su densidad con un 

picnómetro usando la siguiente ecuación: 

𝜌 =  
𝜌𝑠 − 𝜌𝑣

𝜌𝑎 − 𝜌𝑣
 

Donde ρv es el peso del picnómetro vacío, ρa el peso del picnómetro lleno con agua 

desionizada, y ρs el peso del picnómetro lleno con la solución de nitrato de sodio. La 

densidad se ajustó con agua desionizada a 1.250 ± 0.001 g/ml a 25 °C. se seleccionaron 

100 granos y se colocaron en 500 ml de la solución, se agitó por 30 s, tras permanecer 30 

s en reposo, se retiraron con un cucharon perforado los granos que flotaron y se procedió 

a contarlos.   

7.3.2.2. Peso hectolitrico, peso de mil granos y dimensiones 

Con ayuda de una tolva de llenado de semillas (Figura 8) se dejó caer libremente el maíz 

sobre el recipiente de 500 ml hasta que se desbordó. Se eliminó el exceso de grano del 

recipiente con ayuda de una regla metálica, rasando en zig-zag. Se pesó el recipiente con 

el grano, se restó el peso del recipiente y posteriormente se multiplico este valor por dos, 

para expresar el resultado en kg/1. Para la determinación del peso de mil granos, se contó 

dicha cantidad y se midió el peso. Se tomó una muestra de 100 granos y con un vernier se 

midió su largo, ancho y grosor 

 

Figura 8. Tolava de llenado de granos empleada para determinar el peso hectolitrico de granos.   
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7.3.3. Absorción de agua 

A fin de calcular el tiempo necesario para que el grano absorba humedad hasta un 35-40 

%, el maíz se puso a remojar en agua destilada en relación de peso 1:4 respectivamente a 

25 °C por 72 h. Se realizaron muestreos a lo largo del tiempo y se determinó la humedad 

por el método oficial de la AOAC.  Se graficó la humedad del grano versus el tipo de 

remojo y con la ecuación del grafico se calculó el tiempo necesario para alcanzar una 

humedad de 30 y 35%. Debido al prolongado tiempo requerido a 25 °C, se realizó la 

prueba en incubación a 30, 40 y 60 °C bajo las mismas condiciones.  

7.3.4. Definición de protocolo de sanitizado 

Para desinfectar los granos de maíz y bajar tanto como fuera posible la carga microbiana, 

se realizaron pruebas con dos sanitizantes ampliamente usados a escala industrial para 

desinfectar frutas y hortalizas cloro y ácido peracético. Para el cloro se probó con 

soluciones al 1 y 2 % a partir del sanitizante comercial marca Cloralex (concentración al 

4%) diluyendo de manera apropiada, las concentraciones se eligieron tomando en cuenta 

los documentos oficiales de la USDA sobre desinfección de agroproductos. El ácido 

peracético a 80 ppm que es la concentración de uso sugerido por el fabricante (Chemikalie 

Sencol Global S.A. De C.V., México) y a 533 ppm que es la concentración máxima 

permitida por la FDA para esta aplicación. El maíz se sumergió en las soluciones de 

manera individual por 3 o 5 min, posteriormente se realizaron tres enjuagues con agua 

destilada. El maíz sanitizado se puso en remojo por 41 y 62 h a 25 °C, estos tiempos se 

definieron según a datos de la curva de absorción de agua a 25 °C. Se realizaron pruebas 

microbiológicas al maíz recién sanitizado, y a los granos puestos en remojo 41 y 62 h. 

7.3.5. Pruebas de germinación 

El maíz se sanitizó y se colocó en agua destilada para su remojo, posteriormente los granos 

se colocaron en charolas con tapa perforada y se incubación a 25 °C por 5 días a > 90% 

HR en obscuridad. Se realizó un muestreo cada 24 h, en el cual se contó el número de 

granos germinados (granos que presentaron radícula), se midió la longitud de la radícula 

con un vernier, posteriormente se molieron los granos en un molino de café y se tomó una 
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muestra para determinar la humedad, el resto de la muestra se almacenó en tubos a -20 °C 

para su posterior análisis. 

7.3.6. Análisis nutrimental 

El análisis nutrimental se realizó conforme a los métodos oficiales de la AOAC (1995) 

para grasa, fibra cruda y ceniza, la proteína se determinó por el método micro Kjeldhal y 

los carbohidratos fueron calculados por diferencia. Los reactivos necesarios fueron 

adquiridos con Desarrollo de Especialidades Químicas, México.  

7.3.7. Determinación de azúcares reductores 

Los azúcares reductores se extrajeron tres veces usando etanol al 80% (v /v) a 60 °C. Los 

sobrenadantes se agruparon y se evaporaron a sequedad en una estufa a 70 °C. Los 

azúcares reductores se resolubilizaron en agua, se sonicaron y se agitaron en vortex. La 

cuantificación de azúcares reductores se llevó a cabo de acuerdo al método de Miller 

(1959) con algunas modificaciones. Para la preparación del reactivo DNS se calentó agua 

destilada a 50°C y se disolvió 5 g de ácido dinitrosalicílico, después se añadió 50 mL de 

una solución NaOH 4M, posteriormente se agregó 150 g de Tartrato de Sodio y Potasio y 

se calentó hasta disolución completa de los sólidos. Se dejó enfriar la solución y se aforó 

a 500 ml. Para el análisis, se colocaron 3 ml de extracto de azúcares y 1 ml de reactivo 

DNS en un tubo, en seguida se calentó a baño maría en ebullición por 5 min. Pasado el 

tiempo se colocaron los tubos en hielo brevemente, se dejaron atemperar en agua a 25 °C 

y finalmente se procedió a leer la absorbancia en un espectrofotómetro a 450 nm. En cada 

set de análisis se incluyó como blanco una reacción con 3 ml de agua destilada en lugar 

del extracto de azúcares. Las concentraciones se calcularon con la ecuación de la recta 

obtenida con una curva de calibración de glucosa.  

7.3.8. Determinación de amino nitrógeno libre 

La determinación del amino nitrógeno libre (ANL) se llevó a cabo según el método 945.30 

L de la AOAC. Las muestras molidas se suspendieron en agua, se agitaron con vortex por 

10 min y se dejaron reposar 5 min, después se separaron los sobrenadantes y se realizaron 

diluciones adecuadas. Se tomó 2 ml de la dilución en un tubo de ensayo y se adicionó 1 

ml de reactivo ninhidrina (10 g Na2HPO4 ·12H2O, 6 g KH2PO4, 0.5 g 1,2,3-
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indantriona·H2O, 0.3 g fructosa aforados a 100 ml). Se agitó con vortex y se calentó en 

ebullición durante 16 min. Pasado el tiempo, se pasaron los tubos a un baño de agua a 25 

°C y se dejó atemperar. Después se agregó 5 ml de solución de dilución (2g KIO3, 400 ml 

etanol y 600 ml agua destilada) y se midió la absorbancia a 570 nm. En cada set de análisis 

se incluyó un blanco que consistió de agua destilada en lugar de la muestra y 

adicionalmente una solución de glicina (0.0107 mg/ml) con los cuales se siguió el mismo 

procedimiento. Para calcular la concentración de amino nitrógeno libre se usó la siguiente 

formula: 

𝐴𝑁𝐿 =  
(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎)(2)(100)

(𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑖𝑐𝑖𝑛𝑎)
 

7.3.9. Actividad enzimática 

Para la extracción de las enzimas, el maíz molido se pasó por un tamiz malla No. 30, se 

pesó un gramo y se agregó a 10 ml de buffer de acetato (acetato de sodio 100 mM, 1 

mg/ml BSA, pH 4.5) y se dejó en reposo a 25 °C por 15 min. Posteriormente, se agito con 

vortex a 3,000 rpm por 10 min y en seguida se centrifugo a 1000 g por 10 min a 25 °C. 

Los extractos enzimáticos se almacenaron en alícuotas de 1 ml a -20 °C hasta su uso. 

7.3.9.1. Actividad α-amilasa 

La actividad de α-amilasa se cuantificó mediante un método modificado de digestión de 

almidón como lo describe Vega-Villasante y colaboradores (1993) con algunas 

modificaciones. La mezcla de ensayo contenía: 450 u1 de buffer tris-HCL (50 mM, pH 

7.5) y 50 µ1 de extracto enzimático. La mezcla se pre-incubó a 35 °C durante 5 min, 

posteriormente se agregó 500 µl de almidón al 1.0% (disuelto en buffer tris-HCL) y se 

incubó por 10 min a 35 °C. La hidrólisis del almidón se determinó de la siguiente manera: 

inmediatamente después de la incubación, se añadieron 200 µl de Na2CO3 (2 N) y 1.5 ml 

de reactivo de ácido dinitrosalicílico (DNS) a la mezcla de reacción y se hirvieron durante 

15 minutos. Este volumen se ajustó a 5 ml con agua destilada y la solución se leyó la 

absorbancia en un espectrofotómetro a 540 nm. Los blancos se prepararon usando un 

extracto crudo previamente inactivado por ebullición durante 10 minutos. Se preparó un 

control adicional reemplazando el extracto crudo con buffer tris-HCL. Se usaron 
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soluciones estándar de glucosa como referencia para cuantificar la hidrólisis del almidón. 

La actividad de la amilasa se expresó como el número de unidades de amilasa por g de 

maíz, donde 1 unidad de α-amilasa es equivalente a la cantidad de enzima necesaria para 

liberar 1 µg de glucosa / min a 35 °C. 

7.4. Resultados 

7.4.1. Caracterización del grano  

En la Tabla 11 se encuentran los resultados de las pruebas biofísicas del grano.  De acuerdo 

a su peso hectolitrico y su índice de flotación, el grano se clasifica como duro. Respecto 

al tamaño, de a cuerdo a sus dimensiones el grano se considera grande, sin embargo, 

debido a su peso de 1000 granos se clasifica como pequeño.  

Tabla 11. Caracterización biofísica de los granos de maíz.   

Parámetro  Resultado  Interpretación: 

Peso hectolítrico (g/L) 795.3 ± 6.3 Duro 

Peso de 1000 granos (g) 263.8 ± 14.3 Pequeño 

Índice de flotación (%)   36.7 ± 1.5 Duro 

Dimensiones (mm)     9.9 ± 1.1 largo 

    8.1 ± 0.7 ancho 

    4.1 ± 0.8 grosor 

Grande  

 

7.4.2. Absorción de agua 

En la Figura 9 se observa la absorción de agua durante el remojo de maíz a 25 °C. La 

absorción de agua a 25 °C fue notablemente lenta, extrapolando con la ecuación de la recta 

se calculó que tomaría 41 h que el grano llegara a una humedad del 38 % y 62 h alcanzar 

el 40 %. Inicialmente se buscaba alcanzar una humedad del 38-40%, sin embargo, se 

encontró que 30% era lo mínimo que necesitaban los granos de maíz para lograr germinar. 

Debido al prolongado tiempo necesario para la absorción de agua a 25 °C se decidió 

probar con temperaturas más altas, adicionalmente, se decidió burbujear aire con una 

bomba para pecera durante el remojo para evitar que la falta de oxígeno redujera la 

actividad metabólica y limitara la germinación.  
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Figura 9.  Cinética de absorción de humedad del grano de maíz durante la inmersión en agua a 25 °C. 

 

En la Figura 10 se observa la absorción de agua durante el remojo de maíz con burbujeo 

de aire a diferentes temperaturas. Con temperaturas más elevadas se observó una 

disminución en el tiempo necesario para llegar a 30 % de humedad. El remojo a 30 °C 

consiguió la absorción más rápida de humedad, se encontró que el tiempo para alcanzar 

una humedad de 30% fue de 15, 8, 11y 10.5 h a 25, 30, 40 y 60 ºC respectivamente, en 

tanto que los tiempos necesarios para alcanzar 35% de humedad fueron de 35, 19, 14.5 y 

14.5 h a 25, 30, 40 y 60 ºC respectivamente. También se notó que a 30 °C había un 

aumento acelerado de la humedad durante las primeras 12h donde se alcanzaba 

aproximadamente 33% de humedad y posteriormente la humedad no volvía a aumentar si 

no hasta las 30 h. Debido a estos resultados, para las pruebas de germinación se puso en 

remojo el maíz a 30 °C durante 12 h. 
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Figura 10.  Cinética de absorción de humedad del grano de maíz durante la inmersión en agua a diferentes 

temperaturas.   

7.4.3. Reducción de carga microbiana en los germinados 

Estas pruebas se realizaron tras hacer la cinética de absorción de agua a 25 °C, se decidió 

hacerlas al encontrar altas cargas microbianas tras el remojo a 41 y 62 h y alta 

contaminación en los germinados que podía causar degradación. En la Figura 11 se 

encuentran los resultados de esta prueba, cabe señalar que no se incluyen en la gráfica los 

resultados el tratamiento con cloro 1% durante min debido a que los contenidos 

microbianos resultaron incontables. El sanitizado fue efectivo para reducir la carga 

microbiana tras la desinfección del grano, sin embargo, durante el remojo se apreció 

nuevamente crecimiento microbiano. Debido a esto se decidió probar temperaturas más 

altas durante el remojo para reducir el tiempo necesario de este paso.  El cloro no mostró 

diferencias importantes entre concentraciones o tiempos de contacto, fue altamente 

efectivo para reducir el contenido de hongos y levaduras, por otro lado, no fue eficiente 

para mantener bajo el contenido de coliformes y mesófilos aerobios tras las 41 y 62 h de 

remojo. Por su parte, el ácido peracético fue más efectivo a 533 ppm que a 80 ppm. En 

general, el tratamiento de sanitizado más efectivo fue ácido peracético a 533 ppm durante 

3 min.  
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Una vez definidas las condiciones de remojo en 12 h a 30 °C con burbujeo de aire, se 

encontró que las cargas microbianas habían aumentado nuevamente debido al burbujeo 

de aire, muy probablemente debido al polvo que arrastraba consigo la corriente de aire. 

Debido a esto se probó con diferentes filtros (fibra de vidrio en dos presentaciones, 

algodón y/o papel) para reducir la contaminación debida al burbujeo, las pruebas se fueron 

definiendo conforme se obtenían resultados y el material (caso de la fibra de vidrio tipo 

lana) por lo que no se probaron todas las combinaciones posibles, si no las que parecían 

mas factibles conforme se desarrollaban las pruebas. Adicionalmente, tras algunas pruebas 

de filtrado se decidió probar un método de desinfección combinado de cloro y ácido 

peracético a las concentraciones y tiempos más efectivos encontrados en las pruebas 

anteriores, estos fueron: cloro 2% durante 5 min y ácido peracético 533 ppm durante 3 

min. Los resultados de estas pruebas se encuentran en la Tabla 12.  El método de filtrado 

más efectivo fue una combinación de algodón con filtro de papel, en cuanto al método de 

desinfección se encontró que la combinación de cloro y ácido peracético fue más efectivo 

que solo el ácido peracético, así que las pruebas de germinación que se describen en 

delante se realizaron con el remojo bajo estas condiciones. 
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Figura 11. Carga microbiana de maíz sin ningún tratamiento (S/T), maíz sanitizado con cloro (a) o ácido peracético (b) a diferentes concentraciones y tiempos de 

contacto; y maíz sanitizado del mismo modo y puesto en remojo por 41 y 62 h.
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Tabla 12. Carga microbiana al inicio y al final del remojo de maíz a 30 °C con diferentes condiciones de 

filtrado del aire y desinfección del grano. 

Filtro(s) Desinfección Microorganismo UFC/g Inicial UFC/g Final 

Fibra de 

vidrio tipo 

cordón 

Ácido 

peracético  533 

ppm/3 min 

Coliformes <100 100 

Mesófilos aerobios <100 1,500 

Bacterias lácticas <100 69,000 

Hongos y levaduras 600 129,500 

Fibra de 

vidrio tipo 

cordón + 

papel filtro 

Ácido 

peracético  533 

ppm/3 min 

Coliformes <100 <100 

Mesófilos aerobios <100 217,500 

Bacterias lácticas <100 <100 

Hongos y levaduras 2,120 294,000 

Fibra de 

vidrio tipo 

lana + 

papel filtro 

Ácido 

peracético  533 

ppm/3 min. 

Cloro 2% /5 

min 

Coliformes <10 <10 

Mesófilos aerobios 6,500 83,500 

Bacterias lácticas 3,500 36,300 

Hongos y levaduras 660 112,500 

Ácido 

peracético   

533 ppm/3 min 

Coliformes <10 <10 

Mesófilos aerobios Incontable 24,000 

Bacterias lácticas 4,150 6,200 

Hongos y levaduras 66,000 355,000 

Algodón + 

papel filtro 

Ácido 

peracético  533 

ppm/3 min 

Coliformes <100 100 

Mesófilos aerobios <100 15,000 

Bacterias lácticas <100 <100 

Hongos y levaduras 4,600 289,500 

Ácido 

peracético 533 

ppm/3 min 

Cloro 2% /5 

min 

Coliformes <10 <10 

Mesófilos aerobios <100 26,450 

Bacterias lácticas 150 19,600 

Hongos y levaduras <10 42,500 

 

7.4.4. Cambios físicos y nutrimentales durante la germinación  

En la Tabla 13 se presentan los resultados de % humedad, % granos germinados y tamaño 

de radícula de los granos durante los experimentos de germinación, estos parámetros 

fueron medidos para monitorear el correcto desarrollo de la germinación.  La humedad 

aumenta en gran medida de las 0 a las 24 h debido a la etapa de remojo, posteriormente 

permanece estable con el tiempo.  Las radículas emergen entre las 24 y 48 h, continúan 

creciendo  con el tiempo y finalmente se aprecia una elongación más pronunciada de las 

96 a las 120 h.
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Tabla 13. Desarrollo de los granos de maíz durante la germinación. 

Tiempo (h) % Granos germinados Tamaño de radícula (mm) % Humedad 

0 0.0  ± 0.0d 0.0  ± 0.0d 19.1  ± 0.4b 

24 0.0  ± 0.0d 0.0  ± 0.0d 31.8  ± 3.7a 

48 84.9  ± 9.7c 8.3  ± 1.3c 30.4  ± 2.4a 

72 90.1  ± 1.8bc 15.3  ± 1.9bc 31.9  ± 0.9a 

96 92.5  ± 2.2b 19.8  ± 5.5b 30.4  ± 1.1a 

120 95.7  ± 4.1a 28.7  ± 4.0a 30.1  ± 0.5a 

*Medias en la misma columna que no comparten letra son significativamente diferentes (ANOVA-Tukey p < 0.05). 

 

Tabla 14. Contenido nutrimental del maíz a diferente tiempo de germinación (bs). 

Tiempo (días)  % Grasa % Fibra cruda % Proteína % Ceniza % Carbohidratos disponibles 

0 3.57 ± 0.50 a,b 1.95 ± 0.18 a 6.32 ± 0.80 a 0.89 ± 0.28 c 87,11  ± 0,35 a,b,c 

24 3.90 ± 0.52 a 2.08 ± 0.44 a 6.50 ± 0.52 a 1.10 ± 0.12 c 85,89  ± 0,77 c 

48 2.77 ± 0.18 b,c  1.93 ± 0.39 a  6.63 ± 0.45 a 1.53 ± 0.14 a,b 87,11  ± 0,41 a,b,c 

72 2.74 ± 0.37 b,c 2.14 ± 0.85 a 6.89 ± 0.46 a 1.85 ± 0.47 a 86,41  ± 0,98 b,c 

96 2.49 ± 0.48 b,c 2.42 ± 0.13 a 6.54 ± 0.54 a 1.12 ± 0.90 b,c 87,50  ± 0,41 a,b 

120 1.97 ± 0.22 c 2.30 ± 0.17 a 6.68 ± 0.57 a 0.79 ± 0.56 b,c 88,06  ± 0,53 a 

*Medias en la misma columna que no comparten letra son significativamente diferentes (ANOVA-Tukey p < 0.05).
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El contenido nutrimental durante la germinación se encuentra en la Tabla 14, los 

resultados se expresan en base seca para evitar el efecto de dilución debido a la ganancia 

de humedad. El contenido de fibra y proteína no varía con el tiempo, los carbohidratos y 

ceniza varían sin una tendencia respecto al tiempo, mostrando tanto aumentos como 

disminuciones. El contenido de lípidos disminuye del día 1 al 2, otro cambio significativo 

se da al día 5 respecto al contenido de lípidos original. 

La Figura 12 muestra el contenido de azúcares reductores y nitrógeno amino libre durante 

la germinación del maíz. El contenido de azúcares reductores aumenta durante las 

primeras 48 h y posteriormente no hay cambios significativos. Por otro lado, el contenido 

de nitrógeno amino libre aumenta durante las primeras 24 h, luego vuelve a aumentar entre 

las 48 y 96 h.  

 

Figura 12. Cambios en el contenido de azúcares reductores y nitrógeno amino libre durante la germinación 

de maíz (bs). Medias que no comparten letra entre diferentes tiempos son significativamente diferentes 

(ANOVA-Tukey p < 0.05). 

  

7.4.5. Cambios en la actividad enzimática durante la germinación 

La actividad de la enzima α-amilasa respecto al tiempo de germinación se presenta en la 

Figura 13. Se aprecia inicialmente un incremento alcanzando su punto más alto a las 48h, 
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posteriormente la actividad disminuye a las 72 h y permanece estable durante el resto de 

la cinética. 

 
Figura 13. Cambios en el contenido de α-amilasa durante la germinación de maíz (bs). Medias que no 

comparten letra entre diferentes tiempos son significativamente diferentes (ANOVA-Tukey p < 0.05). 

7.5. Discusión 

En este capítulo se determinaron los cambios nutrimentales, químicos y enzimáticos que 

se dan en el maíz durante la germinación y se encontró el tiempo adecuado para obtener 

un germinado fermentable. También se definieron condiciones de sanitizado y remojo que 

reducen en gran medida la contaminación microbiana en los germinados. 

7.5.1. Características biofísicas de los granos 

Las propiedades físicas del grano se relacionan con su composición química y son la base 

para la selección de cereales de acuerdo a su funcionalidad y calidad. En el presente 

trabajo se determinaron algunas de las características relevantes para evaluar la calidad 

del maíz. El peso hectolítrico es un factor relacionado con la dureza, susceptibilidad a 

ruptura, rendimientos de molienda, velocidad de secado, condiciones generales del grano 

y resistencia al desarrollo de hongos (Palacios 2018). De acuerdo a esta prueba los granos 

se clasificaron como duros. La prueba de índice de flotación también indica que se cuenta 
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con granos duros, este parámetro está relacionado con la densidad y la dureza, usualmente 

los granos que flotan son suaves o tienen alta humedad (Figueroa et al. 2013). La dureza 

puede estar relacionada no solamente con las características físicas del grano, sino con las 

propiedades químicas, ambas características afectan la manera en la cual partículas se 

ensamblan en el grano, de este modo, que el grano sea duro nos da indicios del acomodo 

del almidón y la proteína: en el endospermo del maíz suave los gránulos de almidón son 

principalmente esféricos y débilmente empaquetados en una matriz, mientras que los de 

maíz duro son poligonales y altamente empaquetados (Narváez-González et al. 2007). Del 

mismo modo, los granos vítreos dan valores altos por que el contenido de proteína 

incrementa la densidad (Figueroa et al. 2013). El peso de 1000 granos relacionado con el 

tamaño, la densidad y la cantidad de granos dañados (Radosavljević 2000). Según esta 

prueba los granos se consideran pequeños, sin embargo, debido a sus dimensiones los 

granos se consideran grandes. Ya que la medición con vernier es una medida directa del 

tamaño, se dio prioridad a este criterio para definir la clasificación del tamaño, que el peso 

de 1000 granos indique un tamaño pequeño podría significar que hay una alta cantidad de 

granos dañados. 

7.5.2. Efecto de la temperatura en la absorción de agua de los granos  

El efecto de que el grano sea grande y duro se vio reflejado en el largo tiempo que necesita 

de remojo para alcanzar el 30% de humedad, ya que el tamaño de los granos correlaciona 

con la velocidad de absorción de agua y de cocción, entre más pequeño es, es más grande 

su capacidad de absorber agua debido a la gran área superficial disponible; por otra parte, 

la velocidad de penetración del agua también está relacionada con la dureza del grano 

(Maziya-Dixon 2000). En las cinéticas de absorción de agua se aprecia que las primeras 

horas hay un aumento acelerado de la humedad y luego es seguido por un aumento de 

forma más lenta en tanto se acerca asintóticamente al contenido de humedad de saturación 

tendiendo, también se ve que a mayor temperatura la velocidad de absorción aumenta, 

este comportamiento se ha encontrado en otras variedades de maíz y otros granos debido 

al incremento en la velocidad de difusión del agua (Holmberg et al. 1997; Tagawa et al. 

2003: Verma et al., 1999). Se puede notar también que a mayor temperatura la humedad 

máxima alcanzada aumenta, este efecto ha sido previamente observado por Sharma et al. 
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(2018), que lo atribuyeron a la formación de grietas en la superficie de los granos que 

parecen permitir que más agua entre. La temperatura del agua de remojo y la 

concentración de almidón en el grano determinan el comportamiento del almidón, a 

temperatura ambiente los granos de almidón tienen muy poca absorción de agua, a medida 

que aumenta la temperatura también aumenta la absorción de agua por los gránulos de 

almidón hasta que colapsan, lo que conduce a la solubilización de la amilosa y la 

amilopectina para formar una solución coloidal (Ado et al. 2006; Agarry et al. 2014). 

7.5.3. Reducción de la carga microbiana en los germinados. 

Se encontraron altas cargas microbianas durante la germinación del maíz en las pruebas 

iniciales, entonces se decidió probar la desinfección de las semillas sumergiéndolas en una 

solución de cloro al 2% (20,000 ppm) debido a que la FDA recomienda este tratamiento 

para eliminar patógenos en germinados (FDA 1999), este método de desinfección fue 

altamente efectivo contra hongos y levaduras, sin embargo, no fue capaz para mantener 

baja la cantidad de mesófilos aerobios y coliformes durante la germinación. La evidencia 

científica al poner a prueba esta alta concentración de cloro ha mostrado resultados 

inconsistentes, diversos estudios reportan reducciones entre <1 y 8 unidades logarítmicas 

(Montville y Schaffner 2004). Estas diferencias podrían deberse a diferentes propiedades 

entre tipos de semillas, o incluso entre lotes de semillas (FAO/WHO 2008). 

Adicionalmente al cloro, se puso a prueba la eficacia del ácido peracético para desinfectar 

los granos, este químico es usado de manera industrial para desinfectar frutas y hortalizas. 

La concentración de 533 ppm de ácido peracético redujo en mayor medida que otros 

tratamientos el contenido de mesófilos aerobios y coliformes; el ácido peracético no fue 

tan efectivo como el cloro para reducir los hongos y levaduras tras la desinfección, sin 

embargo, mantuvo las concentraciones de estos microorganismos relativamente estables 

durante la germinación, mientras que la desinfección con cloro mostró aumentos 

importantes con el tiempo.  Contrario a lo que se podría esperar, en el caso de ácido 

peracético a 533 ppm el remojo por 3 min fue más efectivo que el remojo por 5 min, otros 

autores han encontrado previamente resultados variables sobre el efecto del tiempo de 

remojo en la eficacia de la desinfección con diversos tratamientos, en algunos casos los 
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tiempos de remojo más largos mejoran la eficacia y en otros casos, por el contrario, la 

eficacia disminuye (Scouten y Beuchat 2002).  

Se observó que algunos tratamientos reducían la carga microbiana tras la desinfección de 

los granos, sin embargo, durante la germinación las cuentas microbianas volvían a 

elevarse. En un estudio previo se reporta la recuperación de patógenos durante la 

germinación de las semillas tratadas con diversos métodos, los germinados alcanzaron 

niveles de 107 a 108 UFC/g, lo que indica la importancia de tener en cuenta las células 

lesionadas mediante el uso de medios selectivos y no selectivos (Lang et al. 2000). En el 

presente trabajo el tratamiento más efectivo consistió en una combinación de cloro al 2% 

con un tiempo de remojo de 5 min seguido de una segunda desinfección con ácido 

peracético 533 ppm con tiempo de remojo de 3 min. Al desinfectar las semillas de maíz 

con el tratamiento más efectivo se encontró un porcentaje de germinación del 95.7%, este 

valor se consideró aceptable tomando en cuenta que el porcentaje adecuado para el 

malteado en sorgo y cebada es del 90 y 96% respectivamente (Boffill Rodríguez et al. 

2017), se comparó con estos dos granos al no encontrar un lineamiento específico para 

maíz.  

7.5.4. Cambios nutrimentales en los germinados 

Se aprecia una disminución en el contenido de lípidos y aumento en las cenizas de manera 

significativa (p < 0.05), este efecto ha sido observado previamente por múltiples autores 

en maíz, sorgo y arroz (Asiedu et al. 1993; Gernah et al. 2011; Hung at al. 2012), la 

reducción del contenido de lípidos se ha atribuido a su hidrolisis para producir la energía 

necesaria para llevar a cabo los cambios bioquímicos y fisicoquímicos durante la 

germinación (Hiran et al. 2016). El contenido de lípidos disminuye de la 24 a las 48 h, lo 

cual concuerda con el tiempo de la aparición de las radículas; el siguiente cambio 

significativo respecto al contenido de lípidos original se da entre las 96 y 120 h, tiempo 

que a su vez concuerda con el alargamiento más pronunciado de las radículas. Esto hace 

suponer que son los lípidos la fuente de energía que se está empleando para promover el 

crecimiento durante la germinación y concuerda con los reportes previamente 

mencionados respecto a su aprovechamiento como fuente de energía.  
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El contenido de proteína no se vio modificado por la germinación, en este sentido, existen 

discrepancias en los estudios anteriormente mencionados, ya que algunos autores han 

encontrado incrementos de este nutriente y otros no han visto cambios. Ongol y 

colaboradores (2013) reportan que, al germinar dos variedades de maíz, una de estas 

mostró un incremento en el contenido de proteína mientras que en la otra no hay cambios 

significativos. Ya que en este último estudio los granos fueron germinados de manera 

idéntica, el que el contenido de proteína aumente o no pareciera estar más ligado al tipo 

de variedad que a las condiciones de germinación.  

Los carbohidratos mostraron algunos cambios sin presentar una tendencia respecto al 

tiempo de germinación, por su parte, el contenido de fibra se mantuvo sin cambios. Del 

mismo modo que en el caso de la proteína, hay en la literatura resultados discrepantes y 

otros similares a los aquí encontrados sobre los cambios en el contenido de fibra y 

carbohidratos, sin embargo, en la mayor parte de los reportes se aprecian disminuciones 

en ambos nutrientes debido a la actividad de enzimas hidrolíticas que los vuelven 

moléculas más pequeñas (Gernah et al. 2011).  

7.5.5. Cambios bioquímicos durante la germinación  

En la industria cervecera se ha definido que el contenido de ANL mínimo para alcanzar 

un crecimiento satisfactorio de las levaduras durante la fermentación es de 130 mg ANL/L 

(Hill y Stewart 2019), entonces, conocer la concentración de ANL en los germinados será 

de utilidad para calcular la concentración de maíz germinado requerida para las 

fermentaciones posteriores. Se encontró que entre las 24 y 48 h se interrumpe el 

incremento del amino nitrógeno libre, es interesante que en ese mismo tiempo se da el 

aumento más pronunciado de la actividad de las α-amilasas, esto da indicios de que los 

aminoácidos libres se están empleando para producir enzimas en ese lapso de tiempo.  

De manera congruente, el contenido de azúcares reductores aumenta a la par de la 

actividad de las enzimas amilasas durante las primeras 48 h de germinación, después de 

esto la actividad de las amilasas disminuye, en tanto que el contenido de azúcares 

permanece estable. Al respecto, Yu y colaboradores (1996) encontraron que los azúcares 

son moléculas señalizadoras que regulan la expresión los genes que codifican para las 

amilasas durante la germinación de los cereales. Anteriormente se había determinado que 
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los lípidos son la fuente de energía que se está usando para promover el crecimiento, así 

todo india que, como los azúcares no se están gastando, se acumulan provocando la 

inhibición de la síntesis las amilasas y como consecuencia se tiene el estancamiento en el 

contenido de azúcares. La máxima actividad de las amilasas durante la germinación ha 

sido reportada previamente a los 4 (Biazus et al. 2009), 6 (Habschied et al. 2014; Thevenot 

et al. 1992) y 13 días (Dziedzoave et al. 2010) para diferentes variedades de maíz, cabe 

mencionar que las condiciones de germinación tales como tiempo de remojo, temperatura 

y luz/obscuridad son variables entre las referencias. 

A las 96 h de germinación el ANL muestra un valor más alto; desde el punto de vista de 

los azúcares, después de las 48 h se mantiene constante el contenido, así que cualquier 

tiempo después de esas horas es adecuado; las α-amilasas muestran su mayor actividad a 

las 48h, sin embargo, en ese tiempo en contenido de ANL es bajo y por tanto desfavorable, 

considerando el segundo valor más alto de α-amilasas tenemos las 96 h. 

7.6. Conclusiónes  

En el presente trabajo el tratamiento más efectivo consistió en una combinación de cloro 

al 2% con un tiempo de remojo de 5 min seguido de una segunda desinfección con ácido 

peracético 533 ppm con tiempo de remojo de 3 min, estas condiciones permitieron obtener 

germinados inocuos y un alto porcentaje de germinación (95.7%). El contenido de lípidos 

disminuye durante la germinación, siendo la fuente de energía que se emplea para 

promover el crecimiento durante la germinación. Los carbohidratos mostraron algunos 

cambios sin presentar una tendencia respecto al tiempo de germinación, por su parte, el 

contenido de fibra y de proteína se mantuvo sin cambios; en este sentido, hay en la 

literatura resultados discrepantes y otros similares, esto podría estar ligado al tipo de 

variedad de maíz utilizada. En general a las 96 h se cuenta con el mejor balance entre 

ANL, azúcares reductores y α-amilasas ya que en este tiempo el ANL muestra su valor 

más alto; desde el punto de vista de los azúcares, después de las 48h se mantiene constante 

el contenido, así que cualquier tiempo posterior es adecuado; las α-amilasas muestran su 

mayor actividad a las 48h, sin embargo, en ese tiempo en contenido de ANL es bajo y 

desfavorable para fermentar, así que se consideró el segundo valor más alto de α-amilasas 

(96 h).
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8. CAPÍTULO 3. ESTANDARIZACIÓN DE UN PROCESO DE 

FERMENTACIÓN DE MAÍZ CON UN MICROORGANISMO 

PROBIÓTICO 

 

8.1. Resumen 

Se realizaron fermentaciones con el fin de mejorar el contenido de proteína del maíz 

germinado y obtener una bebida probiótica. Se realizaron cinéticas de fermentación de 

suspensiones al 20% de maíz germinado con Lactobacillus plantarum V3 y L. acidophilus 

LA3 para seleccionar una bacteria para la siguiente fase, posteriormente mediante 

metodología de superficie de respuesta se optimizaron el tiempo de fermentación y el pH 

inicial para maximizar el contenido de proteína, probióticos y ácidos grasos de cadena 

corta (AGCC). Ambas bacterias tuvieron un comportamiento similar en cuanto a 

crecimiento, producción de AGCC y aumentos de proteína. Se encontró que las 

condiciones óptimas para proteína, probióticos y AGCC fueron de 56.2 h pH 7.0, 47.2 h 

pH 4.5 y 72.0 h pH 4.6 respectivamente, también se calcularon las condiciones óptimas 

para diferentes combinaciones de los factores y se eligió la de proteína y probióticos en 

combinación (46.9h, pH 7.0), debido a su alto valor de deseabilidad compuesta (0.903) y 

a la importancia de estos factores. Los valores obtenidos en la fermentación bajo 

condiciones óptimas fueron similares a las predicciones. Por medio de la optimización de 

la fermentación del maíz germinado se aumentó el contenido de proteína en un 30.5% (bs) 

y se obtuvo una bebida con una alta dosis de probióticos (8.9 Log), además se alcanzaron 

concentraciones de AGCC que podrían tener un efecto en la prevención de la diabetes y 

el control de peso. 

8.2. Introducción 

Los cereales proveen el 50% de la energía disponible en países occidentalizados y en 

países en desarrollo llegan a proveer dos tercios de la energía y proteína, de entre todos 

los cereales, maíz, arroz y trigo corresponden en conjunto al 60% de este aporte 

(MacEvilly 2003). Estos alimentos son fuentes de carbohidratos, fibra y calorías, sin 

embargo, su contenido de proteína generalmente es bajo y la calidad de esta proteína es 

pobre debido a su baja digestibilidad (80-90%) y a la carencia de algunos aminoácidos 

esenciales como lisina y triptófano (Serna-Saldivar 2016).   
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En algunos cereales se ha reportado que la fermentación puede mejorar la calidad 

nutrimental, este proceso puede aumentar el contenido de proteína o mejorar el perfil de 

aminoácidos ya sea por síntesis o por mejora de la disponibilidad (Nanson y Field 1984; 

Nkhata et al. 2018; Kazanas y Fields 1981; Klose y Arendt 2012).  Otra ventaja de la 

fermentación es que los alimentos y bebidas pueden ser vehículos para microorganismos 

probióticos y metabolitos benéficos producidos por estos, como los ácidos grasos de 

cadena corta; estos compuestos y los probióticos están asociados a la salud intestinal, 

prevención de enfermedades metabólicas y a la modulación del sistema inmune (Canfora 

2015; Gill 2017; Marco 2017). De esta manera, los alimentos y bebidas fermentados con 

probióticos podrían tener un efecto benéfico en el consumidor más allá de la nutrición y 

considerarse alimentos funcionales. Por tanto, la fermentación de los cereales puede ser 

una estrategia para mejorar su valor nutrimental, seguridad, y una oportunidad de obtener 

alimentos funcionales mediante la incorporación de bacterias probióticas.  

La fermentación de bebidas a base de cereales es una práctica cultural y tradicional en 

África y América Latina, en donde este proceso ha sido aprovechado como un método de 

bajo costo para la conservación de los alimentos y en algunos casos para el 

enriquecimiento de la dieta (Nyanzi y Jooste 2012). Las bebidas tradicionales fermentadas 

cuentan con gran potencial como alimentos funcionales y se consideran fuentes 

prometedoras para encontrar nuevos microrganismos probióticos (Franz et al. 2014), sin 

embargo, su elaboración es aun llevada a cabo de manera familiar como un arte, lo que 

acarrea algunos problemas: falta de homogeneidad, inadecuados materiales e higiene y 

una percepción negativa por la población joven o de áreas urbanizadas (Achi y Ukwuru 

2015). Por otra parte, hay una gran variación en la comunidad microbiana de las materias 

primas y los microorganismos clave para la fermentación suelen ser múltiples y estar 

complejamente relacionados, esto dificulta su reproducción (Lappe y Ulloa 1989; Rivera-

Espinoza y Gallardo-Navarro 2010; Wacher 2000). Estandarizar procesos, optimizar 

condiciones de fermentación de los cereales, el uso de cultivos iniciadores puros y definir 

que cultivos emplear es clave para obtener alimentos y bebidas inocuos, reproducibles y 

de alta calidad sanitaria y nutrimental. El objetivo del presente capitulo fue optimizar las 

condiciones de fermentación del maíz germinado para aumentar el contenido de proteína 

y obtener una bebida funcional con probióticos.   
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8.3.Material y métodos 

8.3.1. Procesado previo del maíz 

Al menos un día previo a su uso, el maíz se pasó del congelador (-20 °C) a refrigeración 

(4 °C) y el día de prueba se dejó atemperar (25 °C) durante 30 min. Posteriormente el maíz 

se desinfectó y germinó de acuerdo a lo definido en el capítulo dos. 

8.3.2. Elaboración de harina de maíz germinado  

Se germinó el maíz como se definió en la sección 7 (capítulo 2), posteriormente el 

germinado se deshidrató a 54°C por 5 h en un horno de convección, que son las 

condiciones reportadas como óptimas para reducir la pérdida de actividad α-amilasa en 

germinados de maíz (Biazus et al. 2005). El germinado deshidratado se pulverizó en un 

molino de laboratorio (Pulvex S.A., México) acoplado con un tamiz de apertura de 2 mm, 

los diferentes lotes de germinado ya molido se mezclaron y homogenizaron para evitar 

variación en los resultados debida a la diferencia entre lotes.  La harina de germinado se 

empacó en bolsas impermeables a la humedad que fueron cerradas al vacío para después 

ser almacenadas a -20 °C. El día de prueba se sanitizó la harina colocándola como una 

capa delgada (aproximadamente 0.3 cm) en charolas e irradiándola con luz UV por 15 

min, posteriormente se agitó la harina y se esparció nuevamente como una capa para 

irradiar nuevamente por 15 min; este proceso se repitió 3 veces. 

8.3.3. Preparación de suspensiones de maíz previo a su fermentación 

Se prepararon suspensiones al 20% de solidos de harina de maíz germinado en agua 

purificada previamente hervida y enfriada, se colocaron 60 ml de suspensión en frascos 

de cultivo de 250 ml con tapón de rosca y se llevaron a incubación a 40 °C por 1 h para 

permitir que actuaran las amilasas (Helland et al. 2002). Se determinó el contenido de 

azúcares reductores y la actividad de las amilasas antes y después de la incubación 

mediante los métodos descritos a detalle en el capítulo 2. Después, se calentaron los 

frascos a baño maría en ebullición por 1 h agitando ocasionalmente, esto para permitir la 

gelatinización del almidón, y finalmente se esterilizó en autoclave en condiciones 

estándar. 
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8.3.4. Selección del microorganismo 

De manera inicial se seleccionó una bacteria entre las dos que mostraron las mejores 

características como probióticos en el capítulo 1, para esto, se realizaron fermentaciones 

con Lactobacillus plantarum V3 y L. acidophilus LA3 de manera individual a fin de 

evaluar su habilidad para crecer en el maíz germinado, su producción de AGCC y los 

cambios en el contenido de proteína. Se tomó 1 ml de un cultivo de 18 h crecido en MRS 

a 37 °C, se centrifugó (5000 rpm 5 min a 4 °C) y se lavó una vez con PBS, en seguida se 

preparó una dilución 1:4 en buffer de fosfatos para obtener un cultivo de trabajo a 

concentración de 3x105 UFC/ml aproximadamente. Se inocularon las suspensiones de 

harina de germinado de maíz con 1 ml de cultivo de trabajo y se incubaron a 37 °C, como 

control se incluyó una suspensión sin inocular. Se tomaron muestras a las 0, 6, 12, 24, 48 

y 72 h y se realizaron siembras de en MRS para evaluar el crecimiento de los probióticos, 

también se cuantificó el contenido de hongos y levaduras y mesófilos aerobios en las 

muestras. Se eligió para las siguientes pruebas la bacteria que mostró las mejores 

características considerando su capacidad de crecer en el germinado de maíz de producir 

AGCC y promover aumentos en el contenido de proteína. 

8.3.5. Optimización del tiempo y pH inicial de la fermentación  

Se realizaron pruebas para optimizar el crecimiento de los probióticos, la producción de 

ácidos grasos de cadena corta y el contenido de proteína por medio de la fermentación. 

Los parámetros a optimizar fueron el pH inicial y el tiempo de fermentación, el rango de 

pH evaluado fue 4.5-7 considerando que se cuenta con una bacteria ácido láctica y el rango 

óptimo para la actividad de la α-amilasa; para la temperatura se probó el rango de 12 a 72 

h, que es lo mínimo y lo máximo que habitualmente duran las fermentaciones tradicionales 

de maíz. El ajuste de pH se realizó al momento de preparar la suspensión de harina de 

germinado y no se llevaron a cabo ajustes posteriores. La temperatura se mantuvo a 37 °C 

en todas las pruebas, ya que esa es la temperatura optima para las bacterias ácido lácticas. 

8.3.6. Validación del modelo y caracterización del fermento 

Una vez encontradas las condiciones óptimas de tiempo y pH inicial, se realizó una 

fermentación con estas condiciones para obtener los valores reales de contenido de 
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bacterias probióticas, proteína y AGCC y así comparar con los datos teóricos de la 

predicción del modelo estadístico. Se realizó una caracterización del fermento analizando 

a) parámetros fisicoquímicos: pH, acidez, humedad y aw; b) carga microbiológica: 

contenido de bacterias probióticas, contaminación o crecimiento de mesófilos aerobios, 

coliformes y hongos y levaduras; y c) contenido nutrimental. La actividad de agua (aw) se 

midió con el equipo Aqualab, el resto de los análisis se llevaron a cabo como se describió 

a detalle en capítulos anteriores. 

8.3.7. Análisis estadístico  

El estudio de optimización se llevó a cabo por medio de un diseño central compuesto con 

puntos centrales para evaluar el efecto combinado del tiempo y el pH inicial de las 

fermentaciones. Los rangos de los factores fueron los señalados en la sección 8.3.3 y los 

factores de respuesta fueron el contenido de proteína, AGCC y la concentración de 

probióticos, de modo que se obtuviera el contenido más alto posible de estos. Para el 

análisis de los datos se usó el software Minitab 17, se realizó un análisis de varianza, el 

cálculo de las condiciones óptimas para cada variable de respuesta y se obtuvieron los 

gráficos de superficie de respuesta y los modelos para cada factor de respuesta. Las 

diferencias significativas se definieron como p < 0.05. 

8.4. Resultados 

8.4.1. Fase de licuefacción 

Previo a realizar las fermentaciones se llevó a cabo un paso de incubación a 40 °C con el 

fin de permitir la acción de las amilasas y obtener mayor cantidad de azúcares 

fermentables (licuefacción), en la Tabla 15 se aprecia el efecto de este paso en el contenido 

de azúcares reductores y la actividad de las enzimas α-amilasa. Se puede notar que la 

actividad de las amilasas fue mayor en la suspensión que en la harina y que el contenido 

de azúcares aumenta 1.4 veces tras la licuefacción. 

Tabla 15. Efecto de la licuefacción (40 °C/ 1h) de maíz germinado. 

  % Humedad Actividad α-amilasa 

(U/g bs) 

% Azúcares 

reductores (bs) 

pH 
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Harina de 

germinado 

9.6 ± 0.2 21.9 ± 1.9 b 4.29 ± 0.29 b  -  - 

Suspensión 82.9 ± 1.7 32.6 ± 6.4 a 4.26 ± 0.12 b 5.84 ± 0.04 

Licuefacción 83.1 ± 1.0 23.7 ± 2.1 ab 6.05 ± 0.08 a 5.91 ± 0.01 

 

8.4.2. Fermentación preliminar con L. plantarum V3 o L. acidophilus La3 

En la Figura 14 se muestran las cinéticas de fermentación del maíz germinado. Tanto L. 

plantarum V3 como L. acidophilus La3 fueron capaces de crecer en el maíz germinado 

en altas cantidades, y las fermentaciones con ambos microorganismos transcurren de 

manera muy similar: el contenido de probióticos muestra su valor más alto a las 12 h (9.32 

y 8.95 log correspondientemente), después se mantiene constante hasta las 48 h y 

posteriormente disminuye aproximadamente 1 log. El pH disminuye drásticamente las 

primeras 24 h de fermentación tras lo cual se estabiliza, por su parte la acidez se mantiene 

en aumento desde las 6 h. El control, o suspensión sin inocular, se mantuvo sin cambios 

importantes a través del tiempo. 
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Figura 14. Cinéticas de fermentación de maíz germinado con Lactobacillus plantarum V3, L. acidophilus 

La3 o sin inoculo (control).  

En la Figura 15 se encuentra el contenido de proteína a lo largo de las fermentaciones y 

en comparación el contenido en el maíz y la harina de germinado. A las 0 h de 

fermentación el contenido es el mismo en todos los tratamientos, después se observan 

algunos cambios que varían según la bacteria inoculada: en la fermentación con 
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Lactobacillus plantarum V3 a las 12 h se presenta una disminución, sin embargo, entre 

las 24 y 72 h se encontraron valores más altos que los iniciales; en la fermentación con L. 

acidophilus La3 a las 12, 48 y 72 h el contenido de proteína es más alto que el inicial, 

mostrando un valor máximo a las 72 h. tanto a las 48 como a las 72 h de fermentación los 

tratamientos con Lactobacillus plantarum V3 o L. acidophilus La3 presentan valores 

significativamente mayores en comparación con el control. El control en cambio no 

muestra cambios significativos con el paso del tiempo. 

 

Figura 15. Contenido de proteína en maíz, harina de maíz germinado y maíz germinado y fermentado a 

diferentes tiempos sin inoculo (Control) con L. plantarum V3 (V3) o con L. acidophilus La3 (La3). Medias 

que no comparten letra son significativamente diferentes. 

Se detectaron los ácidos acético, butírico, isovalerico, valerico, isocaproico, y caproico 

durante la fermentación de germinado de maíz por L. plantarum V3, L. acidophilus La3 

o sin inocular (control). Los diferentes AGCC tuvieron comportamientos diferentes, como 

se aprecia en la Figura 16. El ácido acético mostró un aumento con el tiempo durante las 

primeras 24 h, los valores máximos se presentaron a las 24 y 48 h de fermentación con L. 

plantarum V3 o L. acidophilus La3 y finalmente la concentración disminuye a las 72 h. 

El ácido butírico aumenta a las 24 y 48 h en la fermentación con L. acidophilus La3 y solo 

aumenta a las 24 h en la fermentación con L. plantarum V3, el control no presentó 
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cambios. El ácido isovalerico no presenta diferencias entre tratamientos y solo aumenta 

significativamente a las 24 en la fermentación con L. acidophilus La3. El ácido valerico 

no presentó una tendencia definida con la fermentación y presenta pocos cambios 

significativos. Los ácidos isocaproico y caproico cuentan con un comportamiento muy 

similar, las concentraciones más altas se aprecian a las 24 y 48 h en las fermentaciones 

con L. plantarum V3 o L. acidophilus La3, sin embargo, solo en la fermentación con L. 

acidophilus La3 los contenidos son significativamente más altos que el control. En 

general, los valores más altos de AGCC se presentaron entre las 24 y 48 h y las 

fermentaciones con L. plantarum V3 o L. acidophilus La3 presentan comportamientos 

estadísticamente iguales.  

8.4.3. Optimización de la fermentación  

En la Tabla 16 se muestra el diseño central compuesto utilizado para optimizar las 

condiciones de fermentación, particularmente el pH inicial y el tiempo, que consistió en 

28 tratamientos experimentales que se llevaron a cabo en orden aleatorio en cuatro 

bloques, incluyendo entre ellos dos repeticiones. En la Tabla 16 también se muestran los 

resultados obtenidos para los diferentes tratamientos en cuanto al contenido de proteína, 

AGCC y probióticos, que son los factores por maximizar. 

El análisis de varianza de los resultados se presenta en la Tabla 17. Como se observa, el 

pH inicial y el tiempo tuvieron un efecto significativo en el contenido de proteína (p < 

0.05), en tanto que la interacción de estos factores no fue significativa (p > 0.05). El 

contenido se probióticos por su parte, no fue afectado por el pH inicial, el tiempo o la 

interacción de estos factores (p > 0.05), en cambio los efectos cuadráticos de estos factores 

resultaron significativos (p < 0.05). Finalmente, el contenido de AGCC totales es afectado 

significativamente por el pH inicial y el tiempo cuadrático. Se aprecia también que los 

modelos fueron significativos (p < 0.05). Los modelos de regresión donde se relaciona el 

contenido de proteína (a), de probióticos (b) o AGCC totales (c) con el pH inicial y el 

tiempo de fermentación se presentan a continuación: 

 

a) y = 5,82 + 0,0365 Tiempo + 0,43 pH - 0,000187 Tiempo*Tiempo 

- 0,0123 pH*pH - 0,00221 Tiempo*pH 
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b) y = 14,35 + 0,0539 Tiempo - 2,292 pH - 0,000490 Tiempo*Tiempo 

+ 0,2016 pH*pH - 0,00176 Tiempo*pH 

c) y = -7,0 - 0,284 Tiempo + 13,0 pH + 0,00509 Tiempo*Tiempo - 1,19 pH*pH 

- 0,0284 Tiempo*pH 

Tabla 16. Diseño central compuesto con resultados para optimizar el contenido de probióticos, proteína y 

ácidos grasos de cadena corta en la fermentación de maíz germinado. 

Tratamiento PtTy

pe 

Bloque Tiempo pH Probióticos 

Log (UFC/g) 

% Proteína AGCC (mM) 

1 -1 4 42.0 7.00 8.96 8.70 10.49 

2 0 4 42.0 5.75 8.73 8.39 14.99 

3 0 4 42.0 5.75 8.78 8.39 16.82 

4 -1 4 72.0 5.75 8.61 8.69 18.14 

5 -1 4 12.0 5.75 7.77 8.40 21.76 

6 -1 4 42.0 4.50 9.02 8.39 21.54 

7 0 4 42.0 5.75 9.00 9.00 14.34 

8 1 3 20.8 6.63 8.99 8.40 15.36 

9 0 3 420 5.75 8.76 8.39 14.89 

10 1 3 20.8 4.87 9.01 8.38 22.92 

11 0 3 42.0 5.75 8.81 9.00 17.61 

12 0 3 42.0 5.75 8.76 8.40 21.12 

13 1 3 63.2 4.87 8.84 8.99 24.07 

14 1 3 63.2 6.63 8.64 9.00 13.65 

15 -1 2 42.0 4.50 9.01 8.41 16.40 

16 -1 2 12.0 5.75 7.94 8.10 25.01 

17 0 2 42.0 5.75 8.85 8.40 19.76 

18 -1 2 42.0 7.00 8.95 8.98 13.59 

19 -1 2 72.0 5.75 8.60 8.69 22.85 

20 0 2 42.0 5.75 8.74 8.98 17.56 

21 0 2 42.0 5.75 8.66 8.40 17.21 

22 1 1 63.2 4.87 8.82 7.79 20.74 

23 1 1 20.8 6.63 9.02 8.40 25.17 

24 1 1 63.2 6.63 8.63 8.38 25.51 

25 1 1 20.8 4.87 9.13 7.51 19.01 

26 0 1 42.0 5.75 8.75 8.39 21.80 

27 0 1 42.0 5.75 8.98 8.40 23.45 

28 0 1 42.0 5.75 8.86 8.39 21.24 



82 

 

     
Figura 16. Cambio en la concentración de ácidos grasos de cadena corta: acético (a), butírico (b), isovalerico (c), valerico (d), isocaproico (e), y caproico (f) durante la 

fermentación de germinado de maíz por L. plantarum V3, L. acidophilus La3 o sin inocular (control).

b
b

b b
bb

b

a

a

b
b

b

a

b b

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0 12 24 48 72

m
M

Tiempo (h)

b) Control V3 La3

fgh

de de

b

fghefg

cd

a a

h

def

bc

a

ab

gh

0

2

4

6

8

10

12

14

0 12 24 48 72

m
M

Tiempo (h)

a) Control V3 La3

cd
bcd

abc abc

bcd
cd

bcd
abc

bcd

d

bc
bcd

a

ab

bcd

0

2

4

6

8

10

12

0 12 24 48 72

m
M

Tiempo (h)

c) Control V3 La3

ab

abcd

a

abcd
abc

abcd
bcd bcd

d
cd

abcd

bcd bcd
cd

bcd

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0 12 24 48 72

m
M

Tiempo (h)

d)
Control V3 La3

ef
ef

cde

bc

ef
ef

e

abcd
bcd

f

e

cde

a

ab

def

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

0 12 24 48 72

m
M

Tiempo (h)

e)
Control V3 La3

c
c

c

bc

cc

c
abc abc

c

c bc

a
ab

bc

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0 12 24 48 72

m
M

Tiempo (h)

f)
Control V3 La3



83 

 

 

Las gráficas de superficie de respuesta son la representación gráfica de los modelos de 

regresión. Como se puede ver en la Figura 17 el contenido de probióticos en mayor en las 

horas intermedias de fermentación, aumentando en un inicio y posteriormente disminuyendo; 

de manera contraria, el contenido de probióticos fue mayor en los valores de pH inicial de 

los extremos. Por otra parte, el contenido de proteína en las fermentaciones tiende a aumentar 

en los niveles más altos tanto de pH como de tiempo.  En la Figura 18 se muestran las gráficas 

de superficie de respuesta para los AGCC individuales y para los AGCC totales. Los AGCC 

totales se refiere a la suma del contenido de los AGCC que se cuantificaron: el ácido acético, 

propiónico, isobutírico, butírico, isovalérico, valérico, isocapróico y capróico; cabe señalar 

que fue la primera ocasión en que se encontró ácido propiónico en este estudio.  Se puede 

notar que los AGCC disminuyen en tiempos cortos de fermentación y posteriormente 

aumentan, respecto al pH se puede ver que los valores cercanos a 4.5 y a 7 son desfavorables 

en tanto que los valores intermedios permiten un mayor contenido. Sin embargo, cada uno 

de los AGCC individuales tuvo su propio comportamiento.  

En la Figura 19 se presenta un sumario de las condiciones óptimas para maximizar por 

separado el contenido de proteína, probióticos y AGCC totales. Las condiciones que permiten 

el contenido más alto de probióticos son fermentando 47.2 h con un pH inicial de 4.50, por 

su parte, las condiciones para maximizar el contenido de proteína fueron 56.2 h con pH inicial 

de 7.00. En cuanto a loa AGCC totales, las condiciones más favorables fueron 72 h de 

fermentación con un pH inicial de 4.6. La deseabilidad (d), es decir, que tan eficientemente 

se optimiza las condiciones, en todos los casos se mantuvo arriba de 0.85 e incluso alcanzo 

el valor de 1.0000 (el más alto posible) para los probióticos de manera individual, de modo 

que se puede considerar que la optimización se realizó eficazmente.  

Por otra parte, se obtuvieron predicciones de las condiciones para lograr resultados favorables 

para las tres repuestas como un todo, estas condiciones de presentan en la Figura 20. La 

configuración encontrada fue de pH inicial de 4.5 y 72 h de fermentación, sin embargo, la 

deseabilidad compuesta (D) fue de 0.7733, mucho más baja que la deseabilidad de los 

factores optimizados de manera individual. Adicionalmente, se calcularon las condiciones 

compuestas para proteína y probióticos; y para proteína y AGCC, estos resultados se aprecian 

en la Figura 21. La mejor combinación de condiciones para la combinación de proteína y 

AGCC fue de pH 5.31 y 72 h, con una deseabilidad de 0.7784. Para obtener el mayor 
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contenido compuesto de proteína y probióticos la fermentación se debe llevar a cabo por 

45.94 h con un pH inicial de 7.00, con una deseabilidad de 0.9027. Para las siguientes 

fermentaciones se usaron las condiciones encontradas como óptimas para la combinación de 

proteína y probióticos.  
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Tabla 17. Análisis de Varianza del diseño central compuesto para optimizar el contenido de proteína, probióticos y ácidos grasos de cadena corta totales en la 

fermentación de maíz germinado.   
Proteína Probióticos Ácidos grasos de cadena 

corta totales 

Fuente GL* Adj 

SS+ 

Adj MS⁑ F-

Value 

P-

Value 

Adj SS Adj MS F-

Value 

P-

Value 

Adj 

SS 

Adj 

MS 

F-

Value 

P-

Value 

Modelo 8 1.9800 0.2475 3.37 0.014 1.4723 0.1840 3.76 0.008 259.43 32.43 3.34 0.015 

Bloques 3 0.9232 0.3077 4.19 0.02 0.2162 0.0720 1.47 0.253 114.33 38.11 3.92 0.025 

Linear 2 0.9382 0.4693 6.38 0.008 0.0784 0.0392 0.8 0.463 47.18 23.59 2.43 0.115 

Tiempo 1 0.4680 0.4680 6.37 0.021 0.0499 0.0499 1.02 0.325 2.78 2.788 0.29 0.598 

pH 1 0.4701 0.4701 6.4 0.02 0.0284 0.0284 0.58 0.455 44.39 44.39 4.57 0.046 

Cuadrados 2 0.1047 0.0523 0.71 0.503 1.1689 0.5844 11.95 0 95.65 47.82 4.92 0.019 

Tiempo*Tiempo 1 0.1046 0.1046 1.42 0.247 0.7168 0.7168 14.66 0.001 77.56 77.56 7.98 0.011 

pH*pH 1 0.0013 0.0013 0.02 0.893 0.3663 0.3663 7.49 0.013 12.69 12.69 1.31 0.267 

Interacción    

2-Vias 

1 0.0137 0.0137 0.19 0.67 0.0087 0.0087 0.18 0.678 

2.266 2.26 0.23 0.635 

Tiempo*pH 1 0.0137 0.0137 0.19 0.67 0.0087 0.0087 0.18 0.678 2.266 2.26 0.23 0.635 

Error 19 1.3963 0.0734 
  

0.9293 0.0489 
  

184.68 9.72   

Falta de ajuste 11 0.6859 0.0623 0.7 0.713 0.8427 0.0766 7.08 0.005 155.42 14.13 3.86 0.033 

Error puro 8 0.7103 0.0887 
  

0.0865 0.0108 
  

29.25 3.65   

Total 27 3.3763 
   

2.4016 
   

444.12    

*GL: grados de libertad; +Adj SS: suma de cuadrados ajuatada; ⁑Adj MS: media de cuadrados ajustada. 



86 

 

 

Figura 17.   Superficies de respuesta y graficas de contornos mostrando los efectos del pH inicial y tiempo de fermentación de maíz germinado en el 

contenido de probióticos y proteína.
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Figura 18. Superficies de respuesta mostrando los efectos del pH inicial y tiempo de fermentación de maíz germinado en el contenido de ácidos grasos de cadena 

corta (AGCC) totales y en los ácidos ácetico, propiónico, isobutírico, butírico, isovalérico, valérico, isocapróico y capróico. 
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Figura 19. Condiciones óptimas de tiempo y pH inicial para maximizar el contenido de ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC) totales, proteína y probióticos en la fermentación de maíz germinado.  

y: valores teóricos; d: deseabilidad. 
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Figura 20. Condiciones óptimas para maximizar el contenido compuesto de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 

totales, proteína y probióticos. 

y: valores teóricos; d: deseabilidad; D: deseabilidad compuesta.
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a) 

 

 

b)

 

Figura 21. Condiciones óptimas para maximizar el contenido compuesto de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) totales y proteína (a) y el contenido compuesto 

de proteína y probióticos (b) en la fermentación de maíz germinado.  

y: valores teóricos; d: deseabilidad; D: deseabilidad compuesta.



91 

 

8.4.4. Caracterización del fermento  

Una vez definidas las condiciones, se llevó a cabo la fermentación para obtener la bebida 

probiótica y se realizaron diferentes análisis a la bebida a fin de caracterizarla. En la Tabla 

18 se presentan las características fisicoquímicas que están relacionadas con la estabilidad 

del alimento. Se aprecia que el contenido de azúcares se redujo respecto al anterior a la 

fermentación (6.05 ± 0.08), la bebida es ácida considerando el pH y la acidez, además es 

un alimento de alta humedad y alto contenido de agua disponible.  

Tabla 18. Características fisicoquímicas de la bebida de maíz germinado y fermentado. 

pH 3.45 ± 0.03 

aw 1.0001 ± 0.0013 

Acidez (g ácido láctico/100 g) 1.01 ± 0.05 

% Humedad 78.86 ± 0.16 

 

El contenido microbiano de la bebida se encuentra en la Tabla 19, se puede observar que 

no hubo presencia de microorganismos diferentes a los probióticos al inicio, tras la 

fermentación los probióticos aumentan y solo se observa contaminación con mesófilos 

aerobios en 0.7 log.  

Tabla 19. Contenido microbiológico de la bebida de maíz germinado y fermentado al inicio y al final de la 

fermentación.  

Microorganismo Final (UFC/g) 

Bacterias ácido lácticas 7.68 E+08 ± 1.36 E+08 

Mesófilos aerobios 5 ± 10 

Coliformes totales 0 ± 0 

Hongos y levaduras 0 ± 0 

El contenido nutrimental de la bebida fermentada se encuentra en la Tabla 20 contrastado 

con el del germinado de maíz y el maíz sin ningún tratamiento.  Como se mencionó en el 

capítulo anterior, el germinado no presentó cambios respecto al maíz in tratar, no obstante, 

la fermentación del germinado de maíz si mostró un efecto en el contenido de algunos 

nutrientes: es notable una disminución en los carbohidratos y la ceniza y un aumento en 

la grasa y la proteína. En la Figura 22 se presenta la composición de AGCC en el maíz 

fermentado, los más abundantes fueron ácido acético, propiónico e isobutirico.   
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Tabla 20. Contenido nutrimental del maíz sin tratamiento, el germinado de maíz y el maíz germinado y fermentado (bs). 

 % Grasa % Fibra cruda % Proteína % Ceniza 
% Carbohidratos 

disponibles 
% Azúcares 

Maíz 3.57 ± 0.50 b 1.95 ± 0.18 a 6.32 ± 0.80 b 0.89 ± 0.28 b 87.11  ± 0.35 a 1.19 ± 0.15 c 

Germinado 2.49 ± 0.48 b 2.42 ± 0.13 a 6.54 ± 0.54 b 1.12 ± 0.90 b 87.50  ± 0.41 a 4.29 ± 0.29 a 

Germinado y 

fermentado 
6.70 ± 0.34 a 1.97 ± 0.29 a 8.25 ± 0.29 a 2.32 ± 0.38 a 80.75 ± 0.18 b 2.37 ± 0.14 b 

 

 

Figura 22. Perfil de ácidos grasos de cadena corta en el maíz germinado fermentado.
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8.5. Discusión 

8.5.1. Licuefacción  

La hidrolisis de los almidones es un paso critico en muchos procesos de fermentación, 

como en la elaboración de cervezas, por ejemplo, ya que provee los azúcares para el 

crecimiento de los microorganismos. Un buen entendimiento de las enzimas, ya sean 

endógenas o exógenas, es necesario para obtener buenos rendimientos y productos de alta 

calidad (Gomaa 2018). En los resultados de la etapa de licuefacción se aprecia que tras 

preparar las suspensiones aumenta la actividad de las α-amilasas, se soporta la posibilidad 

que se había planteado en el capítulo anterior de que en la fase de germinación la actividad 

enzimática se estanca debido a acumulación del producto, en este caso los azúcares 

reductores. Este efecto de inhibición de la amilasa por acumulación se ha visto en 

fermentaciones con altos rendimientos de azúcares, donde incluso se ha sugerido procesos 

simultáneos de fermentación y sacarificación para que el consumo simultaneo de los 

azúcares evite la acumulación de los productos finales (Mestres et al. 2017). Por otra 

parte, como consecuencia de la actividad de las amilasas se aprecia un aumento en el 

contenido de azúcares tras el paso de licuefacción, llegando a un 6.05% bs. En mostos 

cerveceros se ha reportado que el contenido de azúcares fermentables varía entre 6.89 - 

9.56% de los sólidos totales de acuerdo al tipo de cerveza (Buckee y Hargitt 1978). En 

este contexto, el contenido de azúcares alcanzado queda por debajo del contenido de los 

mostos, esto podría deberse a la diferencia en la actividad enzimática en los granos ya 

que la cebada contiene la mayoría de las enzimas empleadas en procesos cerveceros (por 

ejemplo, β-glucanasas que el maíz no contiene) (Faltermaier et al. 2013), también cabe 

mencionar que muchos procesos cerveceros incluyen enzimas exógenas para mejorar los 

rendimientos lo cual podría hacer una diferencia. De igual modo, es posible que al 

prolongar el tiempo de licuefacción se obtengan porcentajes más altos de azúcares, 

próximas investigaciones pueden incluir un estudio más detallado de esta etapa, avocado 

en encontrar el tiempo óptimo de licuefacción que permita el contenido máximo posible 

de azúcares antes de que se presente el efecto de inhibición por acumulación de producto. 
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8.5.2. Fermentaciones preliminares  

El objetivo de las fermentaciones preliminares fue seleccionar la bacteria a utilizar en la 

optimización, de modo que se llevaron a cabo fermentaciones previas con las dos bacterias 

que mostraron los mejores resultados en la evaluación como probióticos: L. plantarum V3 

como L. acidophilus La3. En esta etapa se evaluó su habilidad para crecer en germinado 

de maíz, y durante las fermentaciones se monitoreo el contenido de proteína y AGCC 

debido a su importancia nutrimental y funcional respectivamente. En las cinéticas se 

observa que ambos microorganismos crecieron de forma similar en el maíz germinado y 

ambos alcanzaron altas concentraciones, que alcanzan la dosis generalmente reconocida 

para que los probiótico tengan un efecto benéfico que es de > 6 log (FAO/WHO 2002). 

Se encontraron aumentos significativos en el contenido de proteína respecto al germinado 

a las 48 y 72 h de fermentación en el caso de ambas bacterias. Algo que llama la atencion 

es que se presenta una disminución en el contenido de proteína a las 12 h en la 

fermentación con Lactobacillus plantarum V3, Onweluzo y Nwabugwu (2009) reportan 

un comportamiento similar al fermentar mijo con su propia microbiota: a las 24 h el 

contenido de proteína fue más bajo que el del grano sin fermentar, ellos atribuyen esta 

disminución al aumento en el número de microorganismos metabolizando la proteína; 

posteriormente la proteína aumenta a las 72 h, sin embargo, en su caso el incremento no 

es estadísticamente diferente al del mijo sin fermentar. También se determinó que ambas 

bacterias son capaces de producir AGCC de una manera similar durante la fermentación 

del germinado de maíz, solo con un par de excepciones a las 48h: L. acidophilus La3 

produjo más ácido isocaproico y L. plantarum V3 produjo más ácido butírico. No se 

encontraron diferencias significativas entre las bacterias en cuanto a la producción de 

AGCC ni en el aumento de la proteína y tuvieron un crecimiento similar, de modo que se 

seleccionó para la optimización de la fermentación a L. acidophilus La3 en base a que fue 

la bacteria con el mejor perfil en general en las pruebas funcionales descritas en el capítulo 

1. 

8.5.3. Optimización del pH inicial y tiempo de fermentación  

8.5.3.1. Proteína  

En la optimización se puede observar que la proteína tiende a aumentar en tiempos más 

largos de fermentación, incluso esto se hizo notar desde las fermentaciones preliminares. 
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Ya que L. acidophilus La3 no es una bacteria fijadora de nitrógeno, se cree que durante 

la fermentación la actividad hidrolítica de enzimas secretadas por las bacterias podría 

estar degradando estructuras celulares y compuestos complejos, de modo que esto podría 

mejorar la digestibilidad de la proteína y de este modo es posible cuantificar nitrógeno 

que estaba altamente ligado a la matriz, y debido a esto, inaccesible para ser digerido. Por 

otra parte, Yousif y El Tinay (2000) al fermentar maíz con su microbiota reportaron 

aumentos en la digestibilidad in vitro de 74.9% hasta un máximo de 93.5% a las 24 h de 

fermentación y un aumento en el contenido de proteína de 8.5 a 11.2%. Hiran y 

colaboradores (2016) fermentaron maíz con diferentes bacterias y encontraron aumentos 

de proteína de hasta 2 veces el contenido del grano sin fermentar, donde los valores más 

altos se alcanzaron a las 72 h, ellos atribuyeron dichos aumentos a la digestión de 

proteínas complejas de almacenamiento, como las prolaminas, en formas más solubles y 

a la biosíntesis de nutrientes por las bacterias. En otros estudios de fermentación de maíz 

se ha encontrado resultados similares respecto a que tiempos largos de fermentación 

favorecen el aumento en el contenido de proteína, el porcentaje de incremento varia en 

gran medida, pero una constante es que los valores de proteína máximos se encuentran 

entre las 48 y 72 h (Ongol et al. 2013; Gernah et al. 2011). Cabe mencionar que también 

hay estudios donde la fermentación no produce un incremento de proteína en sorgo y 

maíz (Asiedu et al. 1992; Pranoto et al. 2013), esto podría deberse a diferencias en la 

metodología, como el microorganismo empleado o el tipo o variedad del cereal. 

También se encontró un aumento de la proteína a valores de pH más altos, esto podría 

estar relacionado con un aumento en su extractabilidad. Se ha determinado que el pH es 

uno de los factores más importantes para la extracción de las proteínas, alterando la 

tensión superficial, la solubilidad de la proteína y modificando (incluso rompiendo) las 

paredes celulares (Sari et al. 2015). Las proteínas vegetales tienen una solubilidad mínima 

a pH entre 4 y 5 (punto isoeléctrico) y su solubilidad aumenta conforme sube el pH 

llegando a valores máximos entre pH 8 y 11 (Klupšaitė et al. 2015), por otra parte, se ha 

determinado que la solubilidad de las proteínas está fuertemente correlacionada con el 

rendimiento de extracción de estas (Preece et al. 2017). Es notable que la curva de 

proteína versus pH encontrada en este estudio tiene un comportamiento muy similar a las 

curvas de solubilidad y rendimiento de extracción de proteína versus pH reportadas por 
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diversos autores para diferentes proteínas vegetales (Amagliani et al. 2017; Çelik et al. 

2019; Jarpa-Parra et al. 2014; Preece et al. 2017; Sari et al. 2015). 

8.5.3.2. Probióticos  

El comportamiento de los probióticos respecto al tiempo tiene una forma esperada de 

acuerdo a la curva de crecimiento bacteriano típico y a las fermentaciones preliminares, 

observándose el punto máximo a las 47.15 h, tras lo cual comienza la fase de muerte. Por 

otro lado, se encontró que los probióticos crecieron en mayor cantidad a pH cercano a 7.0 

y 4.5, los valores intermedios entre estos fueron desfavorables. Que el contenido de 

bacterias fuera más elevado a pH 7 era un efecto que se podía esperar debido a que las 

bacterias ácido lácticas se caracterizan por ser capaces de sobrevivir o incluso crecer a 

pH ácido, sin embargo, su pH óptimo generalmente se encuentra cercano a la neutralidad 

(Russell y Diez-Gonzalez 1997). Se encontró que los probióticos crecieron también en 

altas cantidades a pH cercano a 4.5, se cree que esto puede deberse a que, por medio de 

hidrolisis ácida de los almidones y las proteínas, hay un mayor contenido de polisacáridos, 

azúcares y aminoácidos fáciles de metabolizar para las bacterias a pH bajo. Cook y 

Russell (1994) determinaron en Streptococcus bovis y Lactococcus lactis que a pH bajo 

(4.9 y 5.3 respectivamente) la producción de ATP se reducía debido a que las bacterias 

ya no podían llevar a cabo glucolisis y esto limitaba el crecimiento de las bacterias, 

también fue evidente que el pH que limita el anabolismo es diferente entre bacterias, 

siendo en este caso L. lactis la más sensible a la reducción del pH. Por otra parte, la 

hidrolisis ácida de los almidones se lleva a cabo a pH 3-5 obteniendo glucosa y azúcares 

reductores (Azmi et al. 2017), también se ha encontrado que el almidón de maíz puede 

hidrolizarse en un 26% en 72 h cuando es tratado con ácido sulfúrico 3.16 M a 35 °C (pH 

no reportado) (Utrilla-Coello et al. 2014); con base en esto, azúcares disponibles debido 

a hidrolisis ácida, es posible que las bacterias puedan continuar creciendo incluso si su 

metabolismo esta reprimido por el pH. 

Es interesante que diversos estudios han reportado diversos comportamientos respecto al 

pH para diferentes bacterias en diversas matrices, por ejemplo, se encontró mayor 

crecimiento a pH de 7.0 decreciendo conforme baja el pH en leche y jugo de manzana 

fermentados con L. casei (Mozzi et al. 1994; Pereira et al. 2011); en contraste, en una 
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fermentación de leche de soya negra con L. brevis se determinó que el crecimiento era 

mayor a pH 4.0 y 3.5 y disminuía ligeramente al irse acercando a 6.4, sin embargo al bajar 

el pH a 3.0 la cuenta total disminuía drásticamente (Ko et al. 2013); en otros estudios se 

muestra que a pH cercano a 4.0-4.5 y 6.0-7.0 el crecimiento de las bacterias es más bajo 

que a pH intermedio entre estos y los valores óptimos son variables, esto se ha visto en 

fermentaciones de suero de leche o melón con L. casei, medio de suero de leche y maltosa 

con L. rhamnosus y harina de okara con L. plantarum o L. acidophilus (Fonteles et al. 

2012; Moraes et al. 2016; Rincon et al. 1993; Wang et al. 2020). Interesantemente, se ha 

encontrado que una misma bacteria puede tener un comportamiento diferente frente al pH 

en diferentes medios y que diferentes cepas de una misma bacteria pueden comportarse 

diferente en el mismo medio (Lechiancole et al. 2002). Esto evidencia que la matiz o 

medio tiene un efecto importante en el comportamiento de las bacterias, al respecto se ha 

descrito que los alimentos pueden tener un efecto de buffer, contener ingredientes 

funcionales que pueden interactuar con los probióticos y hacer variar sus propiedades 

funcionales y tecnológicas (Ranadheera et al. 2010), esto resalta la importancia de realizar 

optimizaciones de los procesos de fermentación de acuerdo con la matriz a fermentar y la 

bacteria específica a utilizar. 

8.5.3.3. AGCC  

Los AGCC totales y la mayor parte de los compuestos individuales presentan una 

disminución de las 12 a las 42 h después de lo cual comienzan a aumentar, una explicación 

a esto podría ser que durante las primeras horas lo que se aprecia es la degradación o 

perdida por volatilización de los AGCC presentes en el maíz y posteriormente la 

producción por parte de las bacterias. La producción tardía de AGCC en las 

fermentaciones de maíz podría deberse a que estos compuestos son producidos por medio 

de fermentación anaerobia (Zhou et al. 2018) y en estas fermentaciones no se realizó 

algún paso para desplazar oxígeno, de modo que podría ser que a tiempos largos se acaba 

el oxígeno disuelto en la fase acuosa y esto da paso a la fermentación anaerobia. Esto es 

congruente con lo encontrado por Yang y colaboradores (2005), al fermentar maíz in vitro 

usando como inoculo fluido de rumen encontraron un aumento en los AGCC (ácidos 

acético, propiónico, isobutirico, butírico, isovalerico y valerico) durante las primeras 6 h 
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después declinaron gradualmente para finalmente aumentar entre las 48 y 72 h, esto es 

muy parecido a lo observado, con la diferencia de que en el presente caso no es posible 

saber si hubo un incremento inicial ya que la optimización se llevó a cabo en un rango de 

12 a 72 h. Otro dato interesante sobre ese estudio es que, aunque no reportan los AGCC 

iniciales, mencionan que sus datos están corregidos restando los valores de las 0 h de 

fermentación, lo que deja en evidencia que el grano de maíz los contiene desde antes de 

ser fermentado; en el mejor de nuestro conocimiento, no hay otros reportes sobre el 

contenido de AGCC en el grano de maíz sin fermentar. El comportamiento de 

disminución y posterior aumento es más marcado en el ácido acético, en contraste, los 

cambios en los ácidos propiónico y butírico son menos abruptos. La producción de ácido 

acético generalmente se lleva a cabo por la ruta del acetil-CoA a partir de piruvato, pero 

también puede ser generado a partir de ácido butírico o propiónico por medio de su 

oxidación o por la ruta acetogenica de reducción de protones (Zhou et al. 2018), de modo 

que este par de ácidos podrían estar formando ácido acético en las fermentaciones d maíz 

y por eso tener un aumento más pronunciado. 

Se aprecia es una mayor producción de AGCC con pH inicial entre 5.0 y 5.5 en tiempos 

cortos de fermentación (12 h) o de 4.6 en el caso de tiempos largos (72 h), es relevante 

mencionar ambos puntos en el tiempo ya que, como se mencionó anteriormente, a esas 

horas se cuenta con la mayor cantidad de AGCC antes de que disminuyan y ya que 

aumentaron, respectivamente. Es bien sabido que el pH tiene un efecto importante en la 

ruta metabólica llevada a cabo por las bacterias, en gran parte debido a las enzimas que 

pueden estar activas. El pH óptimo de para enzimas hidrolíticas en fermentaciones ácido 

lácticas esta reportado en un rango de 4 a 11 en diversos sustratos (Tang et al. (2016). Se 

ha estudiado también el efecto del pH inicial en la producción de AGCC en residuos de 

lodos activados y en la actividad de las enzimas clave para su producción (proteasa, α-

glucosidasa, fosfo-trans acetilasa, acetato kinasa, oxaloacetato transcarboxilasa y CoA-

transferasa), en este medio se hizo evidente que a pH 4.0 hubo actividad de las enzimas, 

disminuyendo a mayor pH hasta llegar a una actividad mínima a pH 8, tras lo cual se 

aprecia un incremento abrupto llegando a un punto máximo a pH 11; y el aumento de 

AGCC fue correspondiente con la actividad de las enzimas (Zhao et al. 2015). En pruebas 

con Streptococcus bovis se produjo ácido ácetico, fórmico y etanol a pH cercano a la 
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neutralidad, no obstante, al bajar el pH la fermentación pasó a ser homolactica; de igual 

manera Escherichia coli cambio su producción de ácido acético, etanol y ácido fórmico 

por ácido láctico cuando el pH del medio fue acidificado (Russell y Diez-Gonzalez 1997). 

Es decir, el pH ácido favorece la producción de ácido láctico sobre la de otros ácidos o 

de alcohol, esto puede explicar por qué a pH cercano a 4.5 se encontró baja producción 

de AGCC. Por otro lado, la actividad de las enzimas asociadas a la producción de AGCC 

es baja a pH cercano a 7.0 y aumenta conforme se reduce el pH, a esto puede deberse que 

haya una baja producción de AGCC a pH 7.0. Entonces, el efecto neto que se aprecia es 

una mayor producción de AGCC con pH inicial entre 4.6 y 5.5 según el tiempo de 

fermentación. 

Los ácidos isobutirico e isovalerico tuvieron comportamientos atípicos respecto al general 

de los AGCC, el primero incluso tiene un patrón contrario: hay la concentración es más 

alta a pH cercano a 4.5 y a 7.0 y permanece casi contante respecto al tiempo; por otra 

parte, el ácido isovalerico aumenta con el tiempo de fermentación y con pH cercano a 7.0, 

de una manera muy similar al del contenido de proteína. Algo que tienen en común los 

ácidos isobutirico, isovalerico es que sus precursores son aminoácidos ramificados 

(valina, leucina e isoleucina) y no productos de la glucolisis (Koh et al. 2016), esta 

diferencia en su ruta metabólica podría explicar por qué su comportamiento frente al 

tiempo y el pH es diferente al del resto de los AGCC. En fermentaciones de maíces 

africanos con su propia microbiota se encontraron aumentos con el tiempo de diversos 

aminoácidos, incluyendo valina, leucina e isoleucina (Mohiedeen et al. 2010), así que el 

aumento de ácido isovalerico podría deberse a un incremento en la disponibilidad de sus 

precursores. 

8.5.4. Condiciones óptimas compuestas 

Se optimizaron las condiciones para obtener de manera simultánea el mayor contenido 

posible de proteína, probióticos y AGCC, sin embargo, las deseabilidades bajaron de 

0.871, 1.000 y 0.897 a una deseabilidad compuesta de 0.773. De acuerdo a Minitab 

(2019), la deseabilidad “evalúa qué tan bien una combinación de variables satisface las 

metas que se definieron para las respuestas” la deseabilidad (d) evalúa una respuesta 

individual y la deseabilidad compuesta (D) un conjunto de respuestas en un rango de cero 

a uno. La deseabilidad compuesta de las tres variables fue baja y por tanto sus valores 
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máximos son reducidos en comparación con los valores máximos de las optimizaciones 

individuales, debido a esto, se decidió probar combinaciones de dos variables a la vez en 

lugar de tres para tratar de minimizar estas reducciones. Se dio prioridad a la proteína 

debido a su importancia nutrimental y teniendo en cuenta que el objetivo de optimizar las 

fermentaciones fue aumentar el contenido de proteína y obtener una bebida funcional con 

probióticos. Las condiciones óptimas para proteína y probióticos, y para proteína y AGCC 

dieron deseabilidades compuestas de 0.9027 y 0.7784, debido a esto, se decidió llevar a 

cabo la fermentación bajo las condiciones óptimas para el contenido compuesto de 

proteína y probióticos ya que la deseabilidad fue mayor, de este modo los máximos 

valores son similares a los contenidos que se obtendrían con la optimización individual 

(proteína 8.78 vs 8.81% y probióticos 9.06 vs 9.19 Log). Otra ventaja de las condiciones 

óptimas para proteína y probióticos es que requiere 26 h menos de fermentación que las 

condiciones para proteína y AGCC, lo que un enorme ahorro de tiempo de proceso. La 

baja deseabilidad compuesta de proteína y AGCC se puede atribuir a que el pH óptimo 

de estas variables es diametralmente opuesto (7.0 y 4.6 respectivamente), de modo que 

estas variables son difíciles de conciliar. 

8.5.5. Validación del modelo  

Se llevó a cabo la fermentación bajo las condiciones óptimas compuestas para proteína y 

probióticos con el fin de verificar si los contenidos obtenidos experimentalmente 

coincidían con los valores teóricos predichos por el modelo.  Se determinó un contenido 

de proteína de 8.25 ± 0.29 % y de probióticos de 8.88 ± 0.08 Log, valores similares a los 

teóricos de 8.78% y 9.06 Log respectivamente.   

8.5.6. Caracterización del fermento 

8.5.6.1. Caracterización fisicoquímica y microbiológica  

Se llevó a cabo una caracterización fisicoquímica, microbiológica, nutrimental y de los 

AGCC de la bebida obtenida mediante la fermentación optimizada. Los valores de 

humedad y aw encontrados fueron elevados, de acuerdo a su aw, la bebida se considera un 

alimento de alta humedad al ser superior de 0.95 y es susceptible al crecimiento 

microbiano considerando que el límite para el crecimiento de estos es de 0.85 (FDA 

2014). Por otra parte, se requiere un pH menor de 4.6 para la preservación de alimentos 
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por acidez, debido a su pH de 3.45, la bebida fermentada de maíz se puede considerar un 

alimento de baja acidez y cumple con el criterio para estabilidad por acidez (FDA 2020). 

Respecto a la regulación mexicana, se consultaron las normas oficiales para alimentos 

fermentados similares a fin de buscar especificaciones fisicoquímicas. La Norma Oficial 

Mexicana (NOM) sobre yogurt (NOM-181-SCFI/SAGARPA-2017) establece una acidez 

mínima de 0.5 % y por su parte la NOM referente a bebidas alcohólicas (NOM-199-SCFI-

2017) marca para cervezas límites de pH 2.5 a 5 y de acidez máxima en 10 g/L, al 

respecto, la bebida fermentada de maíz cuenta con acidez y pH dentro de estos límites.  

La caracterización microbiológica demuestra que la fermentación fue capaz de inhibir el 

crecimiento de microorganismos contaminantes, ya que no hubo recuentos de coliformes 

totales ni hongos y levaduras, y la carga de mesófilos aerobios se puede considerar baja. 

Al respecto, la NOM-218-SAA1-2011 establece que los límites máximos permisibles en 

bebidas no alcohólicas para mesófilos aerobios y coliformes totales son de 50 UFC/g y 

10 NMP/g, con este criterio se puede establecer que la bebida es inocua y cumple con la 

normativa aplicable. Por otro lado, la NOM-181-SCFI/SAGARPA-2018 dicta que el 

yogurt debe contener como mínimo 107 UFC/g de bacterias de los cultivos fermentativos, 

la bebida fermentada de maíz demostró contener 109 UFC/g de cultivos lácticos, que 

además de cumplir la norma, es superior a la dosis de 106 reconocida como a necesaria 

para que los probióticos puedan ejercer un efecto benéfico en su hospedero (FAO/WHO, 

2002), y cabe mencionar que L. acidophilus está listado en la norma como uno de los 

cultivos alternativos permitidos. La bebida fermentada de maíz no se puede denominar 

como yogurt, sin embargo, se menciona la norma de este alimento ya que no hay otra 

normativa mexicana que establezca el contenido mínimo de microorganismos para un 

alimento o bebida con probióticos.    

8.5.6.2. Caracterización nutrimental  

A diferencia de la germinación, la fermentación llevó a cambios significativos en el 

contenido nutrimental del maíz: el contenido de grasa aumentó en un 87.6%, el de 

proteína en un 30.5%, el de cenizas en 160% y hubo disminución en los carbohidratos en 

un 7.8%, todo esto en base seca. Al igual que sucede con la proteína, los reportes del 

efecto de la fermentación en grasa, fibra y ceniza de diversos cereales son variables, lo 
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que es una constante en todas las fermentaciones es la disminución de los carbohidratos 

debido a su consumo por los microorganismos. Sobre el maíz se han reportado que al 

fermentar a 30 °C por 24 con su microbiota aumentó la proteína de 10.6 a 12.04 % y las 

cenizas de 2.17 a 2.72% en tanto que la grasa disminuyó de 4.02 a 3.76% y la fibra de 

2.12 a 1.78% (Gernah et al. 2011); en otro estudio maíz germinado se fermentó con 

Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, Bacillus subtilis o Bifidobacterium longum 

a 37 °C por diferentes tiempos, a las 48 h con todas las bacterias se encontraron aumentos 

en el contenido de proteína y disminución en grasa, cenizas, fibra y carbohidratos (Hiran 

et al. 2016); al fermentar dos variedades diferentes maíz germinado con su microbiota 

durante 8 h a temperatura ambiente se encontraron importantes aumentos en el contenido 

de proteína de 5 y 8 % a 12.05 y 12.07%, en una variedad la grasa y la fibra disminuyeron, 

en tanto que en la otra se mantuvieron constantes estos nutrientes (Ongol et al. 2013). El 

pozol es una bebida mexicana similar a base de maíz nixtamalizado fermentado con su 

microbiota, se ha reportado que este proceso aumenta el contenido de grasa del maíz en 

un 22%, sin embargo, no se apreciaron cambios en el contenido de proteína, fibra y ceniza 

en base seca; debido a que los análisis se realizaron en 12 muestras comerciales, no se 

detallan las condiciones de elaboración (Guyot et al. 2004). El aumento en el contenido 

de grasa en el maíz germinado fermentado podría deberse a que la generación de biomasa 

demanda la producción de lípidos para la membrana plasmática de las nuevas células, 

esto es posible considerando que las bacterias pueden llevar a cabo biosíntesis de novo de 

ácidos grasos por medio del sistema de la ácido graso sintasa tipo II (Rock y Jackowski 

2002). Por otra parte, con anterioridad se han discutido posibles mecanismos por los que 

aumenta contenido de proteína, es importante mencionar que, observando el contenido 

nutrimental, también se considera posible que la proteína aumente en algún grado por 

concentración debido a la disminución de los carbohidratos. La NOM NOM-181-

SCFI/SAGARPA-2018 establece que el yogurt bebible debe contener un mínimo de 1.6% 

de proteína, haciendo la conversión a base húmeda, la bebida fermentada de maíz 

germinado contiene 1.74% de proteína, con lo que cumple el requisito para el yogurt. 

8.5.6.3. Contenido de AGCC 

En comparación con un yogurt convencional, la bebida de maíz fermentada presenta 

ácidos acético y propiónico, por otro lado, ambos presentan ácido butírico y caproico. 
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Una comparación directa de las cantidades es difícil debido a que los resultados en yogurt 

son expresados en g /100 g de grasa o mg / g de grasa y faltan datos para realizar 

conversiones. Se encontraron diversos reportes sobre AGCC en yogurt de leche de vaca 

o cabra, sin embargo, en ninguno se menciona presencia de ácido acético o propiónico; a 

continuación, se mencionan los más relevantes. En yogurt de leche de vaca no se 

detectaron acético, propiónico ni butírico (Canbulat y Ozcan 2015). En otro estudio se 

encontró los ácidos butírico, caproico, caprilico, caprico y laurico en la leche, fue 

interesante que no se observaron cambios tras la fermentación para elaborar yogurt (Dave 

et al. 2002); estos mismos AGCC se reportan en leche y yogurt de cabra y se menciona 

que algunos de estos son compuestos clave en el sabor de dichos alimentos, en este caso 

se encontró que la fermentación de la leche aumentó el contenido de ácido caproico y 

caprilico (Jia et al. 2016).  

Es necesario realizar investigaciones posteriores para evaluar qué cantidad de AGCC 

llegaría al intestino y cuantos son absorbidos al tomar la bebida probiótica de maíz 

fermentado, sin embargo, para poner en contexto las cantidades de AGGC presentes en 

la bebida, en seguida se mencionan dosis de AGCC a las que se han observado efectos 

fisiológicos en diversos estudios. Los AGCC tienen propiedades antiinflamatorias y se ha 

sugerido su uso en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal, un meta-

análisis reporta pruebas con diferentes AGCC en un rango de 60-200 mM (McLoughlin 

et al. 2017), un estudio in vitro con la línea celular Colo320DM puso a prueba ácidos 

acético, propiónico y butírico en concentraciones de 30 mM encontrando que el 

propionato y el butirato fueron altamente efectivos, mientras que el ácido acético fue 

menos efectivo (Tedelind et al. 2007). Las concentraciones necesarias para obtener el 

efecto antiinflamatorio son muy elevadas en comparación con el contenido de AGCC en 

la bebida fermentada, en cambio, las concentraciones reportadas para tener efectos 

relacionados con la prevención de la diabetes y el control de peso si son alcanzadas por 

la bebida de maíz fermentado. El ácido acético, butirico y propiónico son capaces de 

promover la secreción de la hormona incretina, un péptido similar al glucagón, a 

concentraciones de 1 mM (Tolhurst et al. 2012). Canfora y colaboradores (2015) realizó 

una revisión de los efectos fisiológicos de los AGCC en el control de peso, algunos de los 

más notables es la reducción de la actividad lipolitica y un aumento en la adipopogenesis, 
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que tienen como efecto neto menor liberación de ácidos grasos libres a nivel sistémico 

con la consecuente reducción de efectos lipotoxicos, inducción de la gluconeogénesis y 

aumento en la sensibilidad a la insulina. Para obtener dichos efectos metabólicos se 

reportan diferentes concentraciones: en un estudio se trató adipositos L1 con acetato o 

propionato a concentraciones 0.1-0.3 mM encontrando una reducción del 50% de la 

actividad lipolitica; el ácido acético 4 mM mostró efectos antilipoliticos en adipocitos 

3T3‑ L1; al incubar explantes de tejido adiposo de humanos con sobrepeso con ácido 

propiónico 3 mM hubo un incremento en la expresión de la lipoprotein lipasa; se 

incrementó la expresión de la hormona leptina y su secreción en tejido subcutáneo 

humano y adipositos omentales tratados con ácido propiónico 3 mM.  

8.6. Conclusiones  

Tanto Lactobacillus acidophilus La3 como L. plantarum V3 son capaces de crecer en alta 

concentración durante la fermentación del maíz germinado, producir AGCC y promover 

aumentos significativos de proteína a tiempos entre 48 y 72 h de fermentación. El 

contenido de probióticos en las fermentaciones llegan a un punto máximo a tiempos de 

alrededor de 47 h y valores de pH inicial cercanos a 4.5 o a 7.0. Los tiempos de 

fermentación prolongados (72 h) y pH inicial cercano a 7.0 favorecen el aumento en el 

contenido de proteína. Respecto a los AGCC, concentraciones más elevadas se 

encuentran a tiempos muy cortos (12 h) o muy largos (72 h) de fermentación, por su parte, 

el pH inicial entre 4.6 y 5.5 puede ser más favorable según el tiempo de fermentación. 

Los valores de pH inicial óptimos para proteína y para AGCC son opuestos, de modo que 

es difícil conciliarlos estos factores, llevando esto a bajos valores de deseabilidad 

compuesta. Por el contrario, la optimización combinada para proteína y probióticos (pH 

7.0 con 45.9 h) alcanza una deseabilidad compuesta alta (0.9027) y valores similares a 

los de las optimizaciones individuales, debido a esto y la importancia de ambos factores, 

se consideran estas las condiciones óptimas para elaborar la bebida probiótica.  

La fermentación del maíz fue efectiva para aumentar el contenido de proteína en el maíz 

germinado y obtener una bebida con una dosis de bacterias mayor a 6 Log, que es la 

reglamentaria para considerarse probiótica. Además, la bebida cumple con las normas 

oficiales para bebidas similares para estándares fisicoquímicos y microbiológicos y puede 
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ser considerada inocua. En comparación con un yogurt para beber convencional, la bebida 

fermentada de maíz es competitiva en cuanto al contenido de proteína, probióticos y en 

el perfil de AGCC.
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9.  CONCLUSIONES GENERALES  

 Lactobacillus plantarum V3 y L. acidophilus La3 demostraron ser capaces de 

sobrevivir a condiciones gástricas e intestinales in vitro, tienen la capacidad de 

adherirse a las células CaCo-2 y no muestran más resistencias a antibióticos de lo 

requerido entre los antibióticos probados, por lo tanto, estas bacterias pueden 

considerarse probióticos. 

 La germinación del maíz no mejora su contenido nutrimental, sin embargo, 

aumenta la cantidad de azucares y nitrógeno amino libre y la actividad de las α-

amilasas obteneniendo los mejores resultados a las 96 h de germinación. Estos 

cambios favorecen la suceptibilidad del maíz a ser fermentado. 

 Las bacterias probióticas Lactobacillus acidophilus La3 como L. plantarum V3 

son capaces de crecer en alta concentración durante la fermentación del maíz 

germinado, producir AGCC y promover aumentos significativos de proteína a 

tiempos entre 48 y 72 h de fermentación, a 37 °C.  

 La optimización combinada para maximizar el contenido de proteína y probióticos 

mediante la fermentacion se obtuvo a pH 7.0 con 45.9 h.  

 La fermentación del maíz con Lactobacillus acidophilus La3 fue efectiva para 

aumentar el contenido de proteína en el maíz germinado y obtener una bebida con 

una dosis de bacterias probióticas mayor a 6 Log.  

 La bebida derivada de la fermentacion del maíz germinado cumple con las normas 

oficiales para bebidas similares en cuanto a estándares fisicoquímicos y 

microbiológicos y puede ser considerada inocua. 

 Debido al contenido de probióticos presentes en la bebida fermentada de maíz, esta 

se puede considerar como una bebida funcional, además, considerando las 

concentraciones de AGCC que contiene, podría tener un efecto en la prevención 

de la diabetes y el control de peso.  
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10.  PERSPECTIVAS 

 

Se necesita más investigación para evaluar si la resistencia a los antibióticos mostrada 

por los probióticos propuestos es transferible a otras bacterias horizontalmente, es decir, 

a otras bacterias diferentes a su progenie. 

Aunque no se encontraron incrementos en el contenido de proteína durante la 

germinación, es probable que el perfil de aminoácidos haya mejorado, también es posible 

que su bioaccesibilidad y digestibilidad así como la de compuestos antioxidantes y otros 

fitoquímicos hayan aumentado, por lo tanto, podría ser un tema a explorar en próximos 

estudios.  De manera similar, el contenido de fibra cruda no mostró cambios, sin embargo, 

es posible encontrar diferencias al analizar por métodos que cuantifiquen fibra dietaria en 

lugar de fibra cruda, considerando que esta última no incluye la fracción soluble, así que 

esto también podría ser sujeto a posterior análisis.   

Ya que cuatro cepas de diferentes bacterias comprobaron tener características de 

probióticos, una posible área a explorar es la fermentación con diferentes closters de estas 

bacterias para observar efectos en la dinámica de fermentación, efectos en el metabolismo 

de las bacterias y posibles efectos simbióticos. 

Investigaciones posteriores pueden evaluar la calidad de la proteína tras la fermentación 

del maíz germinado en condiciones óptimas, para evaluar posibles mejoras en el perfil de 

aminoácidos y en la digestibilidad.  

Aun son necesarias pruebas in vivo para validar los efectos del consumo de la bebida, la 

sobrevivencia de las bacterias al paso del tracto gastrointestinal, la posterior producción 

de AGCC por los probioticos en intestino, la estabilidad y la absorción de los AGCC 

presentes en la bebida y los efectos fisiológicos de los AGCC tanto de la bebida como de 

los producidos por los probioticos.
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