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RESUMEN EJECUTIVO

En la actualidad existe un creciente interés por los alimentos funcionales que aportan beneficios
adicionales a la nutricion. Entre ellos, los productos lacteos fermentados con bacterias acido lacticas
representan una opcion accesible para mejorar la salud digestiva, modular la microbiota intestinal y ofrecer
alternativas con mayor valor agregado para la industria lactea local. En este estudio se evalud la actividad
probidtica de tres cepas acido lacticas Weissella cibaria, Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus
plantarum en leche entera pasteurizada. Las cepas se cultivaron en agar MRS, se preparé un inoculo
estandarizado y se fermento la leche bajo condiciones controladas de tiempo y temperatura. Durante la
fermentacion y el almacenamiento se contabilizé el recuento microbiano y se midieron los parametros de
pH, la produccion de acido lactico por titulacion y por espectroscopia infrarroja, ademas se realizé una
evaluacién sensorial basica de los tratamientos. Los resultados demostraron que las tres cepas probioticas
alcanzan y mantienen recuentos viables en el rango considerad aceptable 10 elevado a la 6 UFC sobre mL
y generan una acidificacion adecuada de la matriz lactea 4.4 a 4.6 de pH. Weissella cibaria presentd la
mejor combinacién entre estabilidad y aceptacién sensorial, mientras que Leuconostoc mesenteroides y
Lactobacillus plantarum mostraron perfiles complementarios entre ellos. La leche entera pasteurizada es
una matriz adecuada para formular bebidas lacteas probi6ticas con estas cepas, y se evidencia su potencial

para futuras aplicaciones y transferencia a la industria lactea regional.

Palabras clave: Leche entera pasteurizada, Weissella cibaria, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus

plantarum, probidticos, 4cido lactico, FTIR, Acido lactico.
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ABSTRACT

Currently, there is a growing interest in functional foods that provide additional benefits to nutrition.
Among these, dairy products fermented with lactic acid bacteria represent an accessible option to improve
digestive health, modulate the intestinal microbiota, and offer value-added alternatives for the local dairy
industry. This study evaluated the probiotic activity of three lactic acid bacterial strains: Weissella cibaria,
Leuconostoc mesenteroides, and Lactobacillus plantarum in pasteurized whole milk. The strains were
cultured on MRS agar, a standardized inoculum was prepared, and the milk was fermented under
controlled conditions of time and temperature. During fermentation and storage, microbial counts were
recorded, and parameters such as pH, lactic acid production by titration and infrared spectroscopy were
measured. Additionally, a basic sensory evaluation of the treatments was performed. The results
demonstrated that all three probiotic strains achieved and maintained viable counts within the acceptable
range 10 to the power of 6 CF per mL and generated adequate acidification of the dairy matrix pH 4.4 to
4.6. Weissella cibaria showed the best combination of stability and sensory acceptance, while Leuconostoc
mesenteroides and Lactobacillus plantarum exhibited complementary profiles. Pasteurized whole milk is
an adequate matrix for formulating probiotic dairy beverages with these strains, and its potential for future

applications and transfer to the regional dairy industry is evident.

Keywords: Pasteurized whole milk, Weissella cibaria, Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus

plantarum, probiotics, lactic acid, FTIR, Lactic acid.
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CAPITULO .- MARCO TEORICO.
1.1. Antecedentes investigativos.

Los cambios en los habitos alimentarios y el aumento de enfermedades crénicas no transmisibles han
impulsado el desarrollo de alimentos funcionales, entendidos como aquellos que ademas de aportar
nutrientes basicos contribuyen de forma especifica a la salud del consumidor Klimko et al., (2020).
Dentro de este grupo, los alimentos probioticos destacan por incorporar microorganismos vivos que,
administrados en cantidades adecuadas, confieren beneficios a la salud del huésped, especialmente a
nivel gastrointestinal, inmunolégico y metabdlico. En este contexto, los productos lacteos
fermentados constituyen una de las matrices mas utilizadas para el transporte de microorganismos
probidticos, debido a su composicion nutricional, su aceptabilidad sensorial y su disponibilidad en el
mercado. (Urcan et al., 2024).

Sin embargo, uno de los principales desafios es garantizar la estabilidad de las cepas probidticas
durante la fermentacion y el almacenamiento, asi como la produccion sostenida de metabolitos
funcionales como acidos grasos de cadena corta, acido lactico y vitaminas, que contribuyen a los
beneficios para la salud del consumidor Hu et al., (2023). Estudios recientes reportan que la seleccién
de cepas adecuadas y el control de las condiciones de fermentacion son claves para obtener productos

con calidad funcional y microbioldgica 6ptima (Urcan et al., 2024).

Para lo cual se busca evaluar la viabilidad probiética de tres cepas acido-lacticas (Weissella cibaria
Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus plantarum) en leche entera pasteurizada, identificando su
capacidad de producir metabolitos beneficiosos, su comportamiento durante el almacenamiento y su
potencial de ser utilizados en el desarrollo de nuevos productos lacteos con valor agregado para la
industria local en un futuro. En consecuencia, el presente trabajo de titulacién se justifica por su
contribucién al desarrollo de alimentos funcionales lacteos, aportando evidencia cientifica sobre el
comportamiento probidtico de tres cepas acido-lacticas en leche entera pasteurizada y ofreciendo una

base para futuras aplicaciones industriales. (Ruiz et al., 2023).



1.2. Fundamentacion teérica
1.2.1.Alimentos funcionales y probi6ticos.

En las Gltimas décadas ha crecido el interés por los alimentos funcionales, definidos como aquellos
que, ademas de aportar nutrientes basicos, contienen componentes biol6gicamente activos capaces de
ejercer efectos benéficos especificos sobre una o mas funciones del organismo y contribuir a la
reduccion del riesgo de enfermedad cuando se consumen en el marco de una dieta habitual (Kaur et
al., 2022). Dentro de este grupo, los productos lacteos fermentados enriquecidos con bacterias
probiéticas se han consolidado como una de las categorias mas relevantes, debido a su asociacion con
la salud digestiva, la modulacién de la microbiota intestinal y el soporte del sistema inmunitario
(Sawant & Tamhane, 2025).

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud introdujeron la definicion de probidticos como “microorganismos
vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del
huésped” (Guarner et al.,, 2023). Esta definicion, ratificada por la International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP), implica que las cepas probidticas deben estar
correctamente identificadas, ser seguras, mantenerse viables durante el almacenamiento del producto

y contar con evidencia cientifica de sus efectos benéficos.

Diversos documentos de consenso y guias clinicas sefialan que, para que un alimento pueda
considerarse probiotico, el producto final debe aportar del orden de 103—10° UFC por porcion diaria
0, al menos, concentraciones cercanas a 10°~10” UFC/g o mL al final de la vida (til, a fin de asegurar
una dosis efectiva en el consumidor (Guarner et al., 2023). Esto condiciona el disefio de las
formulaciones, los procesos de fermentacién y las estrategias de almacenamiento para garantizar la

estabilidad de los cultivos probidticos.
1.2.2.Bacterias acido — lacticas (BAL).

Las bacterias &cido-lacticas (BAL) constituyen el grupo microbiano mas utilizado en la elaboracién
de alimentos fermentados y en el desarrollo de productos probidticos. Se caracterizan por ser Gram
positivas, catalasa negativas y por producir &cido lactico como principal producto de la fermentacion
de carbohidratos (Santander & Castro, 2024).Ademas de su funcion tecnoldgica como cultivos
iniciadores, diversas cepas de BAL poseen propiedades de interés probiotico, tales como resistencia

a pH gastrico bajo y a sales biliares, capacidad de adhesion a células epiteliales intestinales,



produccion de compuestos antimicrobianos (bacteriocinas, acidos organicos) y potencial antioxidante
(Park & Kim, 2025; Garcia et al., 2021).

Desde el punto de vista funcional, se ha propuesto que las BAL pueden contribuir a la modulacion de
la microbiota intestinal, al desplazamiento competitivo de patégenos, al refuerzo de la barrera mucosa
y a la regulacion de respuestas inmunes y oxidativas (Garcia et al., 2021; Park & Kim, 2025). Sin
embargo, estas propiedades son cepa-dependientes, por lo que no es posible extrapolar los efectos de
una especie completa a todas sus cepas. De ahi la necesidad de evaluar experimentalmente cada
aislado en condiciones especificas de matriz, fermentacion y almacenamiento antes de considerarlo

probidtico.

Las BAL comprenden géneros como W. cibaria, L. mesenteroides, L. plantarum, caracterizados por
producir acido lactico como principal metabolito de la fermentacion de carbohidratos. Estas bacterias
son resistentes a condiciones &cidas y pueden tolerar sales biliares, dos caracteristicas esenciales para

garantizar su viabilidad en el tracto gastrointestinal (Santander & Castro, 2024).

Ademas, durante la fermentacién llevada a cabo por BAL implica la transformacion de azlcares
(como la lactosa) en acido lactico, lo que reduce el pH y contribuye a la conservacion del alimento.
Este proceso estimula ademéas la produccion de metabolitos funcionales como exopolisacaridos,
compuestos antimicrobianos, acidos grasos, péptidos bioactivos, bacteriocinas y vitaminas del
complejo B, los cuales potencian el valor funcional de estos productos. Urcan et al., (2024). En
particular, se ha reportado que L. plantarum es capaz de sintetizar riboflavina (vitamina B2) y en
ciertos casos cobalamina (vitamina B12), mientras que W. cibaria puede sobre producir riboflavina
y dextranos, mejorando las propiedades nutricionales y reolédgicas del producto fermentado
(Gizachew et al., 2023).

1.2.3.Leche entera como matriz para probioticos.

Los productos lacteos son considerados matrices privilegiadas para el desarrollo de alimentos
funcionales, debido a su elevado valor nutricional y a la presencia de proteinas, lipidos, lactosa,
vitaminas y minerales que pueden favorecer el crecimiento y la supervivencia de las BAL (Kaur et
al., 2022). En particular, la leche entera pasteurizada ofrece un medio relativamente estable y seguro
desde el punto de vista microbioldgico, ya que el tratamiento térmico reduce la flora competidora y

los microorganismos patdgenos, preparando el sustrato para la inoculacion de cultivos seleccionados.



Los lacteos fermentados se consideran uno de los vehiculos méas eficaces para la administracion de
probidticos, porque la matriz lactea actlia como sistema de proteccion frente a condiciones adversas
del tracto gastrointestinal, amortiguando el estrés acido y biliar (Kaur et al., 2022; Divnych &
Lytvyn, 2025). Ademas, la interaccion entre proteinas lacteas, grasa y exopolisacaridos producidos
por las BAL contribuye a mejorar la textura, la viscosidad y la estabilidad del producto, aumentando

su aceptabilidad sensorial.

En este contexto, la leche entera pasteurizada se presenta como una matriz adecuada para formular
bebidas probidticas fermentadas, siempre que se optimicen variables como la temperatura y el tiempo
de incubacion, la concentracion del indculo y las condiciones de almacenamiento, de modo que se
mantenga una alta viabilidad de las cepas y propiedades fisicoquimicas aceptables a lo largo de la
vida util del producto (Kaur et al., 2022).

1.2.4.Propiedades probidticas de Weissella cibaria, Leuconostoc mesenteroides,

Lactobacillus plantarum.

Dentro del grupo de las BAL, tres especies probidticas son evaluadas en una matriz lactea: W. cibaria,

L. mesenteroides, L. plantarum.

L. plantarum es una especie versatil que se aisla con frecuencia de alimentos fermentados de origen
vegetal y animal, asi como del tracto gastrointestinal humano. Se caracteriza por su alta tolerancia a
pH &cido y sales biliares, por su capacidad para fermentar una amplia variedad de carbohidratos y por

su aptitud para adherirse a la mucosa intestinal (Garcia et al., 2021).

Una revision reciente indica que diversas cepas de L. plantarum muestran propiedades
antimicrobianas frente a patégenos entéricos, actividad antioxidante, modulaciéon de la respuesta
inmune e incluso efectos beneficiosos en modelos de sindrome metabélico, obesidad y enfermedades
inflamatorias intestinales (Garcia et al., 2021).Ademas, se han descrito exopolisacéaridos (EPS)
producidos por L. plantarum con capacidad antioxidante y efectos texturizantes en productos lacteos

fermentados, lo que refuerza su interés como cultivo funcional y tecnolégico.

Estas caracteristicas convierten a L. plantarum en una candidata s6lida para aplicaciones probiéticas
en leche entera pasteurizada, donde puede contribuir tanto a la acidificacion y estabilidad
microbiolégica como a la obtencién de propiedades funcionales adicionales. Evaluar su
comportamiento en comparacion con otras BAL emergentes, como W. cibaria y L. mesenteroides,

permite seleccionar la cepa con mejor desempefio integral en la matriz de estudio.



Por su parte, el género W. cibaria se ha consolidado como emergente en el &mbito de los alimentos
funcionales, debido a su capacidad para producir exopolisacéridos , bacteriocinas y otros metabolitos
bioactivos (Ma et al., 2025). En particular, cepas de W. cibaria han mostrado produccion de EPS
(Entidades Promotoras de Salud) con propiedades texturizantes y antioxidantes, asi como tolerancia
a pH acido y sales biliares, lo que las convierte en buenas candidatas para aplicaciones probidticas y
para mejorar la textura de productos como yogures y leches fermentadas (Zhang et al., 2023; Erdem
& Dogan, 2023). su evaluacidn en leche entera pasteurizada permitié determinar si estas propiedades
se manifiestan también en esta matriz y si contribuyen a la estabilidad fisicoquimica y funcional del

producto durante el almacenamiento refrigerado.

L. mesenteroides es otra BAL heterofermentativa, frecuentemente dominante en fermentaciones
vegetales y de jugos, que ha mostrado propiedades probidticas en distintas matrices. Estudios
recientes describen cepas de L. mesenteroides con buena capacidad fermentativa, produccion de
compuestos aromaticos y potencial actividad antioxidante, asi como supervivencia adecuada durante
el almacenamiento (Ariute et al., 2025). Estas caracteristicas la posicionan como un microorganismo
interesante para el desarrollo de bebidas fermentadas funcionales. Se le reconoce como productora
de acidos orgéanicos, didxido de carbono y compuestos aromaticos que contribuyen al perfil sensorial

de los alimentos fermentados.

La evaluacion comparativa de tres cepas acido-lacticas pertenecientes a estas especies en leche entera
pasteurizada permite determinar cudl de ellas presenta mejor desempefio probiotico en términos de
crecimiento, acidificacion, produccion de metabolitos funcionales y estabilidad durante el
almacenamiento, generando informacioén Gtil para la seleccion de cultivos con potencial aplicacién

industrial.
1.2.5.Evaluacion de las actividades probioticas.

Por ello, es fundamental el desarrollo de investigaciones que evalten no solo la viabilidad de las cepas
probidticas en matrices lacteas, sino también la produccion de metabolitos funcionales y su
estabilidad a lo largo del tiempo Mo et al., (2022). Ademas, es importante comprender cémo las
condiciones de fermentacion (temperatura, tiempo, concentracién de indculo) y almacenamiento
(temperatura de refrigeracion, tiempo de conservacion) influyen en estas variables (Gizachew et al.,
2023).



Otro aspecto relevante es la aceptacion sensorial del producto por parte del consumidor. Si bien las
propiedades funcionales son un factor clave para el desarrollo de alimentos innovadores, el éxito
comercial depende en gran medida de atributos como sabor, aroma, textura y apariencia del producto
fina Stefanska et al., (2021). La incorporacion de cepas como W. cibaria, L. mesenteroides, L.
plantarum, ofrece ventajas, ya que se ha demostrado que pueden contribuir positivamente a las
caracteristicas sensoriales de productos lacteos fermentados, mejorando la viscosidad, reduciendo la

sinéresis y desarrollando perfiles aromaticos agradables (Gu et al., 2023).
1.2.6.Viabilidad probidtica y criterios de evaluacion en productos fermentados.

La viabilidad probi6tica es uno de los criterios centrales para el éxito de un alimento funcional
fermentado. Diversos autores sefialan que la simple inclusion de una cepa en la formulacién no
garantiza el caracter probiotico del producto; es indispensable demostrar que las células se mantienen

vivas en cantidades suficientes a lo largo de la vida dtil.

Para que un alimento fermentado pueda considerarse probidtico, no basta con la simple presencia de
la cepa en la formulacion inicial; es necesario que las células se mantengan viables en concentraciones

suficientes durante toda la vida Gtil del producto (Guarner et al., 2023).

Factores como la disminucion del pH, la acumulacién de &cidos organicos, el estrés oxidativo, la
temperatura de almacenamiento y la disponibilidad de nutrientes pueden provocar una reduccion

progresiva de las cuentas viables de BAL en lacteos fermentados (Palanivelu et al., 2022).

Los principales pardmetros de evaluacion probidtica en productos lacteos incluyen:

. La cinética de crecimiento de las cepas (UFC/mL),

. La evolucion del pH

. La acidez titulable

. La capacidad para mantener concentraciones >10°—107 UFC/mL durante el

almacenamiento refrigerado,

La estabilidad de compuestos bioactivos de interés.

. La temperatura t la duracién del almacenamiento.



La determinacion de la viabilidad se realiza usualmente mediante recuentos en placa en medios
selectivos o diferenciales adecuados para BAL, mientras que los cambios fisicoquimicos se
monitorean por medicion de pH, acidez titulable y, en algunos casos, pardmetros reolégicos o de
textura. Estos resultados permiten establecer relaciones entre el comportamiento microbioldgico y las
caracteristicas tecnolégicas del producto, asi como definir tiempos de vida Gtil en los que se garantice

el aporte de una dosis probidtica adecuada (Kaur et al., 2022).
1.2.7.Metabolitos funcionales generados por bacterias acido lacticas.

Ademas de su papel en la acidificacion del medio, las BAL pueden producir metabolitos funcionales
con efectos potencialmente benéficos para la salud. Entre ellos destacan los exopolisacaridos (EPS),
péptidos bioactivos derivados de proteinas lacteas, acidos organicos, compuestos aromaticos y

sustancias con actividad antioxidante (Sawant & Tamhane, 2025).

Los exopolisacaridos generados por BAL se consideran componentes de tipo “postbiotico” con
funciones tecnolégicas y fisiologicas: pueden mejorar la viscosidad y la estabilidad de los productos
fermentados y, al mismo tiempo, mostrar efectos antioxidantes, inmunomoduladores o
hipocolesterolémicos en distintos modelos experimentales (Erdem & Dogan, 2023). En el caso de
W. cibaria, se ha descrito la produccién de EPS (Entidades Promotoras de Salud) que mejoran la
textura de yogures tipo firme y podrian contribuir a la retencion de agua y a la sensacién cremosa del
producto (Zhang et al., 2023).

Por otro lado, la fermentacion lactica de la leche puede conducir a la liberacion de péptidos bioactivos
con actividades antihipertensiva, antioxidante o inmunomodulador, derivados de la hidrdlisis parcial
de caseinas y otras proteinas lacteas (Kaur et al., 2022). La combinacién de viabilidad probiética
adecuada y produccion de metabolitos funcionales aporta un valor afiadido al producto final,

posicionandolo como un alimento potencialmente beneficioso para la salud del consumidor.

La evaluacién probidtica de tres cepas acido-lacticas en leche entera pasteurizada se centra
precisamente en estudiar la relacién entre el crecimiento de las BAL, las modificaciones
fisicoquimicas del sustrato lacteo y la estabilidad de los metabolitos funcionales durante el
almacenamiento, con miras a desarrollar una matriz lactea fermentada con caracteristicas funcionales

y tecnoldgicas satisfactorias.



1.2.8.Relevancia cientifica y social.

Diversos estudios han mostrado que el consumo regular de productos lacteos fermentados puede
mejorar la digestion de la lactosa en personas intolerantes, reforzar el microbiota intestinal, modular
la respuesta inmunoldgica y reducir el riesgo de trastornos gastrointestinales (Zhang et al., 2023).
Por ejemplo, la produccién de &cidos grasos de cadena corta como acetato, propionato y butirato por
las bacterias acido lacticas (BAL) durante la fermentacion se ha asociado con efectos benéficos sobre
la salud intestinal y sistémica. Estos compuestos actian como fuente primaria de energia, regulan la
respuesta inflamatoria y fortalecen la integridad de la barrera intestinal. Asimismo, contribuyen al
equilibrio del microbiota, favorecen la absorcion de nutrientes y modulan la actividad inmunoldgica,

promoviendo asi la homeostasis y la resistencia frente a patégenos (Kang et al., 2023).

Entre las BAL, cepas como W. cibaria, L. mesenteroides, L. plantarum se destacan por su versatilidad
tecnoldgica y potencial funcional. L. plantarum ha demostrado capacidad para sobrevivir en
condiciones gastrointestinales adversas, adherirse al epitelio intestinal y producir compuestos
antimicrobianos, lo que refuerza su potencial probidtico (Jeong et al., 2021). Por su parte, W. cibaria
y L. mesenteroides han sido estudiadas por su habilidad para producir exopolisacaridos (EPS) que
mejoran la textura de productos lacteos, ademéas de contribuir a la modulacién del microbiota
intestinal (Kang et al., 2023).

A pesar de estos avances, persisten desafios técnicos y cientificos en la incorporacion efectiva de
probioticos en matrices lacteas fermentadas. Segun Hernandez et al., (2022). Uno de los principales
retos es garantizar la viabilidad de las cepas probidticas durante el procesamiento y el almacenamiento
del producto, ya que la exposicion a cambios de pH, temperatura y actividad de agua puede
comprometer la estabilidad de las poblaciones microbianas (Ismael et al., 2020). Asimismo, se ha
reportado que la concentracion y estabilidad de metabolitos funcionales como &cidos grasos y
vitaminas del complejo B pueden verse afectadas por las condiciones de almacenamiento y la

interaccion entre cepas durante la fermentacion (Klimko et al., 2022).
1.2.9.Productos lacteos fermentados.

Los productos lacteos fermentados representan un campo prometedor para el desarrollo de alimentos
funcionales con beneficios probados para la salud humana Jeong et al., (2023). La evaluacién de
cepas BAL seleccionadas como W. cibaria, L. mesenteroides, L. plantarum, en la fermentacion lactea

no solo permitird ampliar el conocimiento cientifico sobre su funcionalidad y potencial probidtico,



sino también sentar bases sélidas para la innovacion tecnolégica la industria alimentaria (Pham et

al., 2022).

Centrada en la evaluacion probidtica de tres cepas &cido-lacticas en leche entera pasteurizada aporta
informacion relevante sobre: la cinética de crecimiento y la viabilidad de cada cepa; los cambios
fisicoquimicos inducidos en la matriz lactea; y la estabilidad de metabolitos funcionales durante el
almacenamiento. Estos resultados pueden servir de base para el desarrollo de nuevas bebidas lacteas

probiéticas fermentadas y para la seleccién de cultivos con potencial de aplicacion a escala industrial.



1.3. Objetivos

1.3.1.0Dbjetivo general

Evaluar la actividad probi6tica de tres cepas acido-lacticas en leche entera pasteurizada.

1.3.2.0bjetivos especificos
Inocular las cepas acido-lacticas en un sustrato lacteo bajo condiciones controladas de crecimiento.

Comparar el crecimiento bacteriano, los cambios fisicoquimicos del sustrato y la produccién de

compuestos funcionales de las tres cepas acido-lacticas.

Determinar la viabilidad probidtica de las cepas y la estabilidad de los metabolitos funcionales durante

el almacenamiento del producto fermentado en condiciones controladas.
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CAPITULO Il - METODOLOGIA.
2.1. Materiales

El presente proyecto de titulacion fue de tipo experimental y se llevo a cabo en los laboratorios
académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad
Técnica de Ambato. En la Tabla 1, se enlistan los reactivos, material fungible y equipos que se

utilizaron durante la investigacion.
Tabla 1.

Recursos que se emplean en el proyecto final de titulacion.

Material Cantidad
Reactivos
Medio MRS (caldo y agar) 2L
Agua destilada 5L
Etanol (95%) 1L
NaOH y HC1 (0.1 N) 50 mL
Acido lactico 2mL
Acido acético 2 mL
Acido propiénico 2 mL
Acido butirico 2 mL
Tampon fosfato 10 mL
Material fungible

Placas Petri estériles 50 unidades
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Tubos Falcon 15y 50 mL 20 unidades

Matraz Erlenmeyer 250 mL 5 unidades
Vasos de presentacion 50,250,600,1000 mL 20 unidades
Micropipetas de 100 a 1000 + puntas 1 set
Mechero 1
Papel film 1
Equipos

Incubadora 1
Cabina de flujo laminar 1
Espectrofotometro 1
Potenciometro 1
Refrigerador (4 °C) 1
Centrifuga 1

Nota: Materiales, reactivos y equipos que se emplearon para el proyecto final de titulacion.
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2.2. Métodos

2.2.1. Inoculacién de las cepas acido lacticas en un sustrato lacteo bajo condiciones

controladas de crecimiento
2.2.1.1. Activacion de cepas acido lacticas

Las cepas de las bacterias acido lacticas obtenidas del estudio “Obtencidn de cepas probioticas a partir
de diferentes sustratos de origen organico de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas —
Ecuador” (Cevallos, 2024). Se reactivaron por rehidratacion en caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe)

y se incubarén a 37°C por 48 h en condiciones anaerobias.
2.2.1.2. Multiplicacion y estandarizacion del inoculo.

Una vez activadas, las cepas se multiplicaron en agar MRS durante 24 — 48 horas. La concentracion
del in6culo se ajustd utilizando la escala de McFarland 0.5, asegurando una carga inicial de

aproximadamente 1 x 108 UFC/mL.
2.2.1.3. Preparacion del sustrato.

Se utiliz6 leche entera pasteurizada a 90 °C por 10 minutos para asegurar la reduccion de

microorganismos competidores, luego se enfriard a 37 °C. como lo menciona (Dumpler et al., 2020).
2.2.1.4. Inoculacion en el sustrato lacteo y fermentacion.

Las cepas se inocularon de forma individual, la fermentacion se llevo a cabo a 21 °C durante 21 dias,
bajo condiciones controladas. Se tom6 una muestra al inicio (T0), a las 24 horas, 48 horas, 5 dias, 10
dias, 15 dias y al final 21 dias (Tf) de fermentacion. EI volumen del sustrato fue de 400 mL y 3ml del
inoculo, se realizé tres réplicas independientes por cepa para el analisis de acidos grasos, &cido lactico

y crecimiento bacteriano.
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2.2.2. Comparacion del crecimiento bacteriano, los cambios fisicoquimicos del sustrato y la

produccién de compuestos funcionales.
2.2.2.1. Recuento de viabilidad bacteriana.

Se utiliz6 el medio de cultivo MRS, el cual es especifico para estas bacterias, y que se preparara en
cajas Petri. En cada toma de muestra se destiné 1.8 ml para el recuento microbioldgico. Se realizé 7
diluciones seriadas y se empleara el método de siembra por extensidn en placa y por triplicado. Se
incubo las placas a 37°C durante 24 horas, y, transcurrido este tiempo, se realiz6 el conteo de colonias

formadas utilizando un contador de colonias (Jongenburger et al., 2010).
Se establecioé las UFC/mI de muestra tomada, por medio de la siguiente ecuacion

UFC/mI=(N*D)/V

Ecuacion 1

Donde:
N = namero de colonias contadas en la placa
D = inverso de la dilucion
V = volumen inoculado en mL
2.2.2.2. Medir el pH.

En un vaso de precipitacion se colocd 10ml de cada una de las muestras y se procedi6 a introducir el
potenciémetro durante 10 segundos o hasta que el valor se mantuviera estable y se registré el valor
(Uppuluri et al., 2021).

2.2.2.3. Determinacion de acido lactico.

Para cuantificar el contenido de cido lactico producido durante la fermentacion, se utiliz6 el método

de titulacidn acido-base, el cual permite estimar la acidez titulable de la muestra (AOAC., 2005).

Se tom6 10 mL del fermentado y, en caso de observarse residuos sélidos o exceso de grasa, se
procedi6 a centrifugar la muestra a 5.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C para clarificarla.

Posteriormente, se tom6 10 mL del sobrenadante claro y homogéneo con ayuda de una pipeta y se
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transfiri6 a un vaso de precipitados, seguido, se afiadié 2 gotas de una solucién de fenolftaleina al 1%
como indicador &cido-base (AOAC., 2005).

La muestra fue titulada gota a gota con una solucion de hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N, agitando
constantemente durante el proceso. El punto final de la titulacion se determin6 por el cambio de color
de la solucion, de incolora a rosado palido, el cual se mantuvo durante al menos 30 segundos. El
volumen de NaOH se utilizd hasta alcanzar este punto, y fue registrado el valor en mililitros (mL)
(AOAC., 2005).

Finalmente, se calculé la concentracion de acido lactico (en g/L) utilizando la siguiente formula:

Acido lactico (g/L)=(ml de NaOH x Normalidad de NaOH x 90.08)/(VVolumen de muestra(mL))
Ecuacion 2

Donde:

90.08g/mol = corresponde al peso molecular del acido lactico

V = volumen de muestra corresponde a 10 mL.

NaOH 0.1 N, de esta manera los valores se van a remplazar en la ecuacion 2.

2.2.2.4. Determinacion de &cidos grasos.

Para la determinacion de &cidos grasos se empled espectrofotometria FTIR para acidos grasos de
cadena corta (AGCC: acético, propionico y butirico) en bebida fermentada se apoya en las vibraciones
del grupo carboxilo. En matriz acuosa-alcoholica, las formas COO~ y COOH muestran bandas
intensas y reproducibles en la region de huella (=<1800-900 cm™), en alimentos fermentados

(vino/vinagre, lacteos). ( Rios et al., 2018).

Se registrd espectros entre 4000 y 600 cm™ con resolucion de 4 cm™ y 32 escaneos por muestra (y
64 para el fondo inicial). Se depositaron 20-40 uL de estdndar o muestra sobre el cristal ATR, se
esperd ~30 s para estabilizar el contacto y se obtendran las sefiales. Para el analisis se utilizd
principalmente la region 1800-900 cm™, que capturo las bandas v_as (COO") (~1550-1520 cm ™) y
v_s (COO") (~1415-1390 cm™), evitando la interferencia dominante del agua (Korotkevich et al.,
2023).
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2.2.3. Determinacion la viabilidad probiédtica de las cepas y la estabilidad de los metabolitos
funcionales durante el almacenamiento de producto fermentado en condiciones

controladas.
2.2.3.1. Condiciones de almacenamiento.
Las muestras fermentadas se almacenaron a 4 °C durante 21 dias en frascos estériles y sellados.
2.2.3.2. Analisis periodicos.

Cada 7 dias se analiz6 la viabilidad microbiana (>10° UFC/mL) por recuento en placa, se medi6 pH,

concentracion de &cido lactico y acidos grasos como se menciona en el apartado 2.2.2
2.2.3.3. Evaluacion sensorial bésica.

Se evaluaron color, olor sabor, textura y aceptabilidad en cada intervalo mediante inspeccion visual,

olfativa y degustativa en una catacién del producto fermentado.
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CAPITULO I11.-RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Andlisis y discusion de los resultados.

3.1.1. Inoculacion de las cepas acido-lacticas en un sustrato lacteo bajo condiciones

controladas de crecimiento.
3.1.1.1. Inoculacidn de las cepas acido-lacticas en un sustrato lacteo.

La estandarizacion del tamafio de in6culo y del estado fisiologico (fase log) es central para lograr
alcanzar la viabilidad minima requerida para un alimento con probiéticos (>10°-10” UFC/ml). La
evidencia muestra que la viabilidad final en matrices lacteas depende de factores microbioldgicos
(cepa, fase de crecimiento), tecnolégicos (dosis de indculo) y de la matriz; en leche, pequefas
variaciones en el in6culo modifican la caida de pH, la acidez titulable y el conteo de UFC durante la
incubacion y el almacenamiento. Ademas, los marcos regulatorios y analiticos recientes recomiendan
asegurar >10% UFC/ml por porcion diaria declarada, lo que en lacteos suele traducirse en disefiar

procesos que garanticen >10°—107 UFC/ml al consumo (Meybodi et al., 2020).
Tabla 2

Inoculacion de cepas probidticas.

Cepas Sustrato (ml) Inoculo (ml) Temperatura
W.cibaria 400 3 21°C
L. mesenteroide 400 3 21°C
L.plantarum 400 3 21°C

Nota: condiciones de la inoculacion en las cepas en leche entera pasteurizada.

El control de temperatura y las condiciones anaerobias durante la incubacion condiciona tanto la tasa
de crecimiento como el metabolismo secundario. Para L. plantarum, temperaturas en el rango 30-37
°C maximizan el crecimiento y la acidificacién en lacteos; paralelamente, aunque las LAB son
microaeréfilos o anaerobias facultativas, su tolerancia a oxigeno y su respuesta a estrés oxidativo

influyen en rendimiento y robustez del cultivo. Ajustar recipientes (tapado hermético) y temperatura

17



permite modular la velocidad de acidificacion sin comprometer la viabilidad ni inducir estrés

innecesario gque afecte el proceso fermentativo (Gokmen et al., 2024).

Desde la funcionalidad reoldgica, los exopolisacaridos (EPS) producidos por LAB son un eje de
calidad: incrementan viscosidad, mejoran retencion de agua y reducen sinéresis en matrices lacteas
fermentadas. La tasa de produccion de EPS depende de la cepa, el sustrato (lactosa/proteinas), el pH
y la temperatura; por ello, condiciones “suaves” (pH final ~4.4—4.6; incubacion en el rango 6ptimo
de cada cepa) favorecen mantener viabilidad sin sacrificar textura. Justificar la seleccion de cepas
productoras de EPS (o0 su combinacion con no productoras) permite mejorar el desempefio

tecnoldgico con estabilidad durante el almacenamiento (Zhang et al., 2024).

Ademas del &cido lactico, cepas fermentativas como W. cibaria y L. mesenteroides, aportan CO: y
compuestos aromaticos (diacetilo, acetoinas) que diversifican el perfil sensorial de la leche
fermentada; sin embargo, su inclusion exige controlar tiempo y temperatura para evitar sobre
acidificacion y variabilidad. Bioquimicamente, su flujo de carbono via fosfocetolasa explica la

coproduccion de lactato y acetato/etanol/CO. (Candeliere et al. 2024).

3.1.2. Comparacion del crecimiento bacteriano, los cambios fisicoquimicos del
sustrato y la produccion de compuestos funcionales de las tres cepas acido-

lacticas.
3.1.2.1. Recuento de la viabilidad bacteriana.

En la figura 1. Se muestra curvas de crecimiento tipicas de bacterias acido-lacticas (BAL) en cultivo
en lote: una fase de latencia corta (alrededor de 0-24 h), una fase exponencial marcada hasta ~144 h,
seguida de una fase estacionaria prolongada (144360 h) con conteos cercanos a 8,3-8,6 log UFC/mL
y, finalmente, una fase de declive suave a partir de las 360 h, donde los recuentos disminuyen, pero
se mantienen por encima de 7,5 log UFC/mL al final del ensayo. Este comportamiento sigmoidal
coincide con el patrén descrito para LAB en medios lacteos, donde se distinguen claramente las fases
lag, exponencial, estacionaria y de muerte, asociadas a la adaptacién inicial, consumo activo de
sustrato, agotamiento de nutrientes y acumulacién de metabolitos como acido lactico (Rezvani et al.,
2017).

Los valores maximos alcanzados para W. cibaria (=8,53 log UFC/mL), L. mesenteroides (=8,63 log
UFC/mL) y L. plantarum (=8.,45 log UFC/mL), son comparables a los reportados en otros trabajos

con BAL en leches fermentadas. Por ejemplo, Queiroz et al., (2025). observaron que L. plantarum
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en leches de transicién bovina alcanza concentraciones superiores a 8,4 log UFC/mL tras la
fermentacion y se mantiene en el orden de 8 log UFC/mL durante el almacenamiento refrigerado,
aungue con cierta pérdida de viabilidad en leche entera (Queiroz et al., 2025). De forma similar,
describen que L. plantarum en leches fermentadas conserva recuentos viables superiores a 7 log
UFC/mL durante varias semanas, confirmando su idoneidad como cultivo probidtico en matrices
lacteas. Estos resultados son coherentes con tu curva, donde L. plantarum logra y sostiene niveles

superiores a 8 log UFC/mL durante buena parte del almacenamiento (Queiroz et al., 2025).

En cuanto a W. cibaria, la cinética observada en la figura 1 (rdpido ascenso hasta ~8,4-8,5 log
UFC/mL y mantenimiento cercano al maximo durante la fase estacionaria) es consistente con estudios
donde esta especie se evalla como cultivo iniciador. Cirat et al., (2024). Demostraron que cepas de
W. cibariay L. plantarum aisladas de leche de camello muestran buena adaptacion a matrices lacteas
y vegetales, alcanzando altos recuentos y produciendo metabolitos de interés tecnoldgico, lo que
respalda el uso de W. cibaria como probiotico. Del mismo modo, trabajos sobre crecimiento de W.
cibaria en fermentaciones de pseudocereales muestran que puede llegar a valores cercanos a 8-9 log

UFC/mL, similares a los méximos observados en este estudio (Zannini et al., 2018).

Para L. mesenteroides, la curva muestra un comportamiento muy proximo al de las otras cepas, con
un maximo alrededor de 8,5 log UFC/mL y un descenso ligeramente mas lento en la fase final. Esto
coincide con lo descrito por Cenci et al., (2020) quienes reportan que cepas de L. mesenteroides en
medios ricos alcanzan poblaciones de ~8 log UFC/mL bajo refrigeracion y pueden mantenerse viables

durante varios dias, a pesar de la baja temperatura y la acidificacidn progresiva.

Cenci et al., (2020) informan que cepas de L. mesenteroides pueden llegar a valores entre 8 y casi 10
log UFC/mL bajo diferentes condiciones de pH y temperatura, lo que refuerza que este género es

capaz de sostener altos niveles de biomasa en ambientes fermentados (Foti et al., 2025).

Si se comparan los resultados de las tres cepas probidticas con los criterios para alimentos probidticos,
las tres cepas mantienen recuentos por encima del umbral minimo recomendado (6—7 log UFC/mL)
por lo que pueden considerarse funcionales desde el punto de vista probi6tico, segin FAO/OMS (Bae
etal., 2025). Esto indica que, a lo largo de practicamente todo el periodo de almacenamiento, la leche
fermentada inoculada con W. cibaria, L. mesenteroides o L. plantarum podria aportar una dosis
adecuada de microorganismos viables. En conjunto, la comparacién con la literatura sugiere que el
comportamiento de crecimiento observado en la figura 1. es tipico de BAL bien adaptadas a la matriz
lactea, y las tres cepas presentan un desempefio microbiol6gico compatible con su uso como cultivos

iniciadores o probioticos en productos lacteos fermentados.
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Figura 1l

Recuento de viabilidad bacteriana
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Nota: Las tres cepas muestran primero una fase de latencia entre 0 y aproximadamente 24 h, donde
loas bacterias se adaptan al sustrato lacteo sin multiplicarse. Posteriormente se observa una fase
exponencial o logaritmica (24—-144 h), en la que la concentracién de microorganismos aumenta de
forma réapida hasta valores cercanos a 8,3-8.,5 logio UFC/mL. Entre 144 y 360 h las curvas se
estabilizan, definiendo una fase estacionaria con recuentos practicamente constantes. Finalmente, a
partir de ~360 h se aprecia una fase de muerte, evidenciada por una disminucién gradual de los
recuentos celulares, mas marcada en L. plantarum, mientras que L. mesenteroides mantiene valores

ligeramente superiores hasta el final del tiempo de almacenamiento.
3.1.2.2. Medicion de pH.

La evolucién del pH de la leche entera pasteurizada inoculada con W. cibaria, L. mesenteroides y L.
plantarum durante aproximadamente 480 horas de fermentacion-almacenamiento. Todas las
formulaciones parten de un pH cercano a 6,6—6,7 y muestran un descenso progresivo hasta valores
finales de ~4,4-4,6. W. cibaria presenta la acidificacion més rapida en las primeras 200 horas (pH =

6,0-5,7), mientras que L. plantarum desciende de forma mas lenta al inicio pero termina alcanzando
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el pH maés bajo (~4,4). L. mesenteroides mantiene los valores de pH ligeramente més altos a lo largo
del ensayo, lo que evidencia una cinética fermentativa mas suave. Aun asi, las tres cepas logran
acidificar la leche hasta rangos tipicos de productos lacteos fermentados, compatibles con la

inhibicion de microorganismos como se muestra en la figura 2.

La acidificacion registrada es coherente con lo descrito para W. cibaria y L. plantarum en yogures y
otras bebidas lacteas, donde la fermentacion suele detenerse cuando se alcanza un pH cercano a 4,4
a 4,6, considerado 6ptimo para una buena textura y la seguridad microbiolégica (Bancalari et al.,
2020; Huang et al., 2025). En productos fermentados con W. cibaria se han reportado pH finales
alrededor de 4,5-4,6, similares a los observados en la figura 2. Sin afectar la aceptabilidad sensorial
del producto (Zannini et al., 2018; Carlosama, 2022). Para L. plantarum Yamamoto et al., 2022
menciona que las cepas con baja capacidad acidificante en leche —con descensos modestos de 6,5 a
6,3 tras 18-48 h, debido a la limitada disponibilidad de nutrientes—, mientras que otros reportan
aislamientos capaces de reducir el pH hasta valores cercanos a 4,0 en menos de 48 h, dependiendo de
la cepa y las condiciones de cultivo (Horackova et al., 2022). El hecho de que L. plantarum en este
estudio alcance un pH final comparable o incluso ligeramente inferior al de las otras bacterias indica
una buena aptitud tecnoldgica de la cepa utilizada dentro del rango de variabilidad conocido para la

especie.

Por otro lado, el comportamiento de L. mesenteroides coincide con su caracter fermentativo: suele
emplearse como cultivo aroméatico y no como principal acidificante, presentando Optimos de
crecimiento alrededor de pH 5,0-6,0 y una actividad més limitada a pH mas bajos (Vera-Pefa et al.,
2020). A pesar de ello, al final del almacenamiento el pH de este tratamiento también desciende por
debajo de 4,6, intervalo en el que la mayoria de bacterias acido-lacticas se mantienen viables mientras
que el crecimiento de patdgenos se ve fuertemente restringido como se muestra en el Anexo 4 (Ayivi
et al., 2022; Erem et al., 2024). En conjunto, la figura 2 demuestra que las tres cepas logran una
acidificacién sostenida y convergente de la leche llegando a un pH de 6,7 a 4,4 por parte de W. cibaria,
mientras que L. mesenteroides llega a un pH de 6,7 a 4,7 y L. plantarum de un pH de 6,7 a 4,5.

Demostrando W. cibaria llega al pH mas majo con 4,4.

En productos lacteos fermentados se considera que valores de pH cercanos o inferiores a 4,5 marcan
el final de la fermentacion, asociados con mayor estabilidad microbioldgica y las caracteristicas

sensoriales tipicas de yogur y leches fermentadas.
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El hecho de que las tres cepas alcancen pH entre 4,4 y 4,7 indica una adecuada capacidad acidificante
y un potencial interesante como cultivos probi6ticos o iniciadores, ya que la disminucién del pH

inhibe microorganismos alterantes y patdgenos y mejora la seguridad del producto final.
Figura 2

Medicion de pH.
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Nota: Evolucién del pH de la leche entera pasteurizada inoculada con W. cibaria, L. mesenteroides,
L. plantarum, durante 480 h de almacenamiento. Se observa una disminucion progresiva del pH en
las tres cepas, siendo W. cibaria la que presenta la mayor capacidad acidificante, seguida de L.
plantarum y L. mesenteroides. Los valores corresponden al promedio de las mediciones realizadas

para cada tratamiento.

3.1.2.3. Deteccidn de acidos grasos.

El espectro FTIR de la leche entera pasteurizada inoculada con W. cibaria a la hora 0 mostré una
banda ancha en 3326,78 cm™ correspondiente al estiramiento O—H del agua y grupos hidroxilo de
proteinas y lactosa, una region de absorcion en 3000-2800 cm™ asociada a los estiramientos C—H de
las cadenas alifaticas de los lipidos, y una banda en 1632,04 cm™ atribuida a la amida I de las
proteinas, como se muestra en la figura 3 (A). Este patrdn es consistente con las asignaciones
reportadas para leche cruda, donde dichas regiones se relacionan con grasa, proteina y carbohidratos
(Grewal et al., 2017; Bahadi et al., 2021; Mesgaran et al., 2020).
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La presencia de bandas en 3000-2800 cm™ confirma la existencia de cadenas acilo de acidos grasos
en la muestra; sin embargo, la ausencia de una banda definida alrededor de 3010 cm™ y de un maximo
intenso en 1740-1710 cm™! indica que, en este punto inicial, los acidos grasos estan mayoritariamente
esterificados en triglicéridos de la leche y no como acidos grasos libres generados por la actividad
lipolitica de W. cibaria. Esto coincide con lo descrito para matrices lacteas no fermentadas (Grewal
et al., 2017; Bahadi et al., 2021) y sugiere que el espectro a la hora 0 puede considerarse como el
perfil de referencia de la leche antes de que el crecimiento bacteriano modifique significativamente

el perfil lipidico (figura 3A).

En cuanto a los acidos grasos libres, no se aprecia una banda adicional de carbonilo &cido desplazada
a nimeros de onda algo menores (~1705-1710 cm™) respecto a la banda de éster a ~1740 cm™, la
cual suele intensificarse cuando hay liberacion significativa de acidos grasos libres por lip6lisis. Ugar
et al. (2024) destacan que los acidos grasos libres presentan una banda C=0 &cida en la regién 1 700—
1 720 cm™, diferenciables de los carbonilos esterificados de triglicéridos. Ademas, las sales de estos
acidos grasos muestran desplazamientos hacia menores numeros de onda debido a la formacion de
carboxilatos (Bahadi et al., 2021). En el espectro inicial de la leche, predomina una Unica banda
estrecha de carbonilo en torno a 1 740 cm™, lo que sugiere que la mayor parte de los lipidos estan en
forma de triglicéridos intactos, tal como se observa en leche fresca o yogur recién inoculado antes de

que la fermentacién avance.

Por otro lado, en el espectro FTIR de L. mesenteroides a la hora 0 en leche entera pasteurizada, se
observan dos bandas principales: una ancha y intensa en 3329 cm™, correspondiente al estiramiento
O-H del agua fuertemente ligada y de los grupos hidroxilo de lactosa y otros carbohidratos, ademas
de N—-H de las proteinas de la leche; y otra en 1635 cm™, asociada principalmente a la amida I (C=0
de los enlaces peptidicos de caseinas y proteinas del suero), ademas de la flexién del agua ligada

(Andronie et al., 2019), como se presenta en la figura 3 (B).

Aunque en la figura 3 (B) en la regién 3000-2800 cm™ se observan picos de estiramiento C—H de
los grupos CH>/CHs de los triglicéridos lacteos (~2920 y 2852 cm™), y en torno a 1740 cm ™ aparece
el carbonilo éster de la grasa, la zona 1200-900 cm™ esta dominada por las vibraciones C-O de

lactosa y otros carbohidratos (Andronie et al ., 2019)

En esta etapa inicial, la contribucion espectral de L. mesenteroides (pared celular, peptidoglucano,
exopolisacaridos) es minima. A medida que la cepa comienza a producir exopolisacaridos, aparecen
bandas tipicas de polisacaridos: un O—H ancho cercano a 3 400 cm™', C—H alrededor de 2 920 cm™,

una banda en ~1 640 cm™ asociada a agua ligada, y un conjunto de picos intensos en la region 1 200—
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800 cm™, como se observa en los exopolisacaridos de L. mesenteroides (Yang et al., 2024). En el
espectro inicial, solo se observan claramente las bandas de O—H/N-H y la amida I, lo que indica que
al momento de la inoculacion (hora 0), ain no se ha acumulado una cantidad apreciable de

metabolitos fermentativos, como acido lactico o acidos grasos libres. (Wu et al., 2021).

Finalmente, el espectro FTIR de L. plantarum se presenta una banda ancha de —OH en 3 200-3 400
cm™!, bandas de grupos carboxilato/amida en torno a1 620—1 650 cm™ y un conjunto de picos intensos
en la region 1 200-950 cm ™, considerada la “huella digital” de los polisacaridos. Como se presenta
en la figura 3(c). El espectro inicial estas contribuciones estan enmascaradas por la sefial dominante
de la leche, lo que es coherente con que, en el punto cero, L. plantarum ain no ha sintetizado
cantidades apreciables de microorganismos ni ha consumido lactosa de forma significativa.
(Chakraborty et al., 2020 ; Bahadi et al., 2021).

Por tanto, este espectro de L. plantarum a la hora 0 puede interpretarse como el patron basal de leche
entera pasteurizada recién inoculada, refleja la composicion tipica de la leche (agua, proteinas, grasa
y lactosa) y coincide con lo reportado por otros autores para leche cruda o pasteurizada antes de la
fermentacion, mientras que las modificaciones asociadas a produccion de &cido lactico,
exopolisacaridos y posibles acidos grasos libres se evidenciardn en los espectros de tiempos de

incubacion posteriores (Papadopoulou et al., 2021).
Figura 3
Espectro FTIR de W. cibaria, L. mesenteroides y L. plantarum en la hora 0.
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Nota: El espectro FTIR a la hora 0 mostr6 que la matriz lactea conserva el perfil tipico de proteinas,
lactosa y triglicéridos, con una contribucién ain limitada de acidos grasos libres, y los cambios
asociados a la actividad metabodlica. (A) muestra el resultado de W. cibaria con una banda ancha en
3326,78 cm™ y una banda en 1632,04 cm™.(B) muestra el resultado de L. mesenteroides con dos
bandas principales marcadas 3329,40 cm™ y 1635,37 cm™.(C) se muestran los resultados de L.

plantarum con dos bandas anchas en 3332,88 cm™ y 1634,47 cm .
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A las 192 horas, el espectro FTIR en la figura 4 (A) de W. cibaria en leche entera muestra una banda
ancha a 3341 cm™!, asociada al estiramiento O—H y N—H de agua, carbohidratos y proteinas l4cteas,
y una banda a 1632 cm™ que corresponde a la amida I de proteinas y al ion lactato, indicativa de una
acumulacion de acido lactico como lo muestra en la figura 4 (A). Ademas, se observa una banda a
1075 cm™ relacionada con carbohidratos y exopolisacaridos (EPS) generados durante la
fermentacion. Este patron es consistente con la produccién de EPS y lipélisis, que son tipicos de la

fermentacion lactica avanzada (Pducean et al., 2014).

Al comparar con estudios previos, la intensidad de la banda en 1632 cm™ y la aparicion de la sefial
en 1075 cm™ indican un estado avanzado de fermentacion, donde se ha producido acido lactico y
polisacaridos extracelulares. El incremento de las bandas asociadas a triglicéridos y acidos grasos
libres, aungue no tan evidente, sugiere que la lipdlisis y la liberacién de &cidos grasos contribuyen al

desarrollo del sabor y funcionalidad del producto (Paucean et al., 2014).

En el espectro figura 4 (B) de L. mesenteroides a 192 horas, se destacan tres bandas principales: a
3335 cm™ (O-H y N-H), 1632 cm™ (amida I y lactato), y 1066 cm™ (carbohidratos y
exopolisacaridos). El aumento relativo de la banda en 1632 cm™ y la aparicion de la sefial en 1066
cm ' indican que la fermentacion estd avanzada, con la acumulacion de acido lactico y la produccion
de exopolisacaridos. Estos patrones coinciden con los reportados por otros estudios en leches
fermentadas por L. mesenteroides, lo que refuerza que el proceso de fermentacion estd bien
establecido y que el producto tiene propiedades tipicas de un alimento probiético (Bisson et al., 2023;
Wau et al., 2021).

Por Gltimo, el espectro en la figura 4 (C) de L. plantarum también muestra tres bandas a 3334 cm™
(O—H), 1632 cm™ (amida I y lactato), y 1066 cm™ (carbohidratos y exopolisacaridos ). El aumento
de la banda a 1632 cm™' y la marcada presencia de la banda a 1066 cm™ sugieren que L. plantarum
ha fermentado significativamente la leche, produciendo &cido lactico y exopolisacaridos, con un perfil

que coincide con el de otros estudios sobre leche fermentada con esta cepa (Yu et al., 2023).
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Figura 4

Espectro FTIR de W. cibaria, L. mesenteroides y L. plantarum a las 192 horas.

Nota: El espectro FTIR a las 480 horas de la fermentacion. (A) muestra el resultado de W. cibaria
con una banda ancha en 3341,31 cm™, otra banda en 1632,01 cm™ y una banda en 1075,01 cm™.(B)
muestra el resultado de L. mesenteroides con tres bandas principales marcadas en 3335,10 cm™,
1632,15 cm™ y 1066,15 cm™.(C) se muestran los resultados de L. plantarum con tres bandas anchas
en 3334,61 cm™, otra banda en 1632,46 cm™, y 1066,10 cm™, . y 1634,47 cm™".

W. cibaria a las 480 horas muestra un espectro similar al observado a las 192 horas, con tres bandas
principales 3336 cm™, 1632 cm™ y 1075 em™ como se presenta en la figura 5 (A). La persistencia
de estas bandas, con pequefios cambios en intensidad, indica que la leche ha llegado a un estado
estacionario con acidificacion estable y una fraccion de carbohidratos estructurales equilibrada. La
banda en 1075 cm™ respalda la produccion de exopolisacaridos por W. cibaria, lo cual es consistente
con su capacidad para mejorar la textura y estabilidad del producto fermentado (Piucean et al.,
2014).

En la figura 5 (B), se muestra L. mesenteroides, el espectro a las 480 horas mantiene el patrén de las
192 horas, con las bandas a 3335 cm™, 1635 cm™ y 1066 cm™.Las pequefias variaciones entre las
192 y 480 horas se presenta en un estado estacionario, con una fermentacion avanzad .La banda a
1066 cm™ refleja la produccion de exopolisacaridos, que contribuyen a la viscosidad y estabilidad

del producto (Paucean et al. 2014).

Finalmente, L. plantarum muestra un patrén de bandas a las 480 horas con las principales bandas a
3335 em™, 1632 cm™ y 1075 cm™ en la figura 5 (C). La fuerte banda a 1075 cm™ indica la
produccién continua de exopolisacaridos, que son responsables de las propiedades funcionales del
producto, como la viscosidad y estabilidad. No se observa una acumulacién significativa de acidos

grasos libres (Ucar et al., 2024).
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Figura 5
Espectro FTIR de W. cibaria, L. mesenteroides y L. plantarum a las 480 horas.
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Nota: El espectro FTIR a las 480 horas al final de la fermentacion. (A) muestra el resultado de W.
cibaria con una banda ancha en 3336,70 cm™!, otra banda en 1632,53 cm™ y una banda en 1075,04
cm.(B) muestra el resultado de L. mesenteroides con tres bandas principales marcadas en 3335,86
cm™, 1634,96 cm™ y 1066,13 cm™.(C) se muestran los resultados de L. plantarum con tres bandas
anchas en 3335,68 cm™, otra banda en 1632,16 cm™, y 1075,20 cm™, . y 1634,47 cm™.

3.1.2.4. Produccién de &cido lactico.

En la Figura 6 W. cibaria se observa un incremento sostenido del porcentaje de acido lactico desde
valores cercanos a 0,30 % hasta aproximadamente 0,69 % al final del periodo de almacenamiento.
Esta tendencia ascendente, con pequefias oscilaciones intermedias, sugiere gue la cepa mantiene una
alta actividad fermentativa a lo largo del tiempo, metabolizando de manera eficiente los azlcares de
la leche entera pasteurizada. La presencia de un tramo de aumento mas marcado alrededor de la mitad
del ensayo indica una fase de adaptacion exitosa al sustrato y posterior intensificacion del
metabolismo &cido-lactico. El hecho de alcanzar los niveles més altos de &cido lactico entre las cepas
evaluadas resalta el potencial de W. cibaria como cultivo con elevada capacidad acidificante, capaz
de contribuir de forma significativa a la disminucién del pH, la estabilidad microbiol6gica y la
conservacion del producto, aunque este comportamiento podria asociarse también a una acidez

sensorial mas intensa que debe considerarse en el disefio final del alimento fermentado.
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Figura 6

Produccién de &acido lactico de W. cibaria
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Nota: La cepa W. cibaria muestra un incremento progresivo en el porcentaje de acido lactico a lo
largo del tiempo. Parte alrededor de 0,3 % y llega aproximadamente a 0,7 % hacia el final del periodo
de almacenamiento.— Es decir, la bacteria sigue metabolizando los azucares de la leche y

produciendo acido lactico durante todo el tiempo evaluado.

En el caso de L. mesenteroides se evidencia igualmente una tendencia general de aumento del &cido
lactico, pasando de valores iniciales cercanos a 0,15-0,20 % hasta alrededor de 0,63 % en los Gltimos
tiempos de almacenamiento. Lo que refleja una acidificacion progresiva y estable en la matriz lactea.
Este patron sugiere que la cepa logra adaptarse de forma gradual al medio, manteniendo una actividad
metabolica continua sin cambios bruscos, lo cual es ventajoso desde el punto de vista tecnoldgico, ya
que favorece una evolucidn predecible de la acidez y, por ende, del perfil sensorial del producto como
se presenta en la figura 7. Los valores finales por encima de 0,5 % de &cido lactico indican que L.
mesenteroides aporta una capacidad acidificante adecuada para apoyar la estabilidad sanitaria del
alimento, pero con un impacto potencialmente menos agresivo en la acidez percibida que el observado

para W. cibaria.
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Figura 7

Produccién de acido lactico de L. mesenteroides.
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Nota: L. mesenteroides muestra un aumento progresivo del % de acido lactico a lo largo del tiempo
de almacenamiento. Parte alrededor de 0,15-0,20 % vy llega aproximadamente a 0,62-0,63 % hacia
el final del periodo. — Indica que la cepa mantiene una produccion sostenida de acido lactico en la

leche entera pasteurizada.

Lacurvade L. plantarum muestra un comportamiento intermedio, con un incremento del acido lactico
desde aproximadamente 0,22 % hasta cerca de 0,60 % al finalizar el periodo experimental. Tras una
fase inicial de aumento moderado, se observa un salto importante hacia valores alrededor de 0,43 %,
seguido de ligeras fluctuaciones y un nuevo ascenso hasta estabilizarse proximo a 0,60 %. Este
comportamiento indica que L. plantarum requiere una etapa de adaptacion inicial, pero una vez
establecida en la matriz lactea es capaz de mantener una produccion de &cido lactico constante y
suficiente como se muestra en la figura 8. Desde el punto de vista tecnolégico, estos resultados
sugieren que la cepa ofrece un equilibrio entre capacidad acidificante y moderacion de la acidez final,
lo que podria traducirse en productos con buena estabilidad microbioldgica, pero con un perfil

sensorial mas aceptable para consumidores que prefieren bebidas lacteas probidticas menos écidas.
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Figura 8

Produccion de acido lactico de Lactobacillus plantarum.
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Nota: L. plantarum muestra un aumento progresivo del porcentaje de acido lactico a lo largo del
tiempo. Parte alrededor de 0,22-0,25 % y llega a valores cercanos a 0,60 % al final del periodo. —

Indica que la cepa mantiene una actividad fermentativa sostenida en la leche entera pasteurizada.

3.1.3. Determinacion la viabilidad probidtica de las cepas y la estabilidad de los
metabolitos funcionales durante el almacenamiento del producto fermentado en

condiciones controladas.
3.1.3.1. Viabilidad probidtica.

Al comparar el comportamiento de las tres cepas, se observa que W.cibaria alcanza el mayor
porcentaje de acido lactico, lo que la posiciona como la de mayor capacidad acidificante dentro del
sistema evaluado en la tabla 3 L. mesenteroides y L. plantarum son ligeramente inferiores, mas
suaves Yy estables. Estas diferencias pueden estar asociadas a la variabilidad en el metabolismo de
carbohidratos, la tolerancia al acido y la adaptacion especifica de cada especie a la leche entera
pasteurizada. Desde una perspectiva aplicada, W. cibaria seria una candidata idénea cuando se busca

una répida disminucion de pH y un efecto conservante mas marcado, mientras que L. plantarum y L.
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mesenteroides resultarian especialmente interesantes para el desarrollo de productos probioticos en

los que se privilegie un balance entre funcionalidad y aceptabilidad sensorial, ya que permiten

alcanzar niveles adecuados de acidificacion sin generar una acidez excesiva. En conjunto, los perfiles

obtenidos respaldan el uso potencial de las tres cepas como cultivos probidticos en matrices lacteas,

con roles complementarios segun el objetivo tecnoldgico y sensorial del producto final.
Tabla 3

Evaluacion de aceptabilidad de las bebidas fermentadas.

cepa W. cibaria L. mesenteroide L. plantarum
COLOR Me disgusta mucho 0 0 0
Me disgusta 0 1 3
No me guata ni me disgusta 8 4 5
Me gusta 19 22 20
Me gusta mucho 7 7 6
cepa W. cibaria L. mesenteroide L. plantarum
OLOR Me disgusta mucho 2 2 0
Me disgusta 5 2 9
No me guata ni me disgusta 13 8 9
Me gusta 12 16 13
Me gusta mucho 2 6 3
cepa W. cibaria L. mesenteroide L. plantarum
SABOR Me disgusta mucho 0 7 3
Me disgusta 7 7 9
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No me guata ni me disgusta 11 9 6
Me gusta 14 8 15
Me gusta mucho 2 3 1
cepa W. cibaria L. mesenteroide L. plantarum
TEXTURA Me disgusta mucho 0 0 1
Me disgusta 1 13 7
No me guata ni me disgusta 8 9 7
Me gusta 20 8 15
Me gusta mucho 5 4 4
cepa W. cibaria L. mesenteroide L. plantarum
ACEPTABILIDAD Me disgusta mucho 0 2 2
Me disgusta 2 10 9
No me guata ni me disgusta 13 11 8
Me gusta 17 9 13
Me gusta mucho 2 2 2

Nota: En la presente tabla se presentan los resultados de la captacion de las tres cepas acido lacticas

teniendo en cuenta los pardmetros basicos de viabilidad como color, olor, sabor, textura y

aceptabilidad de dichas cepas.

En la evaluacién del color como la figura 9, las tres formulaciones fermentadas presentaron un alto

nivel de aceptacion. La mayoria de los panelistas selecciono las categorias “me gusta” y “me gusta

mucho” para los tres tratamientos, con una ligera ventaja de la leche fermentada con L. mesenteroides,

que concentrd el mayor nimero de respuestas en “me gusta”. L. plantarum y W. cibaria mostraron

un comportamiento muy similar, con predominio de valoraciones positivas y un nimero reducido de
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respuestas neutrales. Las respuestas “me disgusta” y “me disgusta mucho” fueron escasas o
practicamente ausentes, lo que indica que, en términos de apariencia visual, todas las bebidas

desarrollaron un color aceptable para el consumidor.
Figura 9

Evaluacion sensorial de color de las tres cepas probidticas.
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Nota: Captacién de las tres cepas probidticas tomando en cuenta el color que se muestra. Evaluando
en parametros como, me gusta mucho, me gusta, no me gusta ni me disgusta, me disgusta, me disgusta

mucho.

En cuanto al olor, se observé en la figura 10, una distribucion mas heterogénea de las respuestas. La
formulacion con L. mesenteroides recibio el mayor ntimero de valoraciones en “me gusta” y “me
gusta mucho”, lo que sugiere que su perfil aromatico fue el mas atractivo para el panel. La bebida
con W. cibaria se caracterizo por una alta proporcion de respuestas “no me gusta ni me disgusta”,
indicando un olor percibido como neutro o poco intenso por parte de muchos jueces. En cambio, la
formulacion con L. plantarum presenté mas respuestas en las categorias “me disgusta”, lo que sugiere
la presencia de notas aromaticas menos agradables para una parte importante de los evaluadores. No
obstante, en los tres casos predominaron las respuestas positivas o neutras, por lo que el olor, en

general, fue aceptable.
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Figura 10

Evaluacion sensorial de olor de las tres cepas probidticas.
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Nota: Captacion de las tres cepas probidticas tomando en cuenta el olor que se muestra. Evaluando
en parametros como, me gusta mucho, me gusta, no me gusta ni me disgusta, me disgusta, me disgusta

mucho.

Para el sabor, la bebida fermentada con L. plantarum mostr6 el mayor nimero de respuestas en “me
gusta”, seguida muy de cerca por la formulacion con W. cibaria, lo que indica que ambas cepas
generan un perfil gustativo preferido por la mayoria de los consumidores. Sin embargo, L. plantarum
también concentr6 una proporcion considerable de respuestas en “me disgusta” y “me disgusta
mucho”, lo que evidencia una reaccién contrastante, a muchos panelistas les agrado, pero a otros les
resultd poco aceptable. La formulacion con L. mesenteroides obtuvo menos respuestas en “me gusta”
y destacd por un numero relativamente elevado de valoraciones en las categorias de rechazo, en
especial “me disgusta mucho”, lo que sugiere que su perfil de acidez y compuestos saborizantes

resultd menos atractivo para el grupo de prueba como en la figura 11.

34



Figura 11

Evaluacion sensorial de sabor de las tres cepas probi6ticas.
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Nota: Captacion de las tres cepas probioticas tomando en cuenta el sabor que se muestra. Evaluando
en parametros como, me gusta mucho, me gusta, no me gusta ni me disgusta, me disgusta, me disgusta

mucho.

La textura fue el atributo donde se observaron diferencias mas marcadas entre las cepas como la
figura 12. La leche fermentada con W. cibaria concentr6 la mayor cantidad de respuestas positivas
(“me gusta” y “me gusta mucho”) y practicamente no recibio valoraciones extremas de rechazo, lo
que indica una sensacién en boca homogénea y agradable (probablemente asociada a una viscosidad
y cremosidad adecuadas). L. plantarum mostré un comportamiento intermedio, con un buen nimero
de respuestas positivas pero también una fraccion de panelistas que indicé “me disgusta”. En
contraste, la formulacion con L. mesenteroides presentd la mayor proporcion de respuestas negativas
en textura, especialmente en “me disgusta”, lo que sugiere problemas de consistencia (posible

sinéresis, granulosidad o falta de uniformidad) que afectaron la percepcion sensorial.
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Figura 12

Evaluacion sensorial de textura de las tres cepas probi6ticas.
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Nota: Captacion de las tres cepas probidticas tomando en cuenta la textura que se muestra. Evaluando
en parametros como, me gusta mucho, me gusta, no me gusta ni me disgusta, me disgusta, me disgusta

mucho.

En la aceptabilidad global, la formulacion elaborada con W. cibaria fue claramente la mejor valorada,
concentrando el mayor niimero de respuestas en “me gusta” y practicamente sin valoraciones
extremas de rechazo. L. plantarum ocupd una posicion intermedia: si bien una proporcion importante
de panelistas indico “me gusta”, también se registr6 un nimero considerable de respuestas “me
disgusta” y “me disgusta mucho”. Por su parte, la bebida con L. mesenteroides presentd menores
frecuencias en “me gusta” y una mayor acumulacion de respuestas en “no me gusta ni me disgusta”
y “me disgusta”, lo que indica una aceptabilidad mas limitada frente a las otras dos formulaciones asi

como lo presento en la figura 13.
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Figura 13

Evaluacion sensorial de aceptabilidad de las tres cepas probi6ticas.
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Nota: Captacion de las tres cepas probidticas tomando en cuenta la aceptabilidad que se muestra.
Evaluando en parametros como, me gusta mucho, me gusta, no me gusta ni me disgusta, me disgusta,

me disgusta mucho.

De manera integrada, los resultados sensoriales muestran que las tres cepas acido-lacticas generan
productos con buena aceptacion visual, pero difieren en su desempefio en los atributos de olor, sabor,
textura y aceptabilidad global. L. mesenteroides destaca ligeramente en color y olor, sin embargo el
sabor y textura no son tan aceptables como es el caso de w. cibaria, lo que repercute en una menor
aceptabilidad general. L. plantarum ofrece un buen equilibrio en color y sabor, aunque su olor y
textura no son tan apreciados por todos los panelistas, dando lugar a respuestas mas polarizadas. En
cambio, W. cibaria sobresale principalmente en textura y aceptabilidad global, con un nimero
reducido de respuestas de rechazo y un alto porcentaje de valoraciones positivas, lo que la posiciona
como la cepa con el mejor desempefio sensorial integral en la leche entera pasteurizada. Estos
hallazgos respaldan el uso de W. cibaria como microorganismo de eleccién para el desarrollo de
bebidas lacteas probidticas, mientras que L. plantarum y L. mesenteroides podrian emplearse de
forma complementaria 0 en mezclas, ajustando las condiciones de fermentacion para mejorar aquellos
atributos sensoriales menos valorados
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CAPITULO IV- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

4.1, CONCLUSIONES.

La evaluacion de la actividad probidtica de Weissella cibaria, Leuconostoc mesenteroides y
Lactobacillus plantarum en leche entera pasteurizada permite que las tres cepas presentan un
comportamiento compatible con el concepto de alimento funcional probiético. A lo largo del periodo
de fermentacion y almacenamiento se mantuvieron recuentos superiores al umbral minimo
recomendado (> 10°-~107 UFC/mL), lo que garantiza una carga bacteriana suficiente para ejercer un
potencial efecto benéfico sobre el consumidor. Paralelamente, se observé una acidificacion
progresiva de la matriz lactea, con descensos de pH desde valores cercanos a 4,4-4,7 hasta rangos
tipicos de leches fermentadas, lo que contribuye tanto a la estabilidad microbiol6gica como a la
generacion de caracteristicas sensoriales propias de este tipo de productos. La produccion de &cido
lactico y la presencia de sefiales atribuibles a metabolitos funcionales en los espectros FTIR respaldan
la capacidad de estas cepas para transformar la leche en una bebida con mayor valor agregado. En
conjunto, los resultados confirman que la leche entera pasteurizada constituye una matriz adecuada

para el desarrollo de productos probiéticos empleando estas bacterias acido-lacticas.

La comparacion entre W. cibaria, L. mesenteroides y L. plantarum evidenci6 que, si bien las tres
cepas alcanzan viabilidades similares en términos de orden de magnitud, existen diferencias en la
cinética de crecimiento y en la intensidad de los cambios fisicoquimicos inducidos en la leche. W.
cibaria se destacé por presentar una mayor capacidad acidificante, reflejada en un descenso mas
pronunciado del pH y en una mayor produccion de &cido lactico al final de la fermentacidn, lo que
sugiere una actividad metabélica intensa y una mayor transformacion de los azlcares presentes en la
matriz. L. mesenteroides mostré una acidificacion mas moderada y estable, lo que podria ser
ventajoso para formulaciones que requieren acidez menos marcada y mejor balance sensorial. Por su
parte, L. plantarum presenté un comportamiento intermedio, combinando buena viabilidad con una
acidificacion adecuada. Los espectros FTIR registraron sefiales asociadas a lactato, carbohidratos
transformados y posibles exopolisacaridos, sin evidenciar picos dominantes de &cidos grasos libres,
lo que indica una fermentacién controlada y la formacién de metabolitos funcionales que contribuyen

a la estructura y estabilidad del producto.
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El monitoreo de las bebidas fermentadas durante el almacenamiento refrigerado permitié verificar
que las tres formulaciones conservaron recuentos bacterianos por encima del umbral probi6tico hasta
el final del periodo evaluado, lo que demuestra una buena estabilidad de las cepas en condiciones de
refrigeracion. El pH se mantuvo en rangos compatibles con la seguridad microbioldgica y con las
caracteristicas esperadas de leches fermentadas, sin observarse descensos extremos que pudieran
comprometer la aceptabilidad sensorial. De igual manera, la concentracion de 4cido lactico tendié a
estabilizarse, indicando que la actividad metabdlica se ralentiza pero no desaparece completamente,
permitiendo conservar las propiedades funcionales del producto a lo largo del tiempo. Los analisis
por FTIR sugieren que los grupos funcionales asociados a los metabolitos generados durante la
fermentacion se mantienen presentes durante el almacenamiento, lo cual respalda la estabilidad de la
fraccién funcional del sistema. Finalmente, los resultados de la evaluacion sensorial, que ubicaron a
W. cibaria como la cepa con mejor aceptacion global y a L. plantarum y L. mesenteroides como
alternativas con perfiles complementarios, confirman que es posible desarrollar productos probi6ticos
estables, viables y sensorialmente aceptables utilizando estas tres cepas acido-lacticas de manera

individual o en combinacion.
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4.2.RECOMENDACIONES.

Evaluar mezclas de W. cibaria con L. plantarum y/o L. mesenteroides con el fin de modular la acidez
final y optimizar simultaneamente la estabilidad microbiolégica y el perfil sensorial (sabor,olor,
textura, sabor, aceptabilidad), aprovechando el caracter fermentativo y productor de compuestos

aromaticos de estas cepas.

Realizar estudios adicionales variando temperatura y tiempo de fermentacién (por ejemplo, rangos
mas cercanos a los optimos de crecimiento de L. plantarum), para reducir el tiempo de proceso
industrial manteniendo recuentos probio6ticos adecuados y niveles de pH compatibles con la seguridad

microbioldgica.

Complementar el andlisis por FTIR con técnicas cuantitativas especificas (por ejemplo, cromatografia
para &cidos grasos) que permitan confirmar y precisar la naturaleza y concentracion de los metabolitos

funcionales generados durante la fermentacion y el almacenamiento.

Repetir la evaluacion sensorial con paneles mas amplios y segmentados por grupo etario o
preferencias de consumo, incorporando analisis descriptivo méas detallado para definir con mayor

precision el perfil de consumidor objetivo de cada formulacién.

Explorar la escalabilidad del proceso en colaboracion con pequefias y medianas industrias lacteas de
la region, evaluando aspectos de costo, vida Util comercial y aceptacion del producto en mercado real,
aprovechando el potencial de estas cepas para generar alimentos funcionales con valor agregado para

la poblacion.
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6. ANEXOS.

Anexo 1

Multiplicacion de la cepa L. mesenteroide.

Nota: Primer cultivo de multiplicacion en agar MRS de la cepa L. mesenteroide.

Anexo 2

Multiplicacion de la cepa L. plantarum.

Nota: Primer cultivo de multiplicacion en agar MRS de la cepa L. plantarum.

Anexo 3

Multiplicacion de W. cibaria

Nota: Primer cultivo de multiplicacion en agar MRS de la cepa W. cibaria.
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Anexo 4

pH de las cepas probidticas

Tiempo W. cibaria L. mesenteroide L. plantarum
0 6,7 6,7 6,7
24 6,5 6,6 6,6
96 6,2 6,4 6,6
144 5,9 6,1 6,4
192 5,7 59 6,0
264 5,4 5.8 5,6
312 53 5,4 54
360 4,8 4,9 4,9
480 4,4 4,7 4,5

Nota: Control periddico de pH en las cepas probidticas

Anexo 5

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).
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Nota: Analisis periddicos en el espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) de las
distintas cepas probioticas.
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