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RESUMEN 

El consumo inmoderado de los antibióticos representa un riesgo importante para la salud pública 

debido a la aparición de microorganismos patógenos multirresistentes. Por esta razón, la 

investigación científica se ha enfocado en el aprovechamiento de las bacterias probióticas 

aisladas de fuentes naturales para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos. En este 

contexto, el objetivo del presente estudio consistió en evaluar el efecto antagónico in vitro de L. 

plantarum, L. paracasei y B. mojavensis aisladas de pulque sobre patógenos de relevancia 

médica en México. Para ello, se realizaron pruebas de antagonismo por enfrentamiento físico 

utilizando medios de crecimiento selectivos, así como pruebas de antagonismo por microdilución 

utilizando los postbióticos obtenidos de su fermentación, y se analizó la disminución en la 

densidad celular de cada especie de forma cualitativa y cuantitativa. Todos los productos 

probióticos y postbióticos mostraron un efecto inhibitorio significativo (𝑝 < 0.05) sobre el 

crecimiento de todos los patógenos, así como una relación dosis-respuesta en la que E. coli fue el 

microorganismo más susceptible y S. aureus el más resistente. Asimismo, fue posible identificar 

una mejora en las tasas de crecimiento específicas de los probióticos en aguamiel y un 

incremento en su actividad antimicrobiana al utilizar este sustrato, lo cual se atribuyó a su 

elevado contenido en fructooligosacáridos, aminoácidos y minerales. Por lo tanto, los resultados 

obtenidos en el presente documento demuestran el potencial de las bebidas fermentadas como el 

pulque para la obtención de productos probióticos, postbióticos y prebióticos que sirvan como 

coadyuvantes en el tratamiento y prevención de las enfermedades infecciosas. 

Palabras clave: Antagonismo microbiano, Probióticos, Postbióticos, Lactiplantibacillus 

plantarum, Lacticaseibacillus paracasei, Bacillus mojavensis, Aguamiel, Pulque. 
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ABREVIATURAS 

ADN Ácido Desoxirribonucleico  

AGM Aguamiel 

BAL Bacterias Ácido-Lácticas 

BM Bacillus mojavensis 

DO Densidad Óptica 

FIF Fórmula Infantil Fermentada 

FOS Fructooligosacáridos 

GOS Galactooligosacáridos 

IgA Inmunoglobulina A 

IMC Índice de Masa Corporal 

LPA Lacticaseibacillus paracasei 

LPL Lactiplantibacillus plantarum 

MALDI-TOF Desorción/Ionización Láser Asistida por Matriz 

MAMP Patrones Moleculares Asociados a Microbios 

MRS Man, Rogosa y Sharpe 

Mx Muestra clínica 

PAMP Patrones Moleculares Asociados a Patógenos 

PRR Receptores de Reconocimiento de Patrones 

UFC Unidades Formadoras de Colonias 
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CAPÍTULO I. ANTECEDENTES GENERALES 

1.1. Introducción 

La introducción de los antibióticos en el tratamiento de diversas enfermedades 

microbianas revolucionó el curso de la medicina moderna, ya que les permitió a los seres 

humanos enfrentarse de manera efectiva a condiciones que, hasta ese entonces, conducían a su 

muerte (Byrne et al., 2019). Sin embargo, el uso indiscriminado e irresponsable de los 

antibióticos también ha generado problemas importantes para la salud pública, particularmente 

debido a la aparición de cepas resistentes a dichos compuestos, lo cual ha afectado no solo al 

tratamiento primario de las infecciones, sino también al uso profiláctico de los antibióticos en 

procedimientos quirúrgicos de rutina (Fowler et al., 2014). 

En este contexto, de acuerdo con un estudio realizado en febrero de 2017 por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) en conjunto con la División de Enfermedades 

Infecciosas de la Universidad de Tubinga en Alemania, cerca de 700 mil personas mueren cada 

año debido a infecciones causadas por agentes resistentes a diversos antibióticos, pero se prevé 

que esta cifra aumente hasta los 10 millones de muertes anuales para el año 2050 si no se 

implementan medidas preventivas y de control inmediatas (Talebi et al., 2019). 

Por este motivo, resulta indispensable incluir enfoques multidisciplinarios que permitan 

revertir el daño producido por el consumo indiscriminado de los antibióticos, así como continuar 

con el tratamiento de las enfermedades que aquejan a la población. En consecuencia, en los 

últimos años la investigación científica se ha enfocado en la búsqueda de terapias 

antimicrobianas alternativas basadas en el uso de productos naturales, ya sea con el objetivo de 

reducir la selección de microorganismos resistentes, o bien, para reemplazar definitivamente el 

uso de los antibióticos en el tratamiento de ciertas patologías (Aslam et al., 2018). 
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Una de las propuestas más relevantes incluye la implementación de bacterias probióticas 

como agentes antimicrobianos preventivos o complementarios en el tratamiento de las 

infecciones, dado que numerosos ensayos clínicos han demostrado que son eficaces contra una 

amplia gama de afecciones patológicas, tales como la diarrea, el síndrome de ovario poliquístico, 

la colitis ulcerosa, el estrés, la ansiedad, la enfermedad inflamatoria intestinal, el cáncer de mama 

y la diabetes (Kechagia et al., 2013). Esto es posible gracias a que los microorganismos 

probióticos cuentan con la capacidad de colonizar al huésped después de su ingesta y de 

contribuir a su salud regulando el microbioma y realizando otras funciones biológicas 

importantes como la diferenciación del sistema inmunológico, la síntesis de nutrientes y el 

incremento de la resistencia contra microorganismos patógenos (D. Silva et al., 2020). 

En México, de acuerdo con la farmacopea tradicional, el consumo de alimentos 

fermentados como el pulque, el tepache y el pozol ha sido asociado a numerosos beneficios 

nutricionales gracias a la presencia de bacterias ácido-lácticas con potencial probiótico 

(Escalante et al., 2004). Particularmente, las bacterias aisladas del pulque han demostrado una 

importante actividad antimicrobiana, además de que su ingesta representa una fuente rica en 

hierro, ácido ascórbico, riboflavina, folato y saponinas esteroides bioactivas (Pérez-Armendáriz 

& Cardoso-Ugarte, 2020). Por esta razón, la presente investigación tiene como principal objetivo 

analizar el efecto antagónico in vitro de las bacterias probióticas aisladas de una muestra de 

pulque frente a diversos patógenos de relevancia médica en el país. Para ello, se llevó a cabo un 

análisis comparativo del crecimiento de los microorganismos patógenos frente a las bacterias 

probióticas y a los postbióticos obtenidos de su fermentación individual o en mezclas de dos 

componentes. Asimismo, se evaluó el efecto prebiótico del aguamiel con respecto al caldo MRS 

para el enriquecimiento selectivo de los bacilos y lactobacilos en el laboratorio. 
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1.2. Planteamiento del Problema 

Como se mencionó en el apartado anterior, el consumo irracional de los antibióticos ha 

producido consecuencias graves en el ámbito de la salud pública, particularmente debido a la 

difusión de microorganismos patógenos multirresistentes. Sumado a lo anterior, es importante 

considerar la relación entre el contexto socioeconómico y la prevalencia de las enfermedades 

infecciosas en México, especialmente aquellas causadas por agentes multirresistentes, ya que las 

poblaciones marginadas presentan una mayor vulnerabilidad ante las enfermedades 

transmisibles, además de que carecen de servicios de atención médica de calidad una vez que han 

sido infectados (Alsan et al., 2011). Por lo tanto, la implementación de nuevas terapias 

antimicrobianas que atiendan esta problemática de forma inmediata resulta indispensable. 

En este sentido, debido a que numerosos estudios científicos han reportado que los 

probióticos actúan de forma efectiva en el tratamiento y la prevención de las enfermedades 

infecciosas (D. Silva et al., 2020), es necesario continuar con el estudio del efecto antimicrobiano 

de las bacterias probióticas provenientes de diversas fuentes alimentarias tradicionales, ya que de 

esta manera será posible proponer su consumo como un complemento preventivo o como un 

sustituto definitivo al tratamiento con antibióticos más económico, eficaz y accesible. 

De hecho, en México se han transmitido invaluables técnicas ancestrales para la 

preparación artesanal de numerosas bebidas fermentadas enriquecidas con microorganismos 

probióticos, tales como el pulque, el atole, el tepache, el pozol y el chorote (Pérez-Armendáriz & 

Cardoso-Ugarte, 2020). Por ejemplo, en el caso del pulque, su consumo puede remontarse a la 

época olmeca, alrededor del año 2000 a. C., alcanzando su producción máxima a mediados del 

siglo XX. Sin embargo, cuando las condiciones de salubridad en su proceso de elaboración 

fueron cuestionadas por el Estado mexicano, los conocimientos tradicionales fueron eclipsados 
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por un sistema mediado por procedimientos burocráticos, lo cual terminó por generar un rechazo 

contundente en su consumo y una disminución en su notoriedad como elemento para la futura 

investigación científica (Montes, 2014). Por este motivo, es primordial continuar con la 

investigación sobre la actividad de las bacterias ácido-lácticas y bacilos que forman parte de la 

microbiota natural de las bebidas fermentadas tradicionales como el pulque, ya que de este modo 

será posible erradicar las concepciones erradas que llevaron a una baja tanto en la producción 

como en el estudio de esta bebida endémica mexicana. 

1.3. Justificación 

Si bien es cierto que el potencial antimicrobiano de las bacterias ácido-lácticas aisladas de 

alimentos fermentados ha sido documentado con anterioridad (Mathur et al., 2020; Serna et al., 

2011; Soemarie et al., 2021), la información sobre el potencial probiótico y postbiótico de estas 

bacterias cuando son aisladas de bebidas tradicionales mexicanas es muy limitada. Por esta 

razón, el presente proyecto de investigación propone un nuevo enfoque en el que se evalúa el 

efecto antimicrobiano de las bacterias probióticas aisladas del pulque frente a diferentes 

microorganismos patógenos de relevancia médica en el país, además de que se compara su 

efectividad sobre bacterias autóctonas provenientes de aislamientos clínicos y sus respectivas 

cepas de colección ATCC. De este modo, se espera que los hallazgos reportados permitan 

aprovechar el potencial de esta bebida endémica mexicana en el diseño de agentes preventivos o 

de coadyuvantes en el tratamiento de enfermedades infecciosas prevalecientes en el país.  

Asimismo, en vista de que las bacterias ácido-lácticas presentan requerimientos 

nutricionales complejos que consecuentemente elevan los costos de mantenimiento y producción 

a gran escala (Sánchez et al., 2019), en el presente documento se analiza el efecto prebiótico del 
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aguamiel y se compara con el caldo MRS para el enriquecimiento selectivo de los lactobacilos, 

ya que de esta manera será posible proponer su uso como un medio de cultivo más económico. 

Finalmente, debido a que el pulque es una bebida tradicional mexicana que refleja la 

cosmovisión de sus pueblos, se espera que los resultados derivados de la presente investigación 

funcionen como una herramienta para erradicar los prejuicios que han disminuido su consumo y 

que han terminado por afectar económicamente a los productores de estas bebidas ancestrales, 

además de que motive a otros investigadores a continuar con el estudio del potencial 

antimicrobiano de éste y otros alimentos fermentados endémicos. 

1.4. Preguntas de Investigación 

• ¿Las bacterias probióticas aisladas de pulque son capaces de inhibir el crecimiento in 

vitro de microorganismos patógenos de relevancia médica en México? 

• ¿Los productos postbióticos derivados de la fermentación de las bacterias probióticas 

aisladas de pulque son capaces de inhibir el crecimiento in vitro de microorganismos 

patógenos de relevancia médica en México? 

• ¿El efecto prebiótico del aguamiel puede aprovecharse para el enriquecimiento selectivo 

de los bacilos y lactobacilos en el laboratorio, así como para estimular la producción de 

metabolitos antimicrobianos? 

1.5. Objetivos 

1.5.1. Objetivo General 

Evaluar el efecto antagónico in vitro de las bacterias probióticas aisladas de una muestra 

de pulque sobre distintos patógenos de relevancia médica en México, para así valorar el 
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potencial de las bebidas fermentadas tradicionales como coadyuvantes en el tratamiento de las 

enfermedades infecciosas. 

1.5.2. Objetivos Específicos 

• Implementar la elaboración de un producto postbiótico a partir de la fermentación de las 

bacterias ácido-lácticas y bacilos aislados del pulque. 

• Evaluar el efecto antagónico de las bacterias ácido-lácticas aisladas de una muestra de 

pulque sobre distintos patógenos de relevancia médica en México. 

• Evaluar el efecto antagónico del producto postbiótico obtenido sobre distintos patógenos 

de relevancia médica en México. 

• Comparar el efecto prebiótico del aguamiel con respecto al caldo MRS para el 

enriquecimiento selectivo de los bacilos y lactobacilos. 

1.6. Hipótesis 

• Las bacterias probióticas aisladas de pulque son capaces de inhibir el crecimiento in vitro 

de microorganismos patógenos de relevancia médica en México. 

• Los productos postbióticos obtenidos de la fermentación de las bacterias aisladas del 

pulque son capaces de inhibir el crecimiento in vitro de diversos patógenos. 

• Los probióticos y postbióticos derivados de la combinación de cepas bacterianas 

muestran un efecto sinérgico para inhibir el crecimiento in vitro de diversos patógenos. 

• El efecto prebiótico del aguamiel permite el mantenimiento de los bacilos y lactobacilos 

en el laboratorio, así como la producción de metabolitos antimicrobianos, con una 

eficacia similar a la del caldo MRS. 
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CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO 

2.1. Resistencia, Persistencia y Tolerancia a los Antimicrobianos 

La disponibilidad de las terapias basadas en el uso de antibióticos ha sido fundamental 

para incrementar la esperanza de vida de la población general, así como para garantizar el éxito 

de las cirugías invasivas y de alta gama, incluidos los trasplantes de órganos y los tratamientos 

inmunomoduladores en reumatología, oncología y muchas otras disciplinas médicas (Huemer et 

al., 2020). Sin embargo, dado que los nuevos medicamentos antimicrobianos son escasos y que 

un número mayor de bacterias se está convirtiendo en resistentes a múltiples antibióticos, la 

propagación rápida y masiva de enfermedades infecciosas se ha convertido en una gran amenaza 

para los sistemas de atención médica modernos (World Economic Forum, 2019). 

Por esta razón, a pesar de que en la naturaleza existen microorganismos que presentan 

una resistencia intrínseca a ciertos compuestos antibióticos de manera independiente a sus 

niveles de exposición, la prescripción inadecuada de una terapia antimicrobiana, así como un 

incremento en su consumo, han favorecido la aparición desmesurada de nuevos microorganismos 

multirresistentes (Reygaert, 2018). No obstante, es importante mencionar que las bacterias 

patógenas también pueden evadir a los antibióticos a través de mecanismos de persistencia y 

tolerancia. De este modo, la resistencia se define como la capacidad de las bacterias para 

sobrevivir y replicarse en presencia de un fármaco, mientras que la persistencia es la capacidad 

de un subconjunto de células de entrar en un estado metabólicamente reprimido (dormancia) para 

soportar por mayor tiempo la exposición a una concentración de fármaco bactericida (Balaban et 

al., 2019). Por otro lado, las bacterias tolerantes son aquellas que resultan de la exposición 

repetida a sustancias antibióticas durante varias generaciones, lo cual termina por convertirlas en 

células resistentes (Hossain et al., 2021).  
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De manera general, los agentes antimicrobianos pueden clasificarse en cinco grupos: 1) 

agentes que inhiben la síntesis de la pared celular, 2) compuestos que despolarizan la membrana 

celular, 3) agentes que inhiben la síntesis de proteínas, 4) compuestos que inhiben la síntesis de 

ácidos nucleicos y 5) agentes que inhiben ciertas vías metabólicas (Reygaert, 2018). Como 

resultado, el personal de salud tiene la obligación de mantenerse informado sobre los agentes 

antimicrobianos modernos y sus mecanismos de acción, ya que esto determinará su efectividad 

en el tratamiento de diversas patologías (Prabh-Singh et al., 2021). A continuación, en la Tabla 1 

se presentan algunos ejemplos de compuestos antimicrobianos comunes para cada uno de los 

mecanismos de acción mencionados. 

Tabla 1 

Grupos de antimicrobianos basados en su mecanismo de acción 

Mecanismo de acción Grupo antimicrobiano 

Inhibición de la síntesis de  

la pared celular 

β-lactamas 

Carbapenémicos 

Cefalosporinas 

Monobactamas 

Penicilinas 

Glucopéptidos 

Despolarización de la 

membrana celular 
Lipopéptidos 

Inhibición de la 

síntesis de proteínas 

Se unen a la subunidad ribosómica 30S 

Aminoglucósidos 

Tetraciclinas 

Se unen a la subunidad ribosómica 50S 

Cloranfenicol 

Lincosamidas 

Oxazolidinonas 

Macrólidos 

Estreptograminas 

Inhibición de la síntesis 

de ácidos nucleicos 

Quinolonas 

Fluoroquinolonas 

Inhibición de vías 

metabólicas 

Sulfonamidas 

Trimetoprima 
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2.1.1. Bases Genéticas de la Resistencia a los Antibióticos 

Los genomas bacterianos poseen una elevada plasticidad que, junto con los tiempos de 

generación típicamente cortos, les permiten a las células responder de manera eficiente y efectiva 

a una amplia gama de amenazas ambientales, incluyendo la presencia de moléculas antibióticas 

que ponen en riesgo su supervivencia (Verma et al., 2019). Desde un punto de vista evolutivo, 

las bacterias patógenas pueden utilizar dos estrategias para defenderse del ataque de los 

antibióticos: la generación de cambios mutacionales en genes asociados al mecanismo de acción 

del fármaco, y la adquisición de ADN exógeno que codifica determinantes de resistencia a través 

de la transferencia horizontal de estos genes (Munita & Arias, 2001). 

En el primer escenario, las bacterias provenientes de una población susceptible a un 

antibiótico desarrollan mutaciones que disminuyen su penetrabilidad al sitio de acción en la 

célula, de tal forma que el fármaco termina por eliminar al resto de las células sensibles para que 

predominen las resistentes (Munita & Arias, 2001). En este sentido, a pesar de que desde un 

punto de vista energético las bacterias portadoras de mutaciones podrían parecer menos aptas 

que los organismos de tipo salvaje, éste es un fenómeno temporal compensado por mutaciones 

adicionales que favorecen su estabilidad incluso en ausencia de presión selectiva, es decir, aún al 

prescindir del uso de antibióticos (Verma et al., 2019). 

Por otro lado, en el caso de la transferencia horizontal de genes, las bacterias patógenas 

son capaces de adquirir material genético exógeno a partir de tres mecanismos principales: la 

transformación, la transducción y la conjugación (Munita & Arias, 2016). Durante la 

transformación, los genes de resistencia del ADN bacteriano muerto son integrados a un 

cromosoma receptor mediante un proceso conocido como recombinación homóloga, mientras 

que en la conjugación la integración del material genético está mediada por elementos genéticos 
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móviles como los plásmidos y los transposones, y en la transducción por bacteriófagos que 

infectan a nuevas especies bacterianas (Hasan et al., 2022). 

2.1.2. Mecanismos Moleculares de la Resistencia a los Antibióticos 

Así como las bases genéticas de la resistencia a los antimicrobianos pueden variar entre 

microorganismos, existen diversos mecanismos moleculares que les permiten interactuar y 

defenderse de estos compuestos, de los cuales, cuatro muestran una alta prevalencia en los 

aislamientos clínicos: 1) la disminución en la absorción del fármaco, 2) las modificaciones en el 

blanco de acción, 3) la inactivación del fármaco y 4) la activación de mecanismos de extrusión 

(Reygaert, 2018). A continuación, la Figura 1 muestra un resumen esquemático de los 

mecanismos de resistencia mencionados. 

Figura 1 

Mecanismos más comunes de la resistencia a los antibióticos 

 

Nota. Adaptado de “An overview of the antimicrobial resistance mechanisms of bacteria” por W. 

Reygaert, 2018, AIMS Microbiology, 4 (3). 
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De este modo, tanto la absorción como la concentración intracelular de un antibiótico se 

pueden reducir al impedir su entrada a la célula, lo cual es particularmente relevante en el caso 

de las bacterias Gram negativas, ya que su membrana externa forma una barrera de 

permeabilidad eficiente (Baylay et al., 2019). Por su parte, las bacterias que no poseen pared 

celular son intrínsecamente resistentes a todos los fármacos dirigidos a esta estructura, mientras 

que las bacterias que producen biopelículas de polisacáridos dificultan la entrada y acción de 

numerosos agentes antimicrobianos (Reygaert, 2018). 

Asimismo, debido a que la mayoría de los antibióticos se unen de forma específica a los 

receptores celulares que presentan una elevada afinidad, los cambios estructurales en sus sitios 

de unión impiden su actividad normal y le confieren resistencia a la célula (Blair et al., 2015). De 

manera similar, las bacterias pueden inactivar a los fármacos a través de la transferencia de 

grupos químicos como el acetilo, fosforilo y adenilo, o bien, a través de enzimas que son capaces 

de degradar al fármaco, como ocurre con las β-lactamasas que hidrolizan a los antibióticos de la 

familia de las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactámicos (Reygaert, 2018). 

Finalmente, los genomas bacterianos codifican múltiples bombas de exclusión que 

eliminan moléculas que resultan tóxicas para la célula, además de que desempeñan una función 

importante en la determinación del nivel intrínseco de susceptibilidad de una especie bacteriana a 

un fármaco, ya que pueden generar un fenotipo resistente cuando se sobreexpresan (Baylay et al., 

2019).  En este contexto, existen cinco familias de bombas de extrusión bacterianas de acuerdo 

con su estructura y fuente de energía: 1) la familia ABC de casetes de unión a ATP, 2) la familia 

MATE de extrusión de compuestos tóxicos y multifármacos, 3) la pequeña familia SMR de 

resistencia a múltiples fármacos, 4) la superfamilia facilitadora MFS y 5) la familia RND de 

división celular y nodulación de resistencia (Sun et al., 2014). 
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2.2. Antimicrobianos Naturales: el Pulque 

La resistencia a los antibióticos es una crisis multifacética que impone una grave amenaza 

para la salud pública alrededor del mundo. Por esta razón, el desarrollo de nuevas terapias 

antimicrobianas se ha enfocado en el aprovechamiento de los productos naturales, los cuales han 

sido utilizados como poderosos remedios contra diversas bacterias patógenas desde la época 

dorada de los antibióticos a mediados del siglo XX (Rossiter et al., 2017). En este contexto, 

varios estudios han informado los beneficios para la salud de los alimentos fermentados, los 

cuales contienen microorganismos generalmente considerados como seguros (GRAS, por sus 

siglas en inglés), y que pueden producir una serie de subproductos o metabolitos beneficiosos 

como péptidos antimicrobianos, etanol, ácidos orgánicos y ácidos grasos, entre otros (Mathur et 

al., 2020). No obstante, la elaboración de alimentos y bebidas fermentados no constituye una 

técnica nueva y poco desarrollada, sino que durante milenios los seres humanos han utilizado a 

las bacterias y levaduras para mejorar el proceso de conservación de los alimentos, así como su 

contenido nutricional, consistencia y sabor (Chacón-Vargas et al., 2020).  

Un ejemplo de lo anterior es el pulque, una bebida alcohólica tradicional mexicana que se 

produce a partir de la fermentación de una savia conocida como aguamiel, la cual puede 

extraerse de una gran variedad de especies de maguey como Agave americana, Agave atrovirens, 

Agave mapisaga y Agave salmiana, entre otras (Pérez-Armendáriz & Cardoso-Ugarte, 2020). 

Aunado a lo anterior, el aguamiel no solo ha sido utilizado para la producción de bebidas 

alcohólicas destiladas y no destiladas con reconocimiento nacional e internacional, sino que 

también se ha aprovechado para la elaboración de miel de agave, pan de pulque, jarabes de alta 

fructosa y fructanos de agave como ingredientes para alimentos y piensos con un mayor valor 

nutricional (Jasso-Padilla et al., 2017).  
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Aunque en la actualidad el pulque se produce de forma artesanal en los estados centrales 

y zonas rurales del territorio mexicano (Escalante et al., 2016), su consumo se remonta a tiempos 

prehispánicos cuando la cultura azteca se encontraba en su máximo esplendor, ya que como ha 

sido representado en relieves tallados en piedra en las distintas zonas arqueológicas del país, el 

pulque era considerado una bebida de los dioses que tomaba gran relevancia durante las 

celebraciones religiosas y rituales sagrados (Muñoz-Aparicio & García, 2021). 

Como se muestra en la Figura 2, el proceso de elaboración del pulque comienza con la 

selección de las plantas de agave con entre 6 y 15 años de maduración, de tal forma que su 

capullo floral pueda ser cortado simulando una cavidad capaz de almacenar aproximadamente 2 

litros. Posteriormente, el aguamiel es recolectado y se transporta en toneles de madera o en sacos 

de piel de cabrito, para después transferirlo a grandes contenedores de plástico, madera o arcilla. 

El proceso de fermentación concluye alrededor de las 12 a 24 horas después de la transferencia, 

con una concentración final de alcohol que varía entre el 3 y el 6% (Escalante et al., 2004; 

Valadez-Blanco et al., 2012). De este modo, la fermentación del pulque es un proceso 

discontinuo y sin agitación realizado en condiciones no asépticas, por lo que su comunidad 

microbiana nativa está conformada por aquellas bacterias, hongos y levaduras que se presentan 

naturalmente durante la acumulación de la savia dentro de la cavidad del cajete en el maguey, así 

como los incorporados durante la recolección, transporte, preparación y manipulación de las 

semillas (Escalante et al., 2004). En este sentido, a pesar de que la Norma Oficial Mexicana 

PROY-NOM-199-SCFI-2015 establece las propiedades fisicoquímicas deseables del pulque para 

su consumo directo (Diario Oficial de la Federación, 2016), durante la elaboración tradicional el 

grado de fermentación puede variar según el productor y se considera adecuado cuando se 

alcanza una textura característica (Escalante et al., 2004). 
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Figura 2 

Proceso tradicional para la elaboración del pulque 

 

Nota. Adaptado de “Pulque, a Traditional Mexican Alcoholic Fermented Beverage: Historical, 

Microbiological, and Technical Aspects” por A. Escalante, 2016, Frontiers in Plant Science 11. 
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2.2.1. Propiedades Fisicoquímicas y Microbiológicas del Pulque 

Los principales atributos que determinan las cualidades del pulque son su viscosidad, 

acidez y contenido alcohólico, los cuales son conferidos por los microorganismos que forman 

parte de su proceso de fermentación (Álvarez-Ríos et al., 2020). De este modo, la viscosidad del 

pulque se asocia principalmente con el metabolismo de las bacterias del género Leuconostoc, que 

acidifican la savia utilizando sacarosa y produciendo dióxido de carbono y polisacáridos 

extracelulares. Por otro lado, las bacterias del género Lactobacillus son responsables de la 

producción de ácido láctico y ácido acético, los cuales disminuyen el valor del pH final (entre 3.5 

y 4.2), al mismo tiempo que favorecen la formación de compuestos aromáticos que influyen en 

la calidad y el sabor. Finalmente, el contenido de etanol del pulque, que varía entre el 3 y el 6%, 

es el resultado del metabolismo de los azúcares por parte de las levaduras de los géneros 

Saccharomyces y Kluyveromyces, así como de la bacteria Zymomonas mobilis, que además 

producen vitaminas, aminoácidos y compuestos volátiles que influyen en el sabor y en el perfil 

aromático (Álvarez-Ríos et al., 2020; Chacón-Vargas et al., 2020).  

A pesar de lo anterior, es necesario mencionar que la composición microbiana del pulque 

no se mantiene constante, sino que varía significativamente como consecuencia de la 

acumulación de los metabolitos a medida que avanza el proceso de fermentación. De esta 

manera, después de las primeras tres horas, las bacterias Lactobacillus spp., Enterobacter 

agglomerans, y Leuconostoc mesenteroides, así como levaduras de tipo no Saccharomyces, se 

convierten en las especies predominantes. En contraste, al final del proceso de fermentación, la 

diversidad microbiana se compone principalmente por bacterias L. acidophilus y L. lactis 

homofermentativas, así como por bacterias L. mesenteroides heterofermentativas y levaduras 

productoras de etanol (Escalante et al., 2008; Lappe-Oliveras et al., 2008). 
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Adicionalmente, el aguamiel que se utiliza para la producción del pulque se caracteriza 

por su elevado contenido en azúcares reductores como la glucosa y la fructosa, así como por la 

presencia de fructooligosacáridos (FOS), minerales (como el potasio, calcio, sodio y hierro), 

aminoácidos, vitaminas del complejo B, ácido ascórbico y saponinas con actividad 

antiinflamatoria (Romero-López et al., 2015). En este sentido, los fructanos de la savia del agave 

se consideran compuestos prebióticos porque son resistentes a la digestión humana y llegan 

intactos al colon, donde pueden estimular el crecimiento de microorganismos beneficiosos (por 

ejemplo, bifidobacterias y lactobacilos), además de estimular la producción de ácidos grasos 

libres por parte de la microbiota del colon, los cuales disminuyen el nivel de glucosa en la 

sangre, favorecen la homeostasis de los lípidos e incrementan los procesos de absorción de los 

minerales (Escobedo-García et al., 2020). 

2.2.2. Introducción a las Bacterias Ácido-Lácticas 

 Como se estudió en el apartado anterior, las propiedades fisicoquímicas y nutricionales 

del pulque dependen en gran medida de la actividad de las bacterias productoras de ácido láctico 

con potencial probiótico. En este sentido, las bacterias ácido-lácticas (BAL) pueden definirse 

como un grupo de cocos y bacilos grampositivos, que no forman esporas y que presentan una 

respiración anaerobia aerotolerante (de Filippis et al., 2020). Asimismo, estas bacterias se 

caracterizan por la producción de ácido láctico como producto final del catabolismo de los 

carbohidratos, así como de sustancias inhibidoras del crecimiento de microorganismos 

competidores como bacteriocinas, polioles y peróxido de hidrógeno (Bintsis, 2018). 

En 1919 las investigaciones de Orla Jensen sentaron las bases para la clasificación de las 

bacterias del ácido láctico en función de su morfología celular, los productos obtenidos de su 

fermentación, su capacidad para utilizar azúcares y su temperatura óptima de crecimiento (Ayivi 
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et al., 2020). Como resultado, este sistema de clasificación reconoció sólo cuatro géneros de 

bacterias ácido-lácticas: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc y Streptococcus. 

Adicionalmente, estas bacterias pueden clasificarse como organismos homofermentativos o 

heterofermentativos de acuerdo con su capacidad para llevar a cabo la fermentación del ácido 

láctico. De este modo, las BAL homofermentativas únicamente producen ácido láctico a partir de 

los azúcares disponibles en el medio, mientras que las BAL heterofermentativas producen ácido 

láctico, ácido acético o alcohol y dióxido de carbono (de Filippis et al., 2020). 

En la actualidad, las bacterias del ácido láctico constituyen un grupo diverso de 

microorganismos seguros y de elevada importancia industrial, ya que se utilizan como cultivos 

iniciadores en la fermentación de diversos productos lácteos, vegetales, carnes, pescados y 

cereales, así como para la producción de alimento para ganado en forma de ensilaje (Hatti-Kaul 

et al., 2018). De igual modo, otras aplicaciones importantes de las BAL incluyen su uso como 

vehículos para la administración de medicamentos como proteínas terapéuticas y vacunas de 

ADN, así como su aprovechamiento en la catálisis biológica de materias primas renovables para 

la fabricación de productos con un alto valor agregado en los sectores alimentarios y no 

alimentarios (Wu et al., 2017). No obstante, estos microorganismos exhiben necesidades 

nutricionales complejas, ya que precisan del enriquecimiento de su medio de cultivo con 

aminoácidos, péptidos, bases nucleotídicas, vitaminas, minerales, ácidos grasos y carbohidratos, 

por lo que muestran un mayor crecimiento es sustratos alimentarios ácidos en contraste con lo 

observado en medios artificiales comerciales (Mokoena, 2017). 

Sumado a lo anterior, las propiedades funcionales de las bacterias ácido-lácticas han sido 

ampliamente reportadas en la literatura en poblaciones sanas y enfermas. Así pues, como se 

muestra en la Tabla 2, la mayoría de los ensayos clínicos han evaluado el efecto probiótico de 
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distintas formulaciones compuestas por bacterias del ácido láctico en una concentración 

aproximada de 109 y 1010 células al día por vía oral. En este sentido, se ha propuesto la 

suplementación de estas bacterias enriquecidas con Bifidobacterium spp. y fibras prebióticas en 

el tratamiento o mejora de los síntomas de enfermedades del intestino, desórdenes metabólicos, 

trastornos mentales e infecciones bacterianas, así como también para mejorar el rendimiento 

físico durante el ejercicio y fortalecer la respuesta inmunológica en lactantes. 

Más específicamente, durante el tratamiento de pacientes adultos que presentaban 

síndromes inflamatorios del intestino, la administración de una mezcla de 4 a 6 cepas de 

Lactobacillus spp. resultó en una mejora significativa en los síntomas de hinchazón (Oh et al., 

2019; Yılmaz et al., 2019). Adicionalmente, en el tratamiento de infecciones bacterianas, la 

formulación con diferentes cepas de L. acidophilus, L. paracasei y B. lactis condujo a una 

disminución importante en los eventos de colonización por Pseudomonas en pacientes 

hospitalarios tratados con amoxicilina (Wieërs et al., 2021), así como a una reducción en la 

incidencia de la diarrea causada por C. difficile en adultos mayores (de Wolfe et al., 2018). 

Finalmente, en estudios independientes, la administración de L. plantarum resultó en una 

disminución significativa en la fatiga durante el ejercicio en adultos sanos sin entrenamiento 

atlético (Huang et al., 2019), así como en una reducción de los comportamientos desafiantes y de 

oposición en niños diagnosticados con autismo (Liu et al., 2019). No obstante, es importante 

mencionar que ninguno de los estudios incluidos en esta revisión presentó una justificación sobre 

las dosis administradas de acuerdo con las cepas y tipos de poblaciones objetivo. Por lo tanto, es 

necesario evaluar diferentes dosis para comprender el efecto real del consumo de las bacterias 

ácido-lácticas sobre los resultados de salud observados, además de considerar el impacto de la 

variabilidad individual de la microbiota de los pacientes bajo estudio (Ayivi et al., 2020). 
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Tabla 2 

Efectos de las bacterias ácido-lácticas probióticas en ensayos clínicos 

Bacterias probióticas Dosis Población Duración Diseño del estudio Efecto observado Referencia 

L. acidophilus DDS1,  

B. lactis UABla-12,  

B. longum UABl-14,  

B. bifidum UABb-10 

69 mg  

(15×109 UFC) 

Mujeres y 

hombres con 

obesidad  

IMC= 33.5 

kg/m2 

 (n=10) 

Diaria por 

tres meses 

Intervención 

aleatoria controlada 

con placebo 

Disminución 

significativa en el 

IMC, porcentaje 

de grasa y nivel 

de glucosa  

(Sergeev et 

al., 2020) 

L. pentosus, 

L. brevis, L. kefiri, 

 L. plantarum,  

L. fermentum,  

L. lindneri 

400 ml 

(2×109 UFC) 

Pacientes con 

enfermedades 

inflamatorias 

intestinales 

 (n=25) 

Diaria por 

un mes 

Ensayo prospectivo, 

aleatorio y 

controlado 

Aumento en los 

niveles de 

hemoglobina y 

reducción en las 

puntuaciones de 

hinchazón 

(Yılmaz et 

al., 2019) 

L. crispatus CTV-05 

(Lactin-V) 
2×109 UFC 

Mujeres con 

vaginosis 

bacteriana 

 (n=106) 

Dos veces a 

la semana 

por 24 

semanas 

Ensayo aleatorizado 

y controlado con 

doble ciego y 

placebo 

Disminución en la 

recurrencia de la 

vaginosis después 

de 12 semanas 

(Cohen et 

al., 2020) 

L. rhamnosus GG, 

B. lactis BB12 
6.5×109 UFC 

Mujeres con 12-

17 semanas de 

embarazo 

 (n=164) 

Diaria por 

36 semanas 

Diseño factorial 2×2, 

aleatorio con doble 

ciego y placebo 

No se observó 

una diferencia 

significativa en 

las puntuaciones 

de depresión 

(Dawe et 

al., 2020) 

L. gasseri  

CP2305 
1×1010 UFC 

Adultos jóvenes 

 (n=74) 

Diaria por 

24 semanas 

Ensayo controlado y 

doble ciego con 

placebo y grupos 

paralelos 

Reducción en la 

ansiedad y en los 

trastornos del 

sueño 

(Nishida et 

al., 2019) 
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Bacterias probióticas Dosis Población Duración Diseño del estudio Efecto observado Referencia 

L. plantarum TWK10 3×1010 UFC 

Adultos sanos sin 

entrenamiento 

atlético 

 (n=54) 

Tres veces 

al día por 

6 semanas 

Ensayo aleatorizado 

controlado con doble 

ciego y placebo 

Disminución en la 

fatiga y mejora en 

el rendimiento 

(Huang et 

al., 2019) 

L. plantarum 

PS128 

425 mg 

(3×1010 UFC) 

Niños de 7 a 15 

años con un 

diagnóstico de 

autismo 

 (n=71) 

Diaria por 

4 semanas 

Ensayo aleatorizado 

controlado con doble 

ciego, grupos 

paralelos y placebo 

Disminución en 

comportamientos 

desafiantes o de 

oposición 

(Liu et al., 

2019) 

L. paracasei 

CBA L74 
5.9×109 UFC 

Lactantes recién 

nacidos de entre 

37 y 40 semanas 

 (n=78) 

Diaria por 

3 meses 

Ensayo aleatorizado 

controlado 

Aumento en la 

producción de 

IgA secretora 

(Roggero 

et al., 

2020) 

L. acidophilus,  

L. paracasei Lpc-37, 

B. lactis Bl-04,  

B. lactis Bi-07 

2×109 UFC 

Pacientes tratados 

por 10 días con 

amoxicilina 

 (n=120) 

Diaria por 

30 días 

Ensayo aleatorizado 

controlado con doble 

ciego y placebo 

Disminución 

significativa en la 

colonización con 

Pseudomonas 

(Wieërs et 

al., 2021) 

L. acidophilus NCFM, 

L. paracasei Lpc-37, 

B. lactis Bi-07, B. 

lactis B1-04 

1.7×1010 UFC 

Adultos con al 

menos 78 años y 

con infección por 

C. difficile 

 (n=31) 

Diaria por 

4 semanas 

Ensayo PICO 

aleatorizado 

controlado con doble 

ciego y placebo 

Reducción 

significativa en la 

diarrea causada 

por C. difficile 

(de Wolfe 

et al., 

2018) 

Lactobacillus spp., L. 

plantarum,  

L. paracasei,  

L. salivarum 

1×109 UFC 

Adultos con 

enfermedades 

inflamatorias 

intestinales 

 (n=50) 

Diaria por 

4 semanas 

Ensayo aleatorizado 

controlado con doble 

ciego y placebo 

Mejoría en los 

síntomas 

inflamatorios de 

acuerdo con la 

escala SGA 

(Oh et al., 

2019) 
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2.3. Probióticos, Prebióticos y Simbióticos 

La modificación microbiana intestinal a través de la ingesta de alimentos y bebidas 

fermentados ocurre principalmente debido a la presencia de probióticos, prebióticos y 

simbióticos (T. F. da Silva et al., 2020). En el caso de los probióticos, la Organización de las 

Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación (FAO, por sus siglas en inglés) los 

definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, 

confieren un beneficio comprobable para la salud del huésped (Kim et al., 2019). En este 

contexto, los probióticos se consideran las herramientas más útiles para recuperarse de la 

disbiosis, un estado de equilibrio alterado en la microbiota intestinal que influye en el 

mantenimiento de la salud humana y la prevención de enfermedades en todo el cuerpo, desde el 

intestino hasta sitios corporales no intestinales como el cerebro y la piel (Lee et al., 2018). Sin 

embargo, para que un microorganismo pueda ser considerado como probiótico se requiere 

comprobar su inocuidad, es decir, que se encuentre libre de factores de patogenicidad y 

toxicidad. Además, un probiótico debe exhibir una gran capacidad de supervivencia frente a las 

condiciones gastrointestinales (por ejemplo, su pH ácido, las secreciones pancreáticas y sales 

biliares), ejercer un efecto antagónico contra microorganismos patógenos y estimular la respuesta 

del sistema inmunológico (Plaza-Díaz et al., 2019). 

Por su parte, los prebióticos comúnmente son definidos como ingredientes alimentarios 

no digeribles que afectan beneficiosamente al huésped al estimular el crecimiento y la actividad 

de un número limitado de bacterias en el colon (Holscher, 2017). No obstante, los expertos 

convocados por la Asociación Científica Internacional de Probióticos y Prebióticos (ISAPP, por 

sus siglas en inglés) decidieron incorporar a esta definición el hecho de que los prebióticos son 

ingredientes fermentados selectivamente por los microorganismos en el colon con el objetivo de 
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producir cambios específicos en la composición y actividad de la microbiota gastrointestinal, 

además de que son resistentes a la hidrólisis por las enzimas de los mamíferos y no sufren 

modificaciones durante su procesamiento (Gibson et al., 2017). En este sentido, la selectividad se 

considera un aspecto fundamental para el concepto de prebiótico ya que, a diferencia de las 

fibras como la celulosa y las pectinas que promueven el crecimiento de diversos 

microorganismos en el intestino, los prebióticos como los fructooligosacáridos y los 

galactooligosacáridos estimulan específicamente la proliferación de las bacterias de los géneros 

Lactobacillus y Bifidobacterium (Quigley, 2019). 

Finalmente, los simbióticos pueden explicarse como una mezcla de probióticos y 

prebióticos que han sido seleccionados con el objetivo de mejorar la supervivencia e 

implantación de los microorganismos vivos y suplementos dietéticos que contienen, de tal forma 

que es posible estimular selectivamente el crecimiento y actividad metabólica de un número 

limitado de bacterias promotoras de la salud, lo cual termina por mejorar el estado de bienestar 

general del huésped (Bijle et al., 2020). Para ello, los simbióticos pueden formularse utilizando 

dos enfoques diferentes. El primero, conocido como simbiótico complementario, consiste en un 

probiótico y un prebiótico que funcionan de forma independiente para lograr uno o más 

beneficios para la salud. Por otro lado, en el caso de los simbióticos sinérgicos, se mezcla 

selectivamente un microorganismo vivo con un sustrato fermentable por el mismo, por lo que 

están diseñados para trabajar en conjunto (Swanson et al., 2020). En este sentido, algunos de los 

beneficios para la salud asociados con el consumo de los simbióticos incluyen el aumento en los 

niveles de cepas de lactobacilos y bifidobacterias en el intestino, el mantenimiento del equilibrio 

de la microbiota, la mejora de la función hepática en pacientes cirróticos y la disminución de la 

susceptibilidad a los patógenos en pacientes quirúrgicos (Rovinaru & Pasarin, 2020). 



ANTAGONISMO DE BACTERIAS PROBIÓTICAS DEL PULQUE 34 

2.3.1. Mecanismos de Acción de los Probióticos 

Los principales mecanismos de acción de los probióticos, los cuales se muestran de 

manera resumida en la Figura 3, incluyen: 1) la colonización y regulación de la microbiota 

intestinal disbiótica, 2) la protección de la barrera epitelial tras la inducción de la secreción de 

mucinas y defensinas, 3) la exclusión competitiva de microorganismos patógenos, 4) la 

producción de sustancias antimicrobianas, y 5) la modulación de las respuestas del sistema 

inmunitario innato y adaptativo del huésped a través de la interacción con células epiteliales, 

células dendríticas, monocitos, macrófagos y linfocitos (Batista et al., 2020). 

Figura 3 

Mecanismos de acción de los microorganismos probióticos 

 

Nota. Adaptado de “Probiotic Mechanisms of Action” por M. Bermúdez-Brito, 2012, Nutrition & 

Metabolism, 61. 
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La barrera intestinal es un importante mecanismo de defensa utilizado para mantener la 

integridad epitelial y prevenir la entrada sistémica de toxinas, bacterias y otros compuestos 

exógenos capaces de inducir respuestas inflamatorias (Raheem et al., 2021). De hecho, datos 

recientes han informado que los probióticos son capaces de prevenir la ruptura de la barrera 

mucosa a través de la exclusión de los patógenos, así como de iniciar la reparación de la función 

epitelial a partir de la producción de sus principales componentes macromoleculares: las 

glicoproteínas de mucina y las defensinas (Bermúdez-Brito et al., 2012). 

De manera general, la exclusión competitiva de los microorganismos probióticos se 

refiere a su capacidad de adherirse al epitelio a través de receptores específicos, reduciendo así el 

potencial de unión de otras bacterias presentes en el intestino (Muñoz-Quezada et al., 2013). Los 

mecanismos de exclusión competitiva más estudiados incluyen la reducción del pH en el lumen, 

la competencia por las fuentes nutricionales disponibles y la producción de metabolitos 

selectivos capaces de inhibir el crecimiento o la actividad metabólica de los competidores (Plaza-

Díaz et al., 2019). Más específicamente, los probióticos producen moléculas de bajo peso 

molecular como las bacteriocinas, el ácido láctico y el ácido acético, los cuales presentan un 

potente efecto inhibidor contra las bacterias gramnegativas y han sido considerados los 

principales compuestos antimicrobianos responsables de la actividad inhibidora de los 

probióticos contra los patógenos (Raheem et al., 2021). 

Adicionalmente, las bacterias probióticas funcionan como un puente de comunicación 

entre la respuesta inmunológica innata y adaptativa, ya que tienen la capacidad de interactuar con 

células epiteliales y dendríticas, así como con los monocitos, macrófagos y linfocitos 

(Bermúdez-Brito et al., 2012). De esta manera, mientras la respuesta inmune adaptativa depende 

de la identificación de antígenos específicos por parte de los linfocitos B y T, la respuesta 
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inmune innata se basa en el reconocimiento de estructuras conocidas como Patrones Moleculares 

Asociados a Patógenos (PAMP, por sus siglas en inglés), los cuales son compartidos por la 

mayoría de los microorganismos nocivos (Plaza-Díaz et al., 2019). En este último escenario, las 

células dendríticas actúan como sensores de los ligandos microbianos a través de la activación de 

receptores inmunitarios innatos como los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores de lectina 

tipo C. De este modo, las vías de señalización desencadenadas por las moléculas derivadas de las 

bacterias probióticas producen cambios en los fenotipos de las células dendríticas que, 

finalmente, conducen a la integración del metabolismo microbiano y del huésped con las 

funciones inmunitarias (Frei et al., 2015). 

2.3.2. Mecanismos de Acción de los Prebióticos 

Como se mencionó anteriormente, los seres humanos no son capaces de digerir a los 

prebióticos debido a la ausencia de enzimas que hidrolicen sus enlaces poliméricos. Por lo tanto, 

los prebióticos llegan prácticamente inalterados al colon y son fermentados por bacterias 

sacarolíticas pertenecientes a los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Guarino et al., 2020). 

De este modo, los mecanismos de acción de los prebióticos incluyen: 1) la estimulación de la 

producción de ácidos grasos de cadena corta con efectos moduladores en el metabolismo de los 

lípidos, 2) la regulación de la producción de glicoproteínas de mucina, 3) un incremento en la 

absorción de los minerales en el cuerpo, y 4) el aumento en la secreción de la inmunoglobulina A 

que estimula la función fagocítica de los macrófagos (Markowiak & Ślizewska, 2017). 

En este sentido, la fermentación y la producción de ácidos grasos de cadena corta, como 

el ácido acético, ácido butírico y ácido propiónico, juegan un papel integral a nivel colónico y 

sistémico (Slavin, 2013). Por ejemplo, el butirato es la fuente de energía preferida por las células 

epiteliales del colon, por lo que contribuye al mantenimiento de las funciones de la barrera 



ANTAGONISMO DE BACTERIAS PROBIÓTICAS DEL PULQUE 37 

intestinal al mismo tiempo que exhibe propiedades inmunomoduladoras y antiinflamatorias 

(Rivière et al., 2016). Adicionalmente, el cerebro, los músculos y los tejidos metabolizan el 

acetato sistémicamente como una fuente de acetil-CoA lipogénico (Zhao et al., 2020), mientras 

que el propionato es eliminado por el hígado y puede disminuir los niveles de colesterol en la 

sangre al interferir con su síntesis (Slavin, 2013). Aunado a lo anterior, la fermentación y la 

producción de ácidos grasos de cadena corta reducen el pH luminal y fecal, lo cual a su vez 

reduce la degradación de péptidos y la formación resultante de compuestos tóxicos como el 

amoníaco, las aminas y los compuestos fenólicos, además de que suprimen la actividad de 

enzimas bacterianas indeseables (Markowiak & Ślizewska, 2017). 

De esta manera, partiendo de los supuestos anteriores, es posible observar que el impacto 

metabólico de los prebióticos se extiende más allá de los procesos fermentativos, ya que algunos 

de sus efectos beneficiosos están relacionados con las interacciones entre el epitelio y el sistema 

inmunitario, así como con el metabolismo de los ácidos biliares y la respuesta neuroendocrina 

(Quigley, 2019). En este contexto, varios compuestos tienen el potencial de ser clasificados 

como prebióticos, aunque la mayoría son oligosacáridos no digeribles producidos artificialmente, 

incluidos los fructooligosacáridos, galactooligosacáridos, fructanos y maltooligosacáridos, así 

como las ciclodextrinas, la lactulosa, la lactosacarosa y la inulina (Markowiak & Ślizewska, 

2017). En contraste, lo sustratos que tienen la capacidad de afectar la composición de la 

microbiota a través de mecanismos que no involucran su fermentación selectiva no pueden ser 

considerados prebióticos (Guarino et al., 2020). Como ejemplo de lo anterior podemos encontrar 

a los antibióticos, los minerales, las vitaminas y los bacteriófagos que, aunque no son sustratos 

de crecimiento para los microorganismos del huésped, su ingesta puede alterar el microbioma y 

la composición metabólica (Gibson et al., 2017).  
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2.3.3. Mecanismos de Acción de los Simbióticos 

Considerando el hecho de que un probiótico es esencialmente activo en el intestino 

delgado, y que el efecto de un prebiótico se observa principalmente en el intestino grueso, se 

sugiere que la combinación de los dos presenta un efecto sinérgico (Hamasalim, 2016). De 

manera similar, debido a que los prebióticos se utilizan principalmente como un medio selectivo 

para el crecimiento de las cepas probióticas, así como para el favorecimiento de los procesos 

fermentativos y del tránsito intestinal, los simbióticos adquieren una mayor tolerancia frente a las 

condiciones ambientales del intestino, como lo son su oxigenación, pH y temperatura 

(Markowiak & Ślizewska, 2017).  

Con base en lo anterior, es posible afirmar que los simbióticos funcionan de dos maneras 

diferentes: mejorando la viabilidad de los probióticos y brindando beneficios independientes, 

pero aditivos, para la salud del hospedero. Más específicamente, la ingesta de un alimento 

simbiótico conduce a una modulación de las actividades metabólicas con un mantenimiento de la 

estructura biológica del intestino, así como también a un mayor desarrollo de la microbiota 

beneficiosa y a una inhibición en el crecimiento de los patógenos potenciales presentes en el 

tracto gastrointestinal (Manigandan et al., 2012). 

De este modo, durante el tratamiento dietético simbiótico, los prebióticos son 

hidrolizados a sus respectivos azúcares por los probióticos implantados en el tracto intestinal del 

huésped para posteriormente utilizarlos como fuente de carbono para aumentar la biomasa de 

bacterias beneficiosas. Adicionalmente, para facilitar el proceso de colonización las bacterias 

probióticas aprovechan a los prebióticos del medio para adherirse a la barrera epitelial y evitar la 

unión de los microorganismos patógenos oportunistas (Huynh et al., 2017). Sumado a lo anterior, 

el metabolismo simbiótico produce una amplia gama de compuestos que pueden ser utilizados 
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tanto por las bacterias intestinales como por el huésped, además de que estudios recientes han 

informado que algunos aminoácidos esenciales como la histidina, isoleucina, lisina, fenilalanina, 

valina y triptófano, así como aminoácidos no esenciales como la alanina, el glutamato y la 

tirosina, son liberados durante la fermentación simbiótica (Rodríguez et al., 2011).  

Finalmente, los simbióticos dan como resultado concentraciones reducidas de metabolitos 

indeseados o tóxicos como las cetonas, disulfuros de carbono y acetatos de metilo, así como la 

inactivación de nitrosaminas y sustancias cancerígenas (Pandey et al., 2015). En contraste, su 

administración frecuente conduce a un aumento significativo en los niveles de ácidos grasos de 

cadena corta, además de que contrarrestan los procesos de descomposición en el intestino, 

previenen el estreñimiento y la diarrea, regulan la respuesta inmunológica y reducen los niveles 

de azúcar y grasa en la sangre (Markowiak & Ślizewska, 2017). 

2.4. Introducción a los Postbióticos 

Como se mencionó al inicio de este capítulo, los probióticos pueden definirse como 

microorganismos vivos que, al ser administrados en cantidades suficientes, ejercen un efecto 

benéfico sobre el tracto gastrointestinal. No obstante, a pesar de sus innumerables beneficios, 

nuevas investigaciones han enfatizado algunas de las limitaciones relacionadas con el consumo 

de los probióticos, como lo son el desconocimiento de sus mecanismos moleculares exactos, la 

variabilidad en el comportamiento de las cepas alóctonas o autóctonas, la transferencia 

horizontal de genes de virulencia y los problemas relacionados con el mantenimiento de la 

viabilidad durante su procesamiento (Nataraj et al., 2020). En tal sentido, recientemente se ha 

reportado la transferencia de genes provenientes de diversas cepas de L. paracasei, L. 

rhamnosus, L. reuteri, L. gasseri y L. plantarum (Cicenia et al., 2014), lo cual representa un 

riesgo inminente para la salud, ya que la microbiota intestinal constituye un hábitat importante 
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para la acumulación de genes de resistencia a los antibióticos. Es por ello por lo que resulta 

indispensable continuar la investigación para demostrar la ausencia de factores de virulencia 

asociados al consumo de los probióticos, especialmente si estos pertenecen a un género con 

potencial patogénico (Lerner et al., 2017).  

 Como consecuencia de lo anterior, la identificación de los factores solubles derivados de 

la actividad metabólica de los probióticos, para los cuales se ha acuñado el término de 

postbióticos, ha favorecido el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas personalizadas que 

prescinden de los riesgos asociados a la administración de bacterias vivas (Cicenia et al., 2014). 

De este modo, los postbióticos pueden definirse como sustancias bioactivas producidas a partir 

de la fermentación de un microorganismo de grado alimentario que ejercen un efecto beneficioso 

sobre el huésped de manera directa o indirecta (Żółkiewicz et al., 2020).  

Particularmente, los tipos de postbióticos más comunes son los paraprobióticos y las 

fórmulas infantiles fermentadas (FIF). Por un lado, los paraprobióticos se definen como células 

microbianas no viables o inactivadas que, cuando se administran en cantidades suficientes, 

confieren beneficios a la salud del huésped (Nataraj et al., 2020). En contraste, las FIF son 

preparados para lactantes que han sido fermentados con bacterias productoras de ácido láctico y 

que, en la mayoría de los casos, no contienen células viables (Szajewska et al., 2015). Por lo 

consiguiente, los postbióticos pueden incluir diversos metabolitos como los ácidos grasos de 

cadena corta, fracciones de células microbianas, proteínas funcionales, polisacáridos 

extracelulares, lisados bacterianos, ácido teicoico, muropéptidos derivados de peptidoglicanos y 

estructuras tipo pili (Żółkiewicz et al., 2020). 

Es por este motivo por el que los postbióticos pueden aprovecharse como ingredientes 

funcionales en el mantenimiento del balance del ecosistema microbiano intestinal, conocido 
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como estado de eubiosis (Iebba et al., 2016), así como también como coadyuvantes en el 

tratamiento de pacientes en estado crítico, niños pequeños o recién nacidos prematuros, ya que 

eluden el desafío técnico de la colonización probiótica en el intestino, facilitan la entrega de los 

componentes activos en el sitio de acción, mejoran la vida útil del producto final y simplifican su 

proceso de envasado y transporte (Wegh et al., 2019).  

2.4.1. Mecanismo de Acción de los Postbióticos 

Los mecanismos de acción que subyacen a los efectos de los postbióticos en la mejora de 

la salud del huésped aún no están claramente definidos, pero parecen estar mediados por la 

interacción entre una serie de receptores de reconocimiento que son capaces de asociarse a los 

compuestos microbianos y activar la respuesta inmunitaria innata y adquirida (Wegh et al., 

2019). En el caso particular de los lactobacilos con potencial probiótico, estos poseen Patrones 

Moleculares Asociados a Microbios (MAMP, por sus siglas en inglés) que se encuentran 

altamente conservados y que incluyen al peptidoglicano, los ácidos lipoteicoicos, la proteína A 

de la capa S, los exopolisacáridos y el ADN genómico, los cuales pueden ser reconocidos por 

ciertos Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR, por sus siglas en inglés) y activar 

cascadas de señalización en contra de lo patógenos detectados (Teame et al., 2020). 

Por lo tanto, tal como se muestra en la Figura 4, los efectos de los postbióticos sobre las 

respuestas metabólicas sistémicas pueden ser regulados directamente por los metabolitos o 

enzimas dentro y sobre la superficie de los microorganismos inactivados que los componen 

(Salminen et al., 2021). Un ejemplo es la sal biliar hidrolasa (BSH), una enzima microbiana 

encargada de la transformación de los ácidos biliares primarios en ácidos biliares no conjugados 

y secundarios, lo cual es esencial para el mantenimiento de la homeostasis del huésped en 

procesos como el metabolismo de la glucosa y la producción de energía (Long et al., 2017). 
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Figura 4 

Mecanismos de acción propuestos para los postbióticos 

 

Nota. Adaptado de “Postbiotics against Pathogens Commonly Involved in Pediatric Infectious 

Diseases” por A. Mantziari, 2020, Microorganisms, 8 (10). 

Por otro lado, los postbióticos también pueden modular a la microbiota intestinal de 

manera indirecta al transportar moléculas de detección de quórum y extinción de quórum, o bien, 

al transportar ácido láctico que puede ser consumido por algunos miembros de la microbiota, 

dando como resultado la formación de ácidos grasos de cadena corta con una función beneficiosa 

en el metabolismo de los lípidos y la respuesta a los xenobióticos (Laverde Gómez et al., 2019). 

Asimismo, los microorganismos pueden producir compuestos neuroactivos como la serotonina, 

la dopamina y la acetilcolina, los cuales actúan tanto en el sistema nervioso entérico como en el 

sistema nervioso central, por lo que tienen el potencial de modular el comportamiento y la 

función cognitiva de los seres humanos. De manera similar, las enzimas microbianas pueden 

metabolizar precursores dietéticos para la síntesis de neurotransmisores del huésped, por 
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ejemplo, el triptófano para la serotonina y la tirosina para la dopamina, reduciendo así su 

biodisponibilidad cuando resulta necesario (Salminen et al., 2021). 

2.4.2. Aplicaciones Actuales de los Postbióticos 

Como se mencionó en la parte superior, los postbióticos provenientes de diferentes 

especies del género Lactobacillus consisten en una amplia gama de moléculas capaces de 

efectuar funciones beneficiosas para los seres humanos, como lo son la inmunomodulación, la 

preservación de la barrera epitelial y su efecto antagónico contra numerosos patógenos (Batista 

et al., 2020). Aunado a lo anterior, los postbióticos poseen varias ventajas en comparación con 

los probióticos, incluida la elucidación de sus estructuras químicas, sus parámetros de dosis 

seguras y una vida útil más prolongada (Teame et al., 2020). Por lo tanto, el uso de postbióticos 

representa una alternativa válida y más segura a las bacterias probióticas en el desarrollo de 

alimentos funcionales y nuevas terapias antimicrobianas personalizadas. 

En este contexto, tal como se muestra en la Tabla 3, diversos estudios han demostrado la 

efectividad de diferentes productos postbióticos provenientes de microorganismos que se 

encuentran naturalmente en los alimentos y bebidas fermentados. Por ejemplo, se ha reportado el 

efecto mitigante de un extracto de la pared celular de diferentes especies de microorganismos 

probióticos sobre los síntomas de la artritis, incluyendo los géneros Bacillus, Leuconostoc, 

Enterococcus, Saccharomyces y Kluyveromyces, entre otros (Meei-Yn et al., 2020). Asimismo, 

Lin y colaboradores (2022) desarrollaron una pastilla de células inactivadas con calor de 

Lactobacillus salivarius AP-32, L. paracasei ET-66 y L. plantarum LPL28 capaz de exhibir un 

efecto antimicrobiano contra los patógenos presentes en la cavidad oral de los pacientes tratados, 

lo cual terminó por mejorar sus condiciones gastrointestinales. Por su parte, la administración de 

una fórmula anti-regurgitación parcialmente fermentada con lactobacilos y combinada con 
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galactooligosacáridos de cadena corta y fructooligosacáridos de cadena larga mejoró los 

síntomas gastrointestinales en bebés (Bellaiche et al., 2021), mientras que Jeong y colaboradores 

(2020) estudiaron el efecto terapéutico de una solución inactivada de Lactobacillus rhamnosus 

en infantes con dermatitis atópica, la cual resultó en la disminución de la expresión de diferentes 

proteínas asociadas a la inflamación. 

Es importante mencionar que las formulaciones postbióticas se han aprovechado en 

ámbitos distintos al de la salud humana. Por ejemplo, Jackson, Jewell y Panickar (2022) 

desarrollaron un alimento para mascotas enriquecido con un triterpeno pentacíclico y 

betaglucanos producidos por diferentes géneros de levaduras con el propósito de tratar, prevenir 

o mejorar los síntomas de las enfermedades asociadas a niveles elevados de toxinas urémicas y 

problemas renales. De manera similar, Barnes, Carpenter y Showell (2017) confeccionaron un 

alimento para animales compuesto por una mezcla de probióticos (células viables de B. subtilis, 

P. acidilactici, P. pentosaceus y L. plantarum), prebióticos (fructooligosacáridos) y postbióticos 

(sobrenadantes liofilizados de los probióticos mencionados) con el objetivo de promover su 

crecimiento y estado de bienestar general. Por otro lado, Joning y colaboradores (2021) 

reportaron el efecto antifúngico de una solución inactivada con calor de L. plantarum GS12 y 

Bacillus cereus GS15 contra el hongo marino Lagenidium thermophilum, uno de los principales 

riesgos sanitarios en la industria del cultivo de crustáceos con fines alimentarios. Sumado a lo 

anterior, İncili y colaboradores (2021) propusieron la implementación de un conservador a base 

de quitosano y un filtrado de P. acidilactici para combatir la contaminación microbiana en los 

productos cárnicos del pollo y para extender su vida útil. Finalmente, Yordshahi y colaboradores 

(2020) desarrollaron un nanopapel antimicrobiano contra Listeria monocytogenes a partir de un 

liofilizado de L. plantarum para la conservación de la carne molida.
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Tabla 3 

Aplicaciones actuales de los postbióticos en la industria y la salud 

Producto Tipo de estudio Postbiótico Efecto observado Referencia 

Formulación 

terapéutica para los 

síntomas de la artritis 

Ensayo in vitro en la línea 

celular de condrosarcoma 

central primario SW1353 

Liofilizados de 

Lactobacillus spp., 

Bifidobacterium spp., y de 

levaduras probióticas 

Incremento en la secreción 

del TGF-β para favorecer la 

restauración del cartílago 

(Meei-Yn et 

al., 2020) 

Pastillas para la mejora 

y el mantenimiento de 

la salud bucal 

Ensayo aleatorizado, 

controlado y con placebo en 

individuos sanos (n=75) 

durante 4 semanas 

Células inactivadas con 

calor (2.2×1011 UFC)  de L. 

salivarius AP-32 y L. 

paracasei ET-66 

Aumento en la IgA salival, 

inhibición en el crecimiento 

de patógenos orales e 

incremento en la cantidad 

de microbiota beneficiosa 

(Lin et al., 

2022) 

Fórmula infantil 

parcialmente 

fermentada 

Ensayo controlado, 

aleatorizado y doble ciego, 

en lactantes (n=82) durante 4 

semanas 

LactofidusTM adicionado 

con galactooligosacáridos 

de cadena corta y 

fructooligosacáridos de 

cadena larga (relación 9:1) 

Mejora en las puntuaciones 

del Cuestionario de 

Síntomas Gastrointestinales 

Infantiles 

(Bellaiche et 

al., 2021) 

Formulación 

terapéutica para tratar la 

dermatitis atópica (DA) 

Ensayo aleatorizado, doble 

ciego, controlado con 

placebo durante 12 semanas 

en niños de 1 a 12 años con 

DA moderada (n=66) 

Células tindalizadas 

(inactivadas) de L. 

rhamnosus IDCC 3201 

(1.0×1010 UFC) 

Disminución en la 

inflamación asociada con el 

decremento en la expresión 

de la proteína catiónica de 

eosinófilos y la IL-31 

(Jeong et al., 

2020) 

Formulación para 

alimento para mascotas 

de compañía 

Ensayo aleatorizado y 

longitudinal en caninos sanos 

con cultivo de sangre ex vivo 

28 días después de la 

intervención 

Triterpeno pentacíclico y 

betaglucanos producidos 

por levaduras de los 

géneros Candida, 

Hansenula, Kloeckera, 

Pichia, Saccharomyces, 

entre otros 

Reducción en las toxinas 

urémicas circulantes para 

prevenir o mejorar los 

síntomas de las 

enfermedades asociadas con 

niveles anormales de 

quimiocina 10 

(Jackson et 

al., 2021) 
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Producto Tipo de estudio Postbiótico Efecto observado Referencia 

Alimento para mascotas 

de compañía, aves de 

corral, cerdos, peces, 

camarones y rumiantes 

Ensayo controlado en 

camarones (n=3384), aves 

de corral (n=60) y cerdos 

(n=144) durante 

aproximadamente 50 días 

Mezcla de probióticos 

(células viables de B. 

subtilis, P. acidilactici, P. 

pentosaceus y L. 

plantarum), prebióticos 

(fructooligosacáridos) y 

postbióticos (liofilizados) 

Incremento en la tasa de 

conversión de alimento (FCR), 

así como un aumento en el 

crecimiento y estado de 

bienestar general de los 

animales 

(Barnes et 

al., 2017) 

Solución desinfectante 

contra oomicetos 

marinos en los 

criaderos de crustáceos 

Método de difusión en agar 

de cada postbiótico contra 

L. thermophilum IPMB 

1401 y ensayo de toxicidad 

utilizando nauplios de 

camarones en salmuera 

Solución inactivada con 

calor de L. plantarum 

GS12 y B. cereus GS15 

Efecto antifúngico contra el 

hongo L. thermophilum con 

una concentración mínima 

inhibitoria del 50% y una 

mortalidad acumulada del 7% 

en nauplios de camarones 

(Joning et 

al., 2021) 

Matriz de quitosano y 

una formulación 

postbiótica como 

conservador de 

diferentes productos 

cárnicos del pollo 

Determinación de la 

actividad antioxidante 

(DPPH), contenido fenólico 

(Folin-Ciocalteu) y análisis 

microbiano (conteo en placa 

después de 7 días) 

Filtrado del sobrenadante 

de P. acidilactici B-LC-

20 (9.0×1010 UFC) 

Prolongación de 12 días en la 

vida útil de los filetes de 

pechuga sin cambios en el pH 

e inhibiendo a S. typhimurium 

y L. monocytogenes 

(İncili et al., 

2021) 

Papel antimicrobiano de 

nanocelulosa bacteriana 

impregnado con una 

formulación postbiótica 

para envolver carne 

molida  

Ensayo antimicrobiano in 

vitro (método de recuento 

en placa), análisis de la vida 

de anaquel y evaluación 

sensorial 

Liofilizado del filtrado de 

L. plantarum en una 

membrana de 0.42 μm 

(8.0×1010 UFC) 

Reducción en los recuentos de 

mesófilos y psicrófilos totales, 

así como de L. monocytogenes 

en la carne molida después de 

9 días almacenada a 4 °C.  

(Shafipour 

Yordshahi et 

al., 2020) 
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2.4.3. Postbióticos Derivados de Lactobacillus: Bacteriocinas 

Diferentes especies de Lactobacillus producirán diferentes tipos de paraprobióticos y 

postbióticos, aunque por lo general los paraprobióticos consisten en peptidoglicanos, proteínas 

de superficie y polisacáridos de la pared celular, mientras que los postbióticos incluyen proteínas 

y péptidos secretados, bacteriocinas y ácidos orgánicos (Teame et al., 2020). En el caso 

particular de las bacteriocinas, éstas pueden definirse como péptidos antimicrobianos con 

actividad contra microorganismos estrechamente relacionados, en su mayoría bacterias 

grampositivas, los cuales son secretados para obtener una ventaja competitiva sobre los 

nutrientes disponibles en el ambiente (Parada et al., 2007).  

De acuerdo con la información presentada en la Tabla 4, las bacteriocinas se agrupan en 

tres clases diferentes. Las bacteriocinas de la clase I generalmente se componen de péptidos de 

19 a 50 aminoácidos que sufren extensas modificaciones después de la traducción, lo que da 

como resultado aminoácidos no estándar como la lantionina, β-metil lantionina, deshidrobutirina, 

deshidroalanina y la laberíntica (Kumariya et al., 2019). Por otro lado, las bacteriocinas de la 

clase II, también conocidas como no lantibióticas, están conformadas por péptidos pequeños 

menores a 10 kDa que no sufren modificaciones postraduccionales extensas y que son resistentes 

al calor (Pérez et al., 2014). De este modo, las bacteriocinas de la clase II se encuentran 

subdivididas en la clase IIa de bacterocinas similares a pediocinas, la clase IIb de bacterocinas no 

modificadas de dos péptidos, la clase IIc de bacteriocinas circulares, y la clase IId de 

bacteriocinas lineales no modificadas (Kumariya et al., 2019). Finalmente, las bacteriocinas de la 

clase III son proteínas antimicrobianas de gran peso molecular y termolábiles que generalmente 

están compuestas por diferentes dominios peptídicos (Álvarez-Sieiro et al., 2016). 
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Tabla 4 

Clasificación de las Bacteriocinas 

Clase Características Productores Espectro de acción 

I a 
Lantibióticos (péptidos que contienen 

lantionina y β-metil lantionina) 
L. lactis Gram positivas 

I b 
Lantibióticos carbacíclicos que 

contienen laberíntina y labionina 
B. thuringiensis VIH, VHS 

I c 
Sactibióticos (antibióticos que 

contienen azufre en su carbono alfa) 
L. sakei Gram positivas 

II a 
Pequeños péptidos estables al calor, 

sintetizados en forma de precursores 
P. pentosaceus 

Gram positivas y Gram 

negativas 

II b 
Sistemas de dos péptidos para formar 

un complejo de poración activo 
L. plantarum Gram positivas 

II c Bacteriocinas circulares L. gasseri Gram positivas 

II d Bacteriocinas no modificadas, lineales L. salivarius Gram positivas 

III Moléculas grandes sensibles al calor L. helveticus 
Gram positivas y Gram 

negativas 

    

Nota. Adaptado de “Bacteriocins: Classification, synthesis, mechanism of action and resistance 

development in food spoilage causing bacteria” por R. Kumariya et al., 2019, Microbial 

Pathogenesis, 128. 

La producción de bacteriocinas es un fenómeno común entre diversas especies 

bacterianas debido a que sus maquinarias biosintéticas son relativamente simples y, a menudo, se 

asocian con elementos transferibles como los transposones conjugativos (Pérez et al., 2014). De 

este modo, los genes involucrados en la biosíntesis de bacteriocinas generalmente se encuentran 

agrupados en operones dentro del cromosoma, o bien, en plásmidos y otros elementos genéticos 

móviles (Kumariya et al., 2019). No obstante, las bacteriocinas son sintetizadas como 

precursores, por lo que su transcrito no solo comprende los genes estructurales, sino también 
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regiones para la síntesis de enzimas involucradas en sus modificaciones postraduccionales, así 

como una serie de transportadores con actividad de proteasa separada o combinada (Zheng & 

Sonomoto, 2018). Asimismo, las bacteriocinas poseen señales de reconocimiento que protegen a 

la cepa productora al mantenerlas en un estado inactivo mientras se localizan dentro de la célula, 

además de que interactúan con el dominio propeptídico para asegurar que su conformación sea la 

adecuada durante la interacción enzima-sustrato (Pérez et al., 2014). 

La mayoría de las bacteriocinas son bactericidas, mientras que solo algunas son 

bacteriostáticas. Independientemente de cuál sea el caso, las bacteriocinas únicamente poseen 

actividad antimicrobiana después de sufrir las modificaciones postraduccionales 

correspondientes, como lo pueden ser enlaces cruzados de tioéter o la deshidratación de residuos 

de serina y treonina, además de que su expresión está regulada por factores de inducción 

externos secretados por la propia cepa productora y su biosíntesis depende de las condiciones 

ambientales como la temperatura y el pH (Mokoena et al., 2021). Actualmente, el caldo MRS 

(De Man, Rogosa y Sharpe) es considerado el medio más efectivo para el crecimiento de los 

lactobacilos y la síntesis de sus bacteriocinas. Sin embargo, los componentes del caldo MRS son 

complejos y caros, los cuales lo convierten en un sustrato inadecuado para la producción a gran 

escala. Por lo tanto, el desarrollo de un medio de cultivo de bajo costo y alta eficiencia para la 

producción de bacteriocinas resulta particularmente importante (Zhang et al., 2020). 
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CAPÍTULO III. MATERIALES Y MÉTODOS 

En la Figura 5 se presentan de manera resumida las etapas del diseño experimental 

implementado para evaluar el efecto antagónico de las bacterias probióticas aisladas de una 

muestra de pulque, el cual será explicado con mayor profundidad en las siguientes secciones. 

Figura 5 

Metodología general para evaluar el antagonismo de los probióticos 
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3.1. Etapa 1: Preparación de los Microorganismos bajo Estudio 

3.1.1. Purificación y Caracterización de las Bacterias del Pulque 

Un consorcio de bacterias probióticas aisladas de una muestra de pulque 

(Lactiplantibacillus plantarum, Lacticaseibacillus paracasei y Bacillus mojavensis) y 

conservadas en glicerol a -80 °C fue proporcionado por la Dra. Beatriz Pérez Armendáriz del 

Laboratorio de Biotecnología de la Universidad Popular Autónoma del Estado de Puebla 

(UPAEP). Por duplicado, los microorganismos fueron reactivados en 15 ml de caldo MRS 

(Difco BD 288130) adicionado con 200 mg/L de cisteína (Sigma Aldrich C7880) y se incubaron 

a 37 °C por 24 horas en condiciones de anaerobiosis.  

Posteriormente, con el objetivo de establecer cultivos puros de las bacterias con potencial 

probiótico, se llevaron a cabo siembras sucesivas en agar MRS (Millipore 110660) utilizando el 

método de estría cruzada y se incubaron bajo las condiciones descritas anteriormente. Este 

procedimiento se repitió hasta observar una morfología colonial homogénea y, finalmente, la 

identidad de los microorganismos fue confirmada por el Dr. Manuel Reinhart Kirchmayr del 

Centro de Investigación y Asistencia en Tecnología y Diseño del Estado de Jalisco (CIATEJ) 

utilizando la técnica de Espectrometría de masas MALDI-TOF. 

3.1.2. Análisis de la Cinética de Crecimiento en Caldo MRS 

Por triplicado, las bacterias probióticas fueron inoculadas de manera individual y en 

mezclas de dos componentes en 15 ml de caldo MRS e incubadas a 37 °C por 24 horas. 

Posteriormente, se colocó una muestra de 20 μl de cada tubo en una microplaca de poliestireno 

estéril (B1-B3 para L. plantarum, C1-C3 para L. paracasei y D1-D3 para B. mojavensis) y se 

completó el volumen final a 100 μl utilizando caldo MRS, el cual sirvió como blanco para la 
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lectura de la absorbancia en los pocillos A1-A3. Seguido de esto, la microplaca se incubó bajo 

las condiciones descritas anteriormente y se midió su densidad óptica cada hora a una longitud 

de onda de 620 nm utilizando un fotómetro Multiskan FC (Thermofisher 51119000). Finalmente, 

los datos se procesaron en el software Prism GraphPad 8 para obtener la curva de crecimiento de 

cada microorganismo con respecto al tiempo. 

3.1.3. Cultivo de las Bacterias Patógenas ATCC y de Aislamiento Clínico 

Tres cepas de bacterias patógenas provenientes de aislamientos clínicos (Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus y Salmonella), así como sus respectivas cepas de colección ATCC (E. 

coli 25922, S. aureus 25923 y S. enteritidis 13076), fueron proporcionadas por la Dra. Laura 

Contreras Mioni del Laboratorio Clínico de Salud Pública del Estado de Puebla. Cada 

microorganismo fue sembrado en 15 ml de caldo nutritivo (Difco BD 234000) por duplicado e 

incubado a 37 °C por un periodo de 24 horas. Posteriormente, con el objetivo de monitorear el 

crecimiento de cada bacteria, se extrajo una muestra del medio antes y después de su periodo de 

incubación y se determinó su densidad óptica a una longitud de onda de 620 nm. 

3.2. Etapa 2: Procesamiento del Aguamiel 

3.2.1. Estandarización y Pasteurización del Aguamiel 

 Como se observa en la Figura 6, las muestras de aguamiel provenientes de distintos 

productores de la región de San Pedro Cholula (Puebla, México) fueron diluidas con agua 

potable en una proporción 1:1 hasta alcanzar un volumen equivalente a 1 litro (Huezo-Sánchez, 

2020). Seguido de esto, con el objetivo de normalizar la concentración de azúcares disueltos en 

los diferentes lotes de aguamiel, se realizó una medición de sus grados Brix utilizando un 

refractómetro digital Pal-1 (Profesional Atago 3810) y se ajustaron al 13% utilizando sacarosa. 
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Finalmente, las muestras fueron pasteurizadas a 80 °C durante 30 minutos para garantizar la 

ausencia de microorganismos viables y el contenido se transfirió en volúmenes de 15 ml a tubos 

de ensayo estériles, los cuales se almacenaron a 4 °C. 

Figura 6 

Proceso de estandarización de los lotes de aguamiel 

 

3.2.2. Inoculación del Aguamiel: Obtención de un Simbiótico 

Por triplicado, las bacterias probióticas provenientes de sus cultivos puros en agar MRS 

se sembraron de manera individual en los tubos de ensayo con 15 ml del aguamiel pasteurizado y 

se incubaron en condiciones anaerobias a 37 °C por 24 horas.  

3.2.3. Análisis de la Cinética de Crecimiento en Aguamiel 

En una microplaca de poliestireno estéril se colocó una muestra de 20 μl de cada bacteria 

probiótica crecida en aguamiel (B1-B3 para L. plantarum, C1-C3 para L. paracasei y D1-D3 
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para B. mojavensis) y se completó el volumen final a 100 μl utilizando aguamiel pasteurizado, el 

cual sirvió como blanco para la lectura de la absorbancia en los pocillos A1-A3. Seguido de esto, 

la microplaca se incubó a 37 °C por 24 horas y se midió su densidad óptica cada hora a una 

longitud de onda de 620 nm utilizando un fotómetro Multiskan FC. Finalmente, los datos se 

procesaron en el software Prism GraphPad 8 para obtener la curva de crecimiento de cada 

microorganismo y compararlas con aquellas obtenidas en caldo MRS. 

3.3. Etapa 3: Obtención de un Postbiótico en MRS y Aguamiel 

3.3.1. Purificación del Postbiótico Obtenido en Caldo MRS 

Los productos obtenidos de la fermentación individual de las bacterias probióticas 

crecidas en caldo MRS se homogeneizaron por inversión y se hicieron pasar por un microfiltro 

estéril para jeringa con una membrana de 0.22 μm (Millipore SLGS033SS). Posteriormente, se 

extrajeron muestras de 20 μl de cada filtrado, se sembraron en agar MRS y se incubaron a 37 °C 

durante 24 horas para verificar la ausencia de microorganismos viables utilizando los tubos 

originales (sin filtrar) como controles positivos. 

3.3.2. Purificación del Postbiótico Obtenido en Aguamiel 

Los simbióticos obtenidos de la fermentación individual de las bacterias probióticas 

crecidas en aguamiel se hicieron pasar por un microfiltro estéril para jeringa de 0.22 μm, pero sin 

homogeneizarlos previamente para evitar la saturación de la membrana. Seguido de esto, se 

extrajeron muestras de 20 μl de cada filtrado, se sembraron en agar MRS y se incubaron a 37 °C 

durante 24 horas para verificar la ausencia de microorganismos viables utilizando los tubos 

originales (sin filtrar) como controles positivos. 
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3.4. Etapa 4: Pruebas de Antagonismo con Probióticos 

3.4.1. Pruebas de Antagonismo por Enfrentamiento Físico 

 Las pruebas de antagonismo probiótico se llevaron a cabo utilizando una modificación 

del método de co-cultivo (Balouiri et al., 2016), también conocido como método de 

enfrentamiento físico o biomasa-biomasa. Para ello, tal como se muestra en la Figura 7, los 

microorganismos patógenos se sembraron por duplicado en caldo nutritivo con cada una de las 

bacterias probióticas crecidas en caldo MRS, así como con sus mezclas de dos componentes. 

Posteriormente, los tubos se incubaron a 37 °C por 24 horas y se extrajo una muestra de cada 

medio antes y después de su periodo de incubación para determinar el cambio en la densidad 

celular de cada especie en un medio selectivo sólido.  

Figura 7 

Metodología general de las pruebas de antagonismo probiótico 
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En este sentido, se utilizó agar MacConkey (DIBICO 1019-B) para evaluar el 

enfrentamiento físico de los probióticos contra las dos cepas de E. coli, agar Salmonella-Shigella 

(BD 254047) para las dos cepas de Salmonella, agar sal-manitol (DIBICO 1023-B) para las dos 

cepas de S. aureus y agar MRS para los lactobacilos. Adicionalmente, se utilizó como control 

negativo el crecimiento libre de cada bacteria en su medio selectivo. 

3.4.2. Análisis Estadístico del Antagonismo Probiótico 

Para el análisis estadístico se empleó un diseño por bloques completos al azar, donde 

cada bloque se conformó por los microorganismos patógenos estudiados, cada factor del 

tratamiento correspondió a la especie de bacteria con potencial probiótico (o a sus mezclas de 

dos componentes) y la variable de respuesta se definió como la reducción en la densidad celular 

de cada patógeno. En este sentido, la actividad antagónica se midió en tres niveles, donde el 

primer nivel de la escala correspondió al crecimiento completo del patógeno sobre la superficie 

del medio de cultivo selectivo (sin inhibición), mientras que el tercer nivel hizo referencia a la 

ausencia de crecimiento visible sobre el agar (máxima inhibición). Finalmente, se realizó un 

análisis de varianza de dos vías (ANOVA) y una prueba de comparaciones múltiples de Tukey 

para determinar su significancia estadística (𝑝 < 0.05). 

3.5. Etapa 5: Pruebas de Antagonismo con Postbióticos 

3.5.1. Pruebas de Antagonismo por Microdilución 

Como se muestra en la Figura 8, las pruebas de antagonismo postbiótico se llevaron a 

cabo por el método de microdilución utilizando caldo nutritivo (Balouiri et al., 2016). Para ello, 

se seleccionaron microplacas estériles de poliestireno de 96 pocillos (Corning 3788) y se 

dividieron por la mitad para evaluar el efecto de dos postbióticos de manera simultánea. 
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Figura 8 

Diseño experimental del ensayo de antagonismo postbiótico 

 

De manera más específica, se agregaron 100 μl del primer filtrado en los pocillos A1-F1 

y 100 μl del segundo filtrado en los pocillos A6-F6 de la microplaca. Posteriormente, se 

realizaron diluciones seriadas de los pocillos A1-F1 a A5-F5 y de A6-F6 a A11-F11 descartando 

porciones de 50 μl de las últimas columnas (6 y 11). Seguido de esto, las filas A-F se inocularon 

con 50 μl de cada microorganismo patógeno (uno por fila) y la columna 11 se utilizó como 
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control negativo (crecimiento libre del patógeno en caldo nutritivo). Todas las placas se 

incubaron a 37 °C durante 24 horas y se midió el cambio en su densidad óptica a 620 nm. 

3.5.2. Análisis Estadístico del Antagonismo Postbiótico 

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y únicamente se consideraron 

los resultados en los que se observó una coincidencia en al menos dos de los tres pocillos 

inoculados. Para ello, se empleó un diseño estadístico por bloques completos al azar, donde cada 

bloque se conformó por los microorganismos patógenos estudiados, cada factor del tratamiento 

correspondió a la especie de bacteria con potencial postbiótico (o a sus mezclas de dos 

componentes), y la variable de respuesta se definió como la reducción en la densidad celular de 

cada patógeno con respecto a su control y expresada en porcentaje de inhibición (%). Por lo 

tanto, se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de dos factores y una prueba de 

comparaciones de Dunnett con respecto al control negativo (𝑝 < 0.05) para determinar la 

significancia estadística de las diferencias observadas entre los tratamientos. 
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CAPÍTULO IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1. Etapa 1: Preparación de los Microorganismos bajo Estudio 

4.1.1. Crecimiento de las Bacterias Probióticas en Caldo MRS 

Las bacterias con potencial probiótico identificadas como L. plantarum, L. paracasei y B. 

mojavensis se crecieron en condiciones de anaerobiosis a 37 °C utilizando caldo MRS estéril. 

Posteriormente, se trazaron sus curvas de crecimiento (Figura 9) y se calcularon sus tasas de 

crecimiento específicas (μ) de acuerdo con la siguiente ecuación: 

𝜇 =
ln(𝑋) − ln⁡(𝑋0)

∆𝑡
 

Donde 𝑋 representa la densidad óptica al final de la fase de crecimiento exponencial, 𝑋0 

corresponde a la densidad óptica al comienzo de la fase de crecimiento exponencial, y ∆𝑡 se 

refiere al tiempo transcurrido entre las observaciones (Maier, 2009). 

Figura 9 

Curvas de crecimiento de los probióticos en caldo MRS 

 

Naturalmente, las bacterias productoras de ácido láctico presentan requerimientos 

nutricionales complejos, por lo que resulta indispensable utilizar medios de cultivo que se 

encuentren enriquecidos no solo con carbohidratos como fuentes de energía y de carbono, sino 
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también con aminoácidos y nucleótidos como fuentes complejas de nitrógeno, sales minerales y 

vitaminas (Kwoji et al., 2022). Por esta razón, el caldo MRS ha sido considerado como uno de 

los medios de cultivo más eficientes para el crecimiento de los enterococos y los lactobacilos en 

el laboratorio, así como para la síntesis de algunas bacteriocinas, ya que se trata de una mezcla 

de peptonas, glucosa, extractos de carne y de levadura, polisorbato 80, acetato de sodio y citrato 

de amonio que proporcionan los factores de crecimiento necesarios para su cultivo mientras 

inhiben el desarrollo de los microorganismos competidores (Zhang et al., 2020). 

De este modo, tal como se muestra en la Figura 9, las curvas de crecimiento de los tres 

probióticos se caracterizaron, en primer lugar, por la presencia de una fase de adaptación de 3 

horas, así como por una fase de crecimiento exponencial de aproximadamente 5 horas y, 

finalmente, por una fase estacionaria que se prolongó desde la hora 8 hasta la hora 24. Estos 

resultados coinciden con los datos reportados en estudios previos de la cinética de crecimiento de 

diversas especies de bacterias del género Lactobacillus, pues se ha demostrado que estos 

microorganismos requieren de un periodo de adaptación de por lo menos 4.10 ± 1.56 horas antes 

de entrar en la fase de crecimiento exponencial, la cual puede extenderse por más de 8 horas 

dependiendo de las características de la cepa analizada (Śliżewska & Chlebicz-Wójcik, 2020). 

A pesar de que L. plantarum mostró la mayor tasa de crecimiento específica dentro de la 

fase exponencial (0.167 h-1), su densidad óptica final únicamente presentó un ligero incremento 

con respecto al resto de los probióticos (1.264 ± 0.034). Estos resultados son similares a los 

reportados en la literatura utilizando el modelo matemático de Ratkowsky, donde L. plantarum se 

caracterizó por exhibir una tasa de crecimiento específica que iba desde 0.15 h-1 hasta 1.89 h-1 en 

caldo MRS, la cual dependió significativamente de la temperatura de incubación seleccionada 

(Matejceková et al., 2019). 
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Por otro lado, B. mojavensis presentó una tasa de crecimiento específica de 0.154 h-1 y 

una densidad óptica final de 1.237 ± 0.101. A pesar de que no se han evaluado los parámetros 

cinéticos de esta especie en caldo MRS, estos resultados concuerdan con los reportados para 

otras especies de bacterias del género Bacillus, los cuales van desde 0.08 h-1 para B. atrophaeus 

hasta 0.31 h-1 para B. pumilus en este medio (Valdivia-Anistro et al., 2016). Adicionalmente, una 

cepa bacteriocinogénica de B. cereus SS28 presentó un periodo de crecimiento exponencial 

desde la hora 6 hasta la hora 22 en caldo MRS a 37 °C, alcanzando la misma tasa de crecimiento 

específica reportada para B. mojavensis en este estudio (Yusra et al., 2014). 

Finalmente, L. paracasei exhibió la menor tasa de crecimiento específica en comparación 

con el resto de los probióticos (0.116 h-1). No obstante, esta bacteria alcanzó una densidad óptica 

superior al final del periodo de incubación (1.377 ± 0.017). Este comportamiento también ha 

sido observado en estudios realizados en caldo MRS a 37 °C, en los cuales se han calculado tasas 

de crecimiento específicas de entre 0.12 y 2.44 h-1 para cepas bacteriocinogénicas de L. 

paracasei aisladas de yogur y queso (Carneiro et al., 2017; Yang et al., 2018), las cuales 

concuerdan con las observadas en esta investigación. 

4.1.2. Crecimiento de los Patógenos ATCC y de Aislamiento Clínico 

El caldo nutritivo es un medio de cultivo basal que favorece el crecimiento de una amplia 

gama de microorganismos sin requerimientos nutricionales o ambientales específicos, por lo que 

se utiliza comúnmente para el enriquecimiento no selectivo de bacterias provenientes de 

aislamientos clínicos o alimentarios (Jorgensen et al., 2019). Sumado a lo anterior, diversos 

estudios han reportado el mantenimiento y desarrollo óptimo de cepas patogénicas de E. coli 

ATCC 35150, S. enteritidis KCCM 12021, S. aureus KCCM 11335 y S. typhimurium ATCC 

14028 en caldo nutritivo a 37 °C previo a la evaluación del efecto antagónico de bacterias ácido-
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lácticas aisladas de alimentos fermentados como el kimchi (A. R. Choi et al., 2018), el kéfir 

(Iraporda et al., 2017) y el ayib o queso etíope (Jermen et al., 2015). 

Particularmente, Escherichia coli es una bacteria gramnegativa, anaerobia facultativa y en 

forma de bastoncillo, que pertenece a la familia Enterobacteriaceae y que constituye uno de los 

microorganismos mejor adaptados y más versátiles patogénicamente, ya que es responsable de 

causar numerosas enfermedades gastrointestinales e infecciones extraintestinales (Pakbin et al., 

2021; Riley, 2020). Asimismo, las bacterias pertenecientes al género Salmonella están 

constituidas por bacilos gramnegativos móviles que no forman esporas, pero que son capaces de 

colonizar a los humanos y de causar infecciones graves como la gastroenteritis, la fiebre entérica 

y la bacteriemia (Ajmera & Shabbir, 2022; Sabike et al., 2015). Por otro lado, Staphylococcus 

aureus es una bacteria grampositiva en forma de coco y con una respiración anaerobia 

facultativa, la cual se considera altamente virulenta y adaptable al contar con la capacidad de 

infectar, invadir, persistir y replicarse en cualquier tejido humano, incluidos la piel, los huesos y 

los órganos viscerales (Missiakas & Schneewind, 2013; Paharik & Horswill, 2016). 

Figura 10 

Crecimiento de las bacterias patógenas en caldo nutritivo 

 

De este modo, durante el desarrollo de la presente investigación, las bacterias patógenas 

mostraron un crecimiento óptimo en caldo nutritivo a 37 °C (Figura 10). Particularmente, el 
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aislamiento clínico de E. coli exhibió una mayor densidad celular después de 24 horas de 

incubación (2.000 ± 0.100), mientras que el aislamiento clínico de S. aureus mostró un menor 

crecimiento en todas sus réplicas (1.314 ± 0.101). A pesar de lo anterior, tras realizar una prueba 

de comparaciones múltiples de Tukey (𝑝 < 0.05), no fue posible encontrar diferencias 

estadísticamente significativas en el crecimiento de cada microorganismo con respecto a su tipo 

de aislamiento o a la especie bacteriana a la que pertenece, por lo que no se consideran un factor 

de variabilidad importante para las pruebas de antagonismo subsecuentes. 

4.2. Etapa 2: Procesamiento del Aguamiel 

4.2.1. Análisis de la Cinética de Crecimiento en Aguamiel 

 De la misma forma que en la Etapa 1, las bacterias con potencial probiótico se incubaron 

a 37 °C en condiciones de anaerobiosis, pero utilizando aguamiel pasteurizado como sustrato. 

Posteriormente, se trazaron sus curvas de crecimiento (Figura 11) y se analizaron sus parámetros 

cinéticos antes (4.9°) y después (13°) de realizar el ajuste en los grados Brix del medio. 

Figura 11 

Curvas de crecimiento de los probióticos en aguamiel 

 

Nota. Se presenta el crecimiento de L. plantarum, L. paracasei y B. mojavensis en aguamiel 

antes ( ) y después ( ) del ajuste de los grados Brix del aguamiel a 13°. 
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Como se muestra en la Figura 11, el aguamiel previo al ajuste en sus grados Brix (4.9°) 

limitó el desarrollo de las bacterias con potencial probiótico, dando como resultado tasas de 

crecimiento subóptimas de 0.063, 0.061 y 0.029 h-1 para L. plantarum, L. paracasei y B. 

mojavensis, respectivamente. Por lo tanto, es posible concluir que el crecimiento de las bacterias 

en un medio de cultivo dependerá principalmente de su capacidad para utilizar los carbohidratos 

fermentables disponibles y, por lo tanto, su tasa de crecimiento específica será directamente 

proporcional a la concentración de azúcares aprovechables en el medio (Sutikno et al., 2013).  

En el caso del aguamiel fresco, se ha reportado que la sacarosa es el azúcar simple que se 

encuentra en mayor proporción (>65% del peso seco), sin embargo, su concentración varía 

estacionalmente y puede verse afectada por la actividad de enzimas endógenas o microbianas 

(Enríquez-Salazar et al., 2017). Por esta razón, el ajuste de los grados Brix con este disacárido 

resulta indispensable para el establecimiento de cultivos en los que se vea favorecido el 

crecimiento de los lactobacilos, además de que se ha reportado que el enriquecimiento con 

sacarosa permite inhibir el crecimiento de enterobacterias indeseadas (Zi et al., 2022).  

Figura 12 

Comparación del crecimiento probiótico en caldo MRS y aguamiel 

 

Nota. Se presenta el crecimiento de L. plantarum, L. paracasei y B. mojavensis después de 24 

horas a 37 °C en caldo MRS ( ) y en aguamiel ( ). 



ANTAGONISMO DE BACTERIAS PROBIÓTICAS DEL PULQUE 65 

Por otro lado, tras comparar las curvas de crecimiento obtenidas en el aguamiel ajustado a 

13° Brix con respecto a aquellas obtenidas en el caldo MRS adicionado con cisteína (Figura 12), 

fue posible identificar una reducción importante en la fase de adaptación de las tres bacterias 

probióticas, así como un incremento en la duración de la fase de crecimiento exponencial 

(promedio de 7.33 ± 0.02 horas). Sumado a lo anterior, como se muestra en la Tabla 5, los 

parámetros cinéticos calculados para L. paracasei y B. mojavensis en el aguamiel ajustado 

mostraron un incremento estadísticamente significativo (𝑝 < 0.0001) en comparación con los 

obtenidos en caldo MRS. Asimismo, a pesar de que L. plantarum exhibió una menor tasa de 

crecimiento específica en el aguamiel (0.154 h-1), alcanzó una mayor densidad celular al final del 

periodo de incubación, por lo que es posible concluir que este sustrato puede aprovecharse como 

un medio de enriquecimiento para el desarrollo y mantenimiento de los bacilos y lactobacilos.  

Tabla 5 

Parámetros cinéticos de los probióticos en caldo MRS y aguamiel 

Bacteria Medio de cultivo D.O. final (620 nm) µ (h-1) Valor P 

L. plantarum 
Caldo MRS 

Aguamiel 13° Brix 

1.264 ± 0.034 

1.463 ± 0.059 

0.167 h-1 

0.154 h-1 
<0.0001 

L. paracasei 
Caldo MRS 

Aguamiel 13° Brix 

1.377 ± 0.017 

1.746 ± 0.022 

0.116 h-1 

0.182 h-1 
<0.0001 

B. mojavensis 
Caldo MRS 

Aguamiel 13° Brix 

1.237 ± 0.101 

1.459 ± 0.003 

0.154 h-1 

0.184 h-1 
<0.0001 

     

El crecimiento selectivo de las bacterias ácido-lácticas y bacilos en el aguamiel es el 

resultado de su elevado contenido en azúcares fermentables, aminoácidos esenciales, 

antioxidantes como las saponinas y los compuestos fenólicos, vitaminas del complejo B y 

minerales como el potasio, el calcio, el sodio, el hierro y el magnesio (Peralta-García et al., 
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2020). Desafortunadamente, debido a la complejidad de los requisitos nutrimentales de estas 

bacterias y a la falta de modelos matemáticos que permitan describir la disponibilidad de los 

nutrientes a lo largo del periodo de incubación, no ha sido posible elucidar qué compuestos son 

los responsables de la limitación en el desarrollo celular (Leroy & de Vuyst, 2001). No obstante, 

los resultados obtenidos en la presente investigación permiten concluir que los azúcares y los 

aminoácidos corresponden a dos factores de crecimiento muy importantes. 

4.3. Etapa 3: Pruebas de Antagonismo con Probióticos 

4.3.1. Pruebas de Antagonismo con Probióticos Individuales 

 Las bacterias con potencial probiótico identificadas como L. plantarum (LPL), L. 

paracasei (LPA) y B. mojavensis (BM) se sembraron en conjunto con cada uno de los 

microorganismos patógenos. Posteriormente, se extrajo una muestra del medio al inicio y al final 

de su periodo de incubación con el objetivo de comparar el cambio en la densidad celular de 

cada especie utilizando un medio sólido de enriquecimiento selectivo. Finalmente, los niveles de 

inhibición en el crecimiento de las cepas patógenas se estimaron utilizando la siguiente escala: 1 

para la inhibición nula (densidad celular elevada), 2 para la inhibición moderada (pequeños halos 

de crecimiento) y 3 para la inhibición elevada (ausencia de crecimiento).  

En este sentido, tal como se muestra en la Figura 13 (incisos B-G), todos los 

microorganismos patógenos crecieron de manera óptima en su medio selectivo antes del periodo 

de incubación con las tres cepas probióticas. Por el contrario, después de las 24 horas de 

enfrentamiento físico, no fue posible identificar la presencia de células microbianas en la 

superficie de ninguno de los medios de cultivo, por lo que se concluye una elevada actividad 

antagónica por parte de todos los probióticos (nivel 3, Figura 13A). Esto es posible gracias a la 
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capacidad de estos microorganismos para inhibir el crecimiento de las células patogénicas al 

competir por los nutrientes y el espacio disponible (Raheem et al., 2021).  

Figura 13 

Resultados del antagonismo probiótico individual 

 

Nota. En el inciso A se muestra el nivel de antagonismo observado para los tres probióticos 

individuales contra E. coli ATCC 25922 ( ) y su aislado clínico ( ), S. enteritidis ATCC 13076 

( ) y su aislado clínico ( ), y para S. aureus ATCC 25923 ( ) con su aislado clínico ( ). 

Adicionalmente, se presentan fotografías de los medios de enriquecimiento selectivo antes (a la 

izquierda) y después (a la derecha) del enfrentamiento físico entre los tres probióticos contra E. 

coli ATCC 25922 (B), E. coli Mx (C), S. enteritidis ATCC 13076 (D), Salmonella Mx (E), S. 

aureus ATCC 25923 (F) y S. aureus Mx (G). 

Estos resultados coinciden con lo reportado anteriormente en la literatura. Por ejemplo, se 

ha descrito la actividad antagónica de diferentes cepas de L. plantarum y L. paracasei aisladas de 
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alimentos fermentados frente a patógenos putrefactivos como Enterococcus faecalis, Listeria 

monocytogenes, E. coli y S. enteritidis, la cual se relaciona principalmente con la producción de 

bacteriocinas, ácidos orgánicos como el ácido láctico y el ácido acético, y sustancias de bajo 

peso molecular (da Costa et al., 2018; Reuben et al., 2020). Adicionalmente, numerosos estudios 

han descrito la capacidad de estos dos probióticos para inhibir el crecimiento de cepas 

multirresistentes de S. aureus utilizando mecanismos de exclusión celular directa (Sikorska & 

Smoragiewicz, 2013) y a partir de la producción de biosurfactantes con propiedades 

antiadherentes o bactericidas (Jia et al., 2021). 

Por otro lado, si bien es cierto que el género Bacillus ha sido estudiado esencialmente por 

su asociación endofítica con ciertas plantas medicinales y por sus efectos protectores frente a 

diversas micotoxinas, recientemente se ha reportado que algunas cepas de B. mojavensis son 

capaces de producir lipopéptidos como la surfactina y la fengicina, los cuales poseen efectos 

antimicrobianos contra bacterias grampositivas y gramnegativas como Klebsiella pneumoniae E. 

coli, S. typhimurium, y S. aureus (Jasim et al., 2016). Este descubrimiento permite explicar los 

resultados de antagonismo microbiano observados en esta investigación, además de que 

enfatizan la potencial aplicación de B. mojavensis como un producto probiótico, ya que se trata 

de una bacteria estable incluso en entornos hostiles (S. M. Choi et al., 2011). 

4.3.2. Pruebas de Antagonismo con Mezclas de Probióticos 

De la misma manera que en el apartado anterior, las mezclas probióticas conformadas por 

L. plantarum con B. mojavensis (LPL+BM), L. paracasei con B. mojavensis (LPA+BM) y L. 

plantarum con L. paracasei (LPL+LPA) se sembraron en conjunto con cada uno de los 

microorganismos patógenos y se evaluó el cambio en la densidad celular de cada especie en un 

medio de cultivo selectivo utilizando la siguiente escala: 1 para la inhibición nula (densidad 
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celular elevada), 2 para la inhibición moderada (pequeños halos de crecimiento) y 3 para la 

inhibición elevada (ausencia de crecimiento).  

Figura 14 

Resultados del antagonismo con mezclas de probióticos 

 

Nota. En el inciso A se muestra el nivel de antagonismo observado para las tres mezclas de 

probióticos contra E. coli ATCC 25922 ( ) y su aislado clínico ( ), S. enteritidis ATCC 13076 

( ) y su aislado clínico ( ), y para S. aureus ATCC 25923 ( ) con su aislado clínico ( ). 

Adicionalmente, se presentan fotografías de los medios de enriquecimiento selectivo antes (a la 

izquierda) y después (a la derecha) del enfrentamiento físico entre los tres probióticos contra E. 

coli ATCC 25922 (B), E. coli Mx (C), S. enteritidis ATCC 13076 (D), Salmonella Mx (E), S. 

aureus ATCC 25923 (F) y S. aureus Mx (G). 

Como se muestra en la Figura 14 (incisos B-G), todos los microorganismos patógenos 

crecieron de manera adecuada en su medio de cultivo selectivo antes del enfrentamiento físico 

L.plantarum L. paracasei B. mojavensis

2.8

2.9

3.0

3.1

3.2

E. coli ATCC 25922

E. coli Mx

S. enteritidis ATCC 13076

S. enteritidis Mx

S. aureus ATCC 25923

S. aureus MxL.plantarum L. paracasei B. mojavensis

2.8

2.9

3.0

3.1

3.2

E. coli ATCC 25922

E. coli Mx

S. enteritidis ATCC 13076

S. enteritidis Mx

S. aureus ATCC 25923

S. aureus Mx

L.plantarum L. paracasei B. mojavensis

2.8

2.9

3.0

3.1

3.2

E. coli ATCC 25922

E. coli Mx

S. enteritidis ATCC 13076

S. enteritidis Mx

S. aureus ATCC 25923

S. aureus Mx

L.plantarum L. paracasei B. mojavensis

2.8

2.9

3.0

3.1

3.2

E. coli ATCC 25922

E. coli Mx

S. enteritidis ATCC 13076

S. enteritidis Mx

S. aureus ATCC 25923

S. aureus Mx

L.plantarum L. paracasei B. mojavensis

2.8

2.9

3.0

3.1

3.2

E. coli ATCC 25922

E. coli Mx

S. enteritidis ATCC 13076

S. enteritidis Mx

S. aureus ATCC 25923

S. aureus Mx

L.plantarum L. paracasei B. mojavensis

2.8

2.9

3.0

3.1

3.2

E. coli ATCC 25922

E. coli Mx

S. enteritidis ATCC 13076

S. enteritidis Mx

S. aureus ATCC 25923

S. aureus Mx



ANTAGONISMO DE BACTERIAS PROBIÓTICAS DEL PULQUE 70 

con las mezclas de probióticos. En contraste, después del periodo de incubación, el crecimiento 

de ambos aislamientos de Salmonella fue completamente suprimido por los tres tratamientos sin 

mostrar diferencias estadísticamente significativas entre las especies de probióticos involucradas 

(𝑝 > 0.9999). Estos resultados se encuentran en línea con lo reportado en la literatura, ya que se 

ha demostrado que el uso de una combinación de bacterias probióticas puede causar una mayor 

inhibición en el crecimiento de S. enteritidis en comparación con lo observado con una sola cepa 

de Lactobacillus (Chang et al., 2019; Chapman et al., 2012; Neveling et al., 2020). Por otro lado, 

mientras los aislamientos de E. coli fueron altamente inhibidos por la mezcla de L. paracasei y 

B. mojavensis, los otros tratamientos mostraron una actividad antimicrobiana significativamente 

menor (𝑝 < 0.0001), lo cual resultó en la aparición de halos de crecimiento pequeños y poco 

densos (Figura 14B-C). Finalmente, ninguna de las cepas de S. aureus resultó susceptible ante 

ninguno de los tratamientos probióticos estudiados, lo cual se evidenció en la aparición de una 

masa densa de crecimiento celular sobre cada medio de cultivo (Figura 14G-F).  

En este sentido, a pesar de que numerosos estudios in vitro han demostrado que las 

mezclas de probióticos podrían exhibir mejores efectos inhibitorios contra los enteropatógenos al 

combinar los beneficios individuales de las cepas utilizadas (Kwoji et al., 2021; Yoon et al., 

2014), recientemente se ha informado que los lactobacilos tienden a presentar una mayor 

inhibición sobre las cepas probióticas durante los ensayos de antagonismo por co-cultivo 

(Chapman et al., 2012; Pakbin et al., 2021). Por ejemplo, tras comparar el efecto antimicrobiano 

de cuatro cepas individuales con respecto al efecto de su mezcla, L. plantarum y L. rhamnosus 

mostraron antagonismo contra L. acidophilus y Enterococcus faecium (McFarland, 2021). Por 

otro lado, estudios adicionales han demostrado que las mezclas de probióticos son tan efectivas 

como sus componentes individuales, por lo que no presentan diferencias significativas frente a 
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distintos patógenos (Chapman et al., 2013). Por esta razón, es posible concluir que los productos 

probióticos de una sola cepa diseñados en el presente estudio son más efectivos que sus mezclas 

de dos componentes (Figura 15). 

Figura 15 

Efectividad de los probióticos individuales y en mezclas 

 

Nota. Mapa de calor en el que se compara el efecto antimicrobiano de los probióticos 

individuales y de sus mezclas de dos componentes, donde el color más oscuro corresponde al 

mayor nivel de inhibición (3) y el color más tenue representa el nivel de inhibición más bajo (1). 

4.4. Etapa 4: Pruebas de Antagonismo con Postbióticos 

4.4.1. Pruebas de Antagonismo con Postbióticos Individuales 

 Las bacterias probióticas se crecieron en condiciones de anaerobiosis a 37 °C utilizando 

caldo MRS o aguamiel como sustrato. Posteriormente, se filtraron los productos de sus 
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fermentaciones individuales y se realizaron cinco diluciones seriadas (D1-D5) sobre una 

microplaca inoculada con cada uno de los microorganismos patógenos. Finalmente, se determinó 

el cambio en la densidad óptica de los pocillos después de 24 horas de incubación y se calcularon 

los porcentajes de inhibición en el crecimiento de los patógenos de acuerdo con la siguiente 

ecuación (Medina-Fernández et al., 2019): 

%⁡Inhibición = [1 −
D. O. tratamiento

D. O. control
] × 100 

En la Figura 16 y Figura 17 se muestra el crecimiento de cada cepa patógena después de 

su tratamiento con los postbióticos obtenidos en caldo MRS y en aguamiel, respectivamente. En 

ambos sustratos, no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los pocillos de 

la microplaca al inicio de su periodo de incubación (𝑝 > 0.9999), por lo que se descartaron 

como una fuente de variabilidad importante en los resultados de antagonismo. Asimismo, se 

identificó una relación dosis-respuesta entre el porcentaje de inhibición y las diluciones de cada 

postbiótico (𝑝 < 0.0001), ya que el crecimiento de los microorganismos patógenos fue 

considerablemente mayor en los tratamientos menos concentrados y, por lo tanto, su efecto 

antagónico fue menor. Curiosamente, la mayoría de los postbióticos mostraron una inhibición 

significativa en el crecimiento de los patógenos en sus primeras cuatro diluciones (Tabla 6). Esta 

pérdida en el efecto antimicrobiano de los postbióticos cuando se aplican en concentraciones 

menores al 25% (v/v) se ha reportado previamente para sobrenadantes libres de células de L. 

plantarum frente a cepas patógenas de E. coli, S. enteritidis y S. aureus (Arena et al., 2016). No 

obstante, en este caso el postbiótico de B. mojavensis producido en caldo MRS fue el único 

capaz de exhibir un efecto antimicrobiano significativo contra S. aureus ATCC 25923 en sus 

cinco diluciones (𝑝 < 0.05). 
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Figura 16 

Crecimiento de los patógenos frente a los postbióticos en caldo MRS 

 

Nota. Se muestra el crecimiento (densidad óptica a 620 nm con su desviación estándar y 

significancia estadística) de E. coli ATCC 25922 ( ), E. coli Mx ( ), S. enteritidis ATCC 13076 

( ), Salmonella Mx ( ), S. aureus ATCC 25923 ( ) y S. aureus Mx ( ) después de su 

tratamiento con las cinco diluciones de los postbióticos de L. plantarum (A), L. paracasei (B) y 

B. mojavensis (C) en caldo MRS. 
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Figura 17 

Crecimiento de los patógenos frente a los postbióticos en aguamiel 

 

Nota. Se muestra el crecimiento (densidad óptica a 620 nm con su desviación estándar y 

significancia estadística) de E. coli ATCC 25922 ( ), E. coli Mx ( ), S. enteritidis ATCC 13076 

( ), Salmonella Mx ( ), S. aureus ATCC 25923 ( ) y S. aureus Mx ( ) después de su 

tratamiento con las cinco diluciones de los postbióticos de L. plantarum (A), L. paracasei (B) y 

B. mojavensis (C) en aguamiel.
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Tabla 6 

Resultados del antagonismo de los postbióticos individuales 

Porcentaje de inhibición (%) del postbiótico de L. plantarum 

Caldo MRS Aguamiel 

Tratamiento D1 D2 D3 D4 D5 D1 D2 D3 D4 D5 
E. coli 25922 82.97±0.06 76.48±0.04 73.84±0.02 31.84±0.07 NS 84.11±0.03 55.50±0.11 17.49±0.09 NS NS 

E. coli Mx 84.24±0.09 78.93±0.01 77.70±0.04 37.81±0.04 NS 81.01±0.01 63.78±0.06 17.81±0.15 NS NS 

Salmonella 13076 70.45±0.04 63.84±0.00 65.58±0.02 8.58±0.06 NS 68.36±0.03 66.14±0.08 NS NS NS 

Salmonella Mx 78.42±0.05 73.63±0.01 74.57±0.03 36.92±0.12 NS 71.78±0.03 68.73±0.13 10.75±0.08 NS NS 

S. aureus 25923 67.71±0.01 63.07±0.01 62.91±0.01 NS NS 59.67±0.04 56.69±0.12 NS NS NS 

S. aureus Mx 59.83±0.02 53.85±0.01 58.17±0.06 NS NS 52.71±0.08 55.75±0.13 20.58±0.08 NS NS 

Porcentaje de inhibición (%) del postbiótico de L. paracasei 

Caldo MRS Aguamiel 

Tratamiento D1 D2 D3 D4 D5 D1 D2 D3 D4 D5 
E. coli 25922 73.20±0.04 70.12±0.07 73.56±0.03 41.38±0.12 NS 75.43±0.07 58.51±0.07 54.70±0.07 16.15±0.03 NS 

E. coli Mx 73.96±0.03 76.70±0.05 74.00±0.09 27.89±0.04 NS 82.09±0.00 67.38±0.08 42.40±0.08 NS NS 

Salmonella 13076 61.14±0.03 63.84±0.05 68.68±0.05 16.84±0.17 NS 67.97±0.04 73.60±0.03 33.59±0.02 NS NS 

Salmonella Mx 65.84±0.01 69.97±0.03 53.70±0.18 NS NS 69.54±0.08 60.72±0.10 10.79±0.12 NS NS 

S. aureus 25923 42.26±0.05 42.41±0.01 45.57±0.06 NS NS 57.82±0.01 54.11±0.07 NS NS NS 

S. aureus Mx 67.46±0.06 63.67±0.02 51.41±0.15 NS NS 71.33±0.03 36.80±0.04 NS NS NS 

Porcentaje de inhibición (%) del postbiótico de B. mojavensis 

Caldo MRS Aguamiel 

Tratamiento D1 D2 D3 D4 D5 D1 D2 D3 D4 D5 
E. coli 25922 74.29±0.10 73.95±0.03 59.81±0.05 10.74±0.13 NS 81.82±0.03 59.29±0.05 21.86±0.12 NS NS 

E. coli Mx 76.65±0.05 77.61±0.04 55.47±0.08 16.58±0.06 NS 82.08±0.04 66.66±0.10 19.09±0.09 NS NS 

Salmonella 13076 64.85±0.04 65.27±0.03 16.16±0.06 NS NS 59.73±0.07 59.87±0.07 16.09±0.11 NS NS 

Salmonella Mx 73.78±0.03 72.80±0.04 20.80±0.19 NS NS 67.74±0.01 40.71±0.15 NS NS NS 

S. aureus 25923 73.51±0.03 73.03±0.03 28.28±0.20 25.08±0.03 22.42±0.09 69.74±0.07 59.87±0.03 16.09±0.09 NS NS 

S. aureus Mx 61.63±0.06 60.76±0.03 26.16±0.01 NS NS 48.14±0.04 60.96±0.07 17.84±0.03 NS NS 

 

Nota. Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n = 3), donde NS significa que no hubo diferencias 

estadísticamente significativas (𝑝⁡ < ⁡0.05) con respecto al control negativo. 
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Particularmente, el aislamiento clínico de E. coli fue el más susceptible al tratamiento con 

los postbióticos de L. plantarum, alcanzando una inhibición de hasta el 84.24 ± 0.088% con el 

postbiótico en caldo MRS y del 81.01 ± 0.009% con el postbiótico en aguamiel (Figura 18A). 

En contraste, el aislamiento clínico de S. aureus resultó ser el menos susceptible a ambos 

tratamientos, presentando porcentajes de inhibición del 59.83 ± 0.016% con el postbiótico de L. 

plantarum en caldo MRS y del 52.71 ± 0.080% con el mismo postbiótico en aguamiel (Figura 

18B). Estos resultados coinciden con lo reportado en la literatura, ya que anteriormente se ha 

descrito una inhibición del 30 al 90% en el crecimiento de E. coli después de su tratamiento con 

un sobrenadante libre de células de una cepa de L. plantarum aislada de alimentos fermentados, 

lo cual se atribuye principalmente a la producción de compuestos antimicrobianos y 

antiadherentes como el peróxido de hidrógeno, el ácido láctico, el diacetilo, los surfactantes y las 

bacteriocinas (Lau & Chye, 2018; Mekky et al., 2022). 

Figura 18 

Inhibición de E. coli Mx y S. aureus Mx con los postbióticos de L. plantarum 

 

Nota. La significancia estadística se expresa con respecto al control negativo y los valores de P 

menores a 0.0001 se muestran con cuatro asteriscos. Los tratamientos en los que se observó una 

densidad óptica superior al control no resultaron estadísticamente significativos (𝑝 > 0.05). 
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De manera similar, el aislamiento clínico de E. coli mostró una reducción importante en 

su crecimiento después de su tratamiento con la segunda dilución de los postbióticos individuales 

de L. paracasei y B. mojavensis en caldo MRS, alcanzando porcentajes de inhibición del 76.70 ± 

0.050% y del 77.61 ± 0.036%, respectivamente (Figura 19A). Este efecto antimicrobiano 

aumentó significativamente (p<0.0001) en los postbióticos obtenidos en aguamiel, alcanzando 

una inhibición de hasta el 82.09 ± 0.002% para el postbiótico de L. paracasei y del 82.08 ± 

0.037% para el postbiótico de B. mojavensis (Figura 19B). Estos hallazgos, los cuales se 

presentan de manera resumida en la Tabla 6, se encuentran en línea con lo reportado en 

diferentes estudios, ya que se ha demostrado que los postbióticos obtenidos de L. paracasei y B. 

breve son capaces de inhibir el crecimiento de cepas patogénicas de E. coli, Salmonella y 

Shigella en un 40, 55 y 81%, respectivamente, lo cual se ha atribuido principalmente a la 

producción de ácidos orgánicos como el ácido láctico y otros compuestos antimicrobianos 

altamente específicos para las especies de enterobacterias involucradas (Muñoz-Quezada et al., 

2013). 

Figura 19 

Inhibición de E. coli Mx con los postbióticos de L. paracasei y B. mojavensis 

 

Nota. La significancia estadística se expresa con respecto al control negativo. Los valores de P 

menores a 0.001 y 0.01 se muestran con tres y dos asteriscos, respectivamente. 
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Por el contrario, S. aureus ATCC 25923 fue el microorganismo más resistente a ambos 

tratamientos, alcanzando porcentajes de inhibición del 42.26 ± 0054% después de su tratamiento 

con el postbiótico de L. paracasei en caldo MRS y del 73.51 ± 0.028% para el postbiótico de B. 

mojavensis en el mismo sustrato (Figura 20A). Sorprendentemente, el postbiótico de L. 

paracasei en aguamiel mostró un efecto antimicrobiano significativamente mayor  (p<0.0001) 

frente a S. aureus ATCC 25923, logrando una inhibición de hasta el 57.82 ± 0.007%, mientras 

que el efecto del postbiótico de B. mojavensis en este sustrato sufrió una reducción no 

significativa (69.74 ± 0.065%, 𝑝 = 0.8488). A pesar de lo anterior, estos valores (Figura 20B) 

coinciden con lo reportado en la literatura, ya que se han descrito porcentajes de inhibición en el 

crecimiento de S. aureus del 0.5 al 34.2% utilizando postbióticos de diferentes especies de 

lactobacilos aislados de alimentos fermentados (Hor & Liong, 2014). Asimismo, estudios previos 

han reportado que la capacidad de adherencia de S. aureus ATTC 43300 puede incrementar en 

presencia de un sobrenadante libre de células de L. plantarum, lo cual podría favorecer su 

supervivencia (Kalaycı Yüksek et al., 2021). 

Figura 20 

Inhibición de S. aureus 25923 con los postbióticos de L. paracasei y B. mojavensis 

 

De manera general, todos los postbióticos analizados fueron capaces de inhibir el 

crecimiento de los patógenos de una manera dependiente a las cepas probióticas y patógenas 
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seleccionadas. Es importante mencionar que, si bien es cierto que el caldo MRS ha sido diseñado 

para favorecer la producción de compuestos antimicrobianos, la mayoría de los lactobacilos 

sufren un proceso de autoinhibición como resultado de la acumulación de los ácidos orgánicos y 

del agotamiento de los nutrientes (Leroy & de Vuyst, 2001). Por esta razón, el incremento en el 

efecto antimicrobiano de los postbióticos obtenidos utilizando aguamiel puede atribuirse a su 

elevado contenido nutricional, principalmente a la presencia de fructooligosacáridos (FOS), los 

cuales son aprovechados por las bacterias para producir compuestos con propiedades 

antioxidantes o bactericidas (Picazo et al., 2019). Estos resultados se encuentran en línea con lo 

reportado para varias cepas probióticas de Lactobacillus contra E. coli y S. enteritidis, ya que se 

ha observado un incremento en su actividad antagónica tras la suplementación del medio MRS 

con FOS (Muñoz et al., 2012). Sin embargo, cada microorganismo presenta una capacidad 

diferente para metabolizar los fructooligosacáridos y la mayoría de las cepas no son capaces de 

consumirlos en un elevado grado de polimerización (Boger et al., 2018).  

4.4.2. Pruebas de Antagonismo con Mezclas de Postbióticos 

De la misma forma que en el apartado anterior, los probióticos se crecieron en 

condiciones de anaerobiosis a 37 °C utilizando caldo MRS y aguamiel como sustrato y se 

filtraron los productos de sus fermentaciones individuales. Posteriormente, se mezclaron 

volúmenes equivalentes de dos postbióticos y se realizaron cinco diluciones seriadas (D1-D5) 

sobre una microplaca inoculada con cada uno de los microorganismos patógenos. Finalmente, se 

determinó el cambio en su densidad óptica después de 24 horas de incubación y se calcularon sus 

porcentajes de inhibición. En la Figura 21 y Figura 22 se muestra el crecimiento de cada cepa 

patógena después de su tratamiento con las mezclas de los postbióticos obtenidos en caldo MRS 

y en aguamiel, respectivamente.  



ANTAGONISMO DE BACTERIAS PROBIÓTICAS DEL PULQUE 80 

Figura 21 

Crecimiento de los patógenos con los postbióticos de MRS en mezclas 

 

Nota. Se muestra el crecimiento (densidad óptica a 620 nm con su desviación estándar y 

significancia estadística) de E. coli ATCC 25922 ( ), E. coli Mx ( ), S. enteritidis ATCC 13076 

( ), Salmonella Mx ( ), S. aureus ATCC 25923 ( ) y S. aureus Mx ( ) después de su 

tratamiento con las cinco diluciones de los postbióticos de L. plantarum con B. mojavensis (A), 

L. paracasei con B. mojavensis (B) y L. plantarum con L. paracasei (C) en caldo MRS. 
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Figura 22 

Crecimiento de los patógenos con los postbióticos de aguamiel en mezclas 

 

Nota. Se muestra el crecimiento (densidad óptica a 620 nm con su desviación estándar y 

significancia estadística) de E. coli ATCC 25922 ( ), E. coli Mx ( ), S. enteritidis ATCC 13076 

( ), Salmonella Mx ( ), S. aureus ATCC 25923 ( ) y S. aureus Mx ( ) después de su 

tratamiento con las cinco diluciones de L. plantarum con B. mojavensis (A), L. paracasei con B. 

mojavensis (B) y L. plantarum con L. paracasei (C) en aguamiel. 
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Tabla 7 

Resultados del antagonismo de los postbióticos en mezclas 

Porcentaje de inhibición (%) del postbiótico LPL+BM 

Caldo MRS Aguamiel 

Tratamiento D1 D2 D3 D4 D5 D1 D2 D3 D4 D5 

E. coli 25922 79.72±0.02 77.29±0.02 64.78±0.13 22.21±0.20 18.10±0.13 78.27±0.06 59.54±0.16 17.16±0.17 NS NS 

E. coli Mx 78.84±0.02 76.71±0.01 55.13±0.02 NS NS 80.35±0.04 65.61±0.06 26.55±0.11 NS NS 

Salmonella 13076 72.10±0.02 71.25±0.01 61.59±0.17 19.83±0.13 NS 50.81±0.09 47.00±0.10 NS NS NS 

Salmonella Mx 69.00±0.02 68.38±0.03 11.24±0.01 NS NS 68.26±0.05 53.42±0.02 19.73±0.30 NS NS 

S. aureus 25923 60.71±0.04 60.71±0.02 16.82±0.14 14.02±0.03 17.44±0.14 66.58±0.07 55.35±0.02 42.42±0.26 NS NS 

S. aureus Mx 56.72±0.02 56.77±0.08 51.78±0.08 12.49±0.09 15.91±0.02 73.65±0.02 57.64±0.12 42.93±0.20 NS NS 

Porcentaje de inhibición (%) del postbiótico LPA+BM 

Caldo MRS Aguamiel 

Tratamiento D1 D2 D3 D4 D5 D1 D2 D3 D4 D5 

E. coli 25922 72.41±0.07 68.53±0.06 50.97±0.20 NS NS 78.08±0.04 65.41±0.07 49.24±0.19 NS NS 

E. coli Mx 67.11±0.07 68.17±0.03 52.43±0.04 NS NS 76.19±0.09 61.70±0.02 35.53±0.10 NS NS 

Salmonella 13076 58.50±0.04 61.88±0.04 28.45±0.21 NS NS 66.19±0.05 60.95±0.21 NS NS NS 

Salmonella Mx 58.68±0.07 63.21±0.02 NS NS NS 70.42±0.02 66.95±0.05 13.58±0.05 NS NS 

S. aureus 25923 61.95±0.02 62.01±0.02 30.77±0.17 NS NS 59.76±0.03 60.16±0.03 NS NS NS 

S. aureus Mx 72.21±0.04 75.24±0.07 64.25±0.07 NS NS 73.38±0.01 75.37±0.01 56.92±0.11 NS NS 

Porcentaje de inhibición (%) del postbiótico LPL+LPA 

Caldo MRS Aguamiel 

Tratamiento D1 D2 D3 D4 D5 D1 D2 D3 D4 D5 

E. coli 25922 75.52±0.07 71.03±0.07 63.89±0.13 16.89±0.13 NS 80.76±0.03 59.21±0.01 NS NS NS 

E. coli Mx 68.78±0.01 70.63±0.01 58.65±0.10 21.63±0.14 NS 80.69±0.03 63.84±0.05 21.45±0.09 6.60±0.048 NS 

Salmonella 13076 61.32±0.04 61.21±0.00 62.64±0.06 16.89±0.70 NS 69.37±0.08 63.23±0.08 NS NS NS 

Salmonella Mx 61.80±0.01 64.67±0.01 20.68±0.14 NS NS 72.14±0.02 60.57±0.02 NS NS NS 

S. aureus 25923 57.43±0.07 55.34±0.02 48.78±0.14 NS NS 70.06±0.02 68.44±0.04 NS NS NS 

S. aureus Mx 55.25±0.05 56.22±0.03 47.33±0.20 NS NS 80.67±0.01 77.39±0.01 NS NS NS 

 

Nota. Los resultados se expresan como media ± desviación estándar (n = 3), donde NS significa que no hubo diferencias 

estadísticamente significativas (𝑝⁡ < ⁡0.05) con respecto al control negativo.
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Nuevamente, no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los 

pocillos al inicio de su periodo de incubación (𝑝 > 0.9999), por lo que se descartaron como una 

fuente de variabilidad importante durante el análisis del antagonismo. Asimismo, se identificó 

una relación dosis-respuesta entre el porcentaje de inhibición y las diluciones de cada postbiótico 

(𝑝 < 0.0001), ya que el efecto antagónico fue considerablemente menor en los tratamientos 

menos concentrados. De hecho, únicamente el postbiótico de L. plantarum con B. mojavensis 

producido en caldo MRS presentó una actividad antimicrobiana significativa contra E. coli 

ATCC 25922 (𝑝 = 0.0053), S. aureus ATCC25923 (𝑝 = 0.0028) y su aislamiento clínico (𝑝 =

0.0030) en sus cinco diluciones (Figura 21). Adicionalmente, los tratamientos en los que se 

observó un mayor crecimiento de los patógenos con respecto al control negativo no resultaron 

estadísticamente significativos, por lo que se descartó la posibilidad de que los postbióticos 

fueran los responsables de este efecto proliferativo. 

Figura 23 

Inhibición de ambas cepas de Salmonella con los postbióticos de LPL+LPA 

 

Por otro lado, el postbiótico de L. plantarum con L. paracasei en caldo MRS inhibió el 

crecimiento de S. enteritidis ATCC 13076 en un 61.32 ± 0.04%, así como en un 61.80 ± 0.01% 

en el caso de su aislamiento clínico (Figura 23A). Previamente, se ha descrito una inhibición de 
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entre el 45.92 ± 0.77% y el 96.09 ± 0.06% en el crecimiento de cepas patógenas de S. typhi y S. 

typhimurium después de su tratamiento con un sobrenadante libre de células de bacterias ácido-

lácticas aisladas de alimentos fermentados, lo cual se atribuyó principalmente a la secreción de 

metabolitos con acción de extinción de quórum, así como de ácidos orgánicos capaces de 

inactivar a las células patógenas para evitar la producción de biofilm (Pelyuntha et al., 2019). El 

efecto antimicrobiano de las primeras diluciones de este postbiótico incrementó al utilizar 

aguamiel como sustrato (Figura 23B), ya que se ha demostrado que la sacarosa puede aumentar 

la concentración de ácido láctico en el medio y la población de bacterias ácido-lácticas presentes 

(Suharman et al., 2021). Sin embargo, este fenómeno no fue significativo en todos los casos, por 

lo que no puede concluirse que el efecto antimicrobiano de los postbióticos en mezclas siempre 

incrementará al utilizar aguamiel como sustrato. 

Figura 24 

Inhibición de ambas cepas de S. aureus con los postbióticos de LPA+BM 

 

En el caso del postbiótico de L. paracasei con B. mojavensis producido en caldo MRS, 

éste mostró un porcentaje de inhibición del 61.95 ± 0.02% contra S. aureus ATCC 25923 y del 

72.21 ± 0.04% contra su aislamiento clínico (Figura 24A). Estos resultados coinciden con lo que 

se ha reportado en la literatura, ya que anteriormente se han descrito porcentajes de inhibición de 
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entre el 32 y el 70% en el crecimiento de este enteropatógeno después de su tratamiento con un 

sobrenadante libre de células de bacterias productoras de ácido láctico como L. acidophilus y L. 

casei crecidas en caldo MRS (Koohestani et al., 2018; Mariam et al., 2014). Por otro lado, como 

se muestra en la Figura 24B, el efecto de este postbiótico producido en aguamiel mostró una 

ligera reducción frente a S. aureus ATCC 25923 (59.76 ± 0.03%), pero un incremento contra su 

aislamiento clínico (73.38 ± 0.01%). No obstante, estas fluctuaciones no resultaron 

estadísticamente significativas (𝑝 > 0.05).  

Figura 25 

Inhibición de ambas cepas de E. coli con los postbióticos de LPL+BM 

 

Nuevamente, E. coli fue el microorganismo más susceptible al tratamiento con las tres 

mezclas de postbióticos en ambos sustratos, alcanzando una inhibición del 79.72 ± 0.02% en el 

caso de su cepa de colección ATCC y del 78.84 ± 0.02% para su aislamiento clínico después de 

su incubación por 24 horas con el postbiótico de L. plantarum y B. mojavensis en caldo MRS 

(Figura 25A). Este efecto antimicrobiano disminuyó al utilizar aguamiel como sustrato frente a 

E. coli ATCC 25922 (78.27 ± 0.06%), pero incrementó frente a su aislamiento clínico (80.35 ± 

0.04%, Figura 25B). Estos hallazgos se encuentran en línea con lo reportado en la literatura, ya 

que se ha demostrado que los metabolitos producidos por diversas cepas de Lactobacillus spp. 
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son capaces de inhibir el crecimiento de este enteropatógeno hasta en un 89% de una manera 

dependiente al tiempo de incubación (Kaewchomphunuch et al., 2022). 

Finalmente, tras realizar una comparación entre el efecto antimicrobiano de los 

postbióticos individuales y de sus mezclas tanto en caldo MRS como en aguamiel, no fue posible 

observar diferencias estadísticamente significativas (𝑝 > 0.05). De este modo, aunque algunos 

estudios han demostrado que las preparaciones postbióticas basadas en la mezcla de más de una 

cepa probiótica son capaces de ejercer un efecto antimicrobiano y antioxidante mayor que el de 

sus preparados individuales a la misma concentración (Ankaiah et al., 2021; Chapman et al., 

2014), otros estudios han determinado que las mezclas de postbióticos son tan efectivas como 

sus componentes individuales, por lo que no presentan diferencias significativas al enfrentarse a 

distintos patógenos (Chapman et al., 2013). Por lo tanto, la efectividad de los productos 

postbióticos dependerá de las características de los metabolitos específicos presentes en dicha 

mezcla, así como de la susceptibilidad de las bacterias patógenas a esos compuestos, de manera 

que los estudios en los que se compara la efectividad de los postbióticos de una o varias especies 

probióticas pueden no ser consistentes. 
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CAPÍTULO V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

5.1. Conclusiones 

El consumo inmoderado de los antibióticos ha producido consecuencias graves en el 

ámbito de la salud pública, principalmente debido a la aparición de patógenos multirresistentes. 

Esta problemática se ve agravada en las poblaciones marginadas del país, ya que carecen de 

servicios de atención médica de calidad. Por lo tanto, la implementación de nuevas terapias 

antimicrobianas accesibles y efectivas resulta indispensable. En México, el consumo de pulque 

ha sido asociado a beneficios nutricionales gracias a la presencia de bacterias probióticas, las 

cuales han demostrado ser efectivas en el tratamiento y prevención de las infecciones. Por esta 

razón, el objetivo de la presente tesis consistió en evaluar el efecto probiótico y postbiótico de las 

bacterias aisladas de una muestra de pulque sobre distintos patógenos de relevancia médica, para 

así valorar el potencial de las bebidas fermentadas tradicionales. 

En este sentido, las bacterias identificadas como L. plantarum, L. paracasei y B. 

mojavensis exhibieron un potente efecto inhibitorio in vitro sobre el crecimiento de las cepas de 

colección ATCC y los aislamientos clínicos de E. coli, Salmonella y S. aureus, lo cual se 

atribuyó especialmente a la competencia directa de los probióticos por el espacio y los nutrientes 

disponibles en el medio. Adicionalmente, el tratamiento de los microorganismos patógenos con 

los postbióticos obtenidos de la fermentación y filtración de los probióticos mostró una 

inhibición del 13 al 84% de manera dependiente a su concentración (relación dosis-respuesta), lo 

cual se encuentra estrechamente relacionado con la producción y acumulación de metabolitos 

antimicrobianos como los ácidos orgánicos, el peróxido de hidrógeno y las bacteriocinas. Por lo 

tanto, es posible concluir que los bacilos y lactobacilos aislados del pulque cuentan con un 

elevado potencial para la elaboración de productos probióticos, simbióticos y postbióticos.  



ANTAGONISMO DE BACTERIAS PROBIÓTICAS DEL PULQUE 88 

Sumado a lo anterior, debido a que las bacterias ácido-lácticas crecieron de manera 

óptima al utilizar aguamiel como sustrato y a que exhibieron una actividad antimicrobiana 

comparable a aquella obtenida en caldo MRS, es posible comprobar su potencial como 

prebiótico y se propone su uso como un medio de cultivo más económico para el mantenimiento 

de los lactobacilos y bacilos en el laboratorio. Finalmente, se espera que los resultados obtenidos 

en la presente investigación estimulen la producción y consumo de los alimentos y bebidas 

fermentados tradicionalmente, así como también promueva el desarrollo de nuevos estudios 

científicos sobre el potencial antagónico de las bacterias aisladas de pulque. 

5.2. Perspectivas y trabajo futuro 

Partiendo de los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente estudio, se 

recomienda explorar el efecto de diferentes técnicas de inactivación de los probióticos para la 

obtención de postbióticos seguros y efectivos, tales como la inactivación con calor, la sonicación 

o la extracción enzimática. Asimismo, se propone evaluar el efecto de diferentes condiciones de 

cultivo sobre la producción de metabolitos antimicrobianos, por ejemplo, partiendo del 

crecimiento de los probióticos en condiciones de estrés, variando el pH y la temperatura, 

utilizando diferentes tiempos de incubación o después su co-cultivo con otras cepas probióticas. 

Adicionalmente, debido a que se encontraron diferencias significativas en la interacción 

entre los probióticos y los patógenos (efectos específicos de las cepas), resulta imperativa la 

caracterización de los metabolitos antimicrobianos a través de técnicas cromatográficas. 

Finalmente, con el objetivo de potencializar los efectos benéficos de los postbióticos, se 

propone el estudio de nuevas formulaciones utilizando diversos compuestos prebióticos, tales 

como los fructooligosacáridos, así como también la investigación de agentes efectivos para la 

estabilización de los ingredientes activos durante su paso por el tracto gastrointestinal. 
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ANEXOS 

A.1. Identificación de las Bacterias Aisladas de Pulque: MALDI-TOF 

De acuerdo con el informe de resultados del Dr. Manuel R. Kirchmayr (CIATEJ), la 

biomasa se transfirió a una placa de acero inoxidable siguiendo los protocolos “Direct Transfer 

Method” y “Extended Direct Transfer Method” (Bruker Daltonics GmbH) y se generaron 

espectros de masas con el método “MBT_FC.par” en un equipo Microflex LT (Bruker Daltonics 

GmbH). A través del software MALDI BIOTYPER 3.1 se compararon los espectros obtenidos 

con espectros de referencia pertenecientes a la base de datos BDAL (Bruker Daltonics GmbH). 

Tabla 8 

Identificación taxonómica de las colonias analizadas mediante MALDI-TOF 

Código Identificación taxonómica Puntuación 

LPL L. plantarum 2.214 

LPA L. paracasei 2.345 

BM Bacillus subtilis 1.988 

 

Para todos los cultivos recibidos se obtuvieron de manera exitosa los espectros de masas 

correspondientes. En la Tabla 8 se muestra el resultado obtenido del análisis comparativo de los 

espectros de masas obtenidos contra la base de datos de espectros de referencia (BDAL, v.11) y, 

en la Tabla 9, se muestra la interpretación de las puntuaciones obtenidas. 

Tabla 9 

Interpretación de las puntuaciones calculadas (Bruker Daltoniks GmBH) 

Rango de puntuación Descripción 

2.300 – 3.000 Identificación a nivel especie altamente probable 
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2.000 – 2.299 
Identificación a nivel género segura 

Identificación de especie probable 

1.700 – 1.999 Identificación de género probable 

0.000 – 1.699 Identificación no confiable 

 

La metodología aplicada permitió identificar de manera exitosa a todos los cultivos hasta 

nivel de especie. Solamente una muestra, BM, resultó en una puntuación inferior a 2, lo cual 

pone en riesgo una identificación taxonómica certera hasta nivel de especie. Sin embargo, se 

aplicaron pruebas complementarias para confirmar la identidad de B. mojavensis. 

A.2. Glosario 

Anaerobio aerotolerante. Organismo que no requiere oxígeno para mantener sus funciones 

metabólicas, pero que puede sobrevivir en su presencia. 

Antagonismo en placa. Método de detección cualitativo o de primera línea utilizado para la 

identificación de microorganismos antagonistas de una colección de aislados. 

Conteo en placa. Método utilizado para estimar la densidad celular de una población de 

bacterias tras colocar una porción pequeña y diluida de la muestra en agar. 

Diseño de Bloques Completos al Azar. Método estadístico para reducir y controlar la varianza 

cuando las unidades experimentales no son homogéneas. 

Medio diferencial. Medio de cultivo que contiene compuestos que permiten distinguir 

visualmente los grupos de microorganismos presentes en su superficie, generalmente 

sobre la base de alguna diferencia bioquímica entre los dos grupos. 

Medio MacConkey. Medio selectivo de diferenciación para el aislamiento de enterobacterias y 

otros bacilos gramnegativos a partir de muestras clínicas. 
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Medio MRS. Medio de cultivo apropiado para el crecimiento y aislamiento de lactobacilos y 

otras bacterias ácido-lácticas con elevadas exigencias nutrimentales. 

Medio nutritivo. Medio de cultivo utilizado para el crecimiento de microorganismos con 

exigencias nutrimentales menores. 

Medio Sal-Manitol. Medio de cultivo para el aislamiento selectivo de estafilococos, 

especialmente para la detección de S. aureus proveniente de muestras clínicas. 

Medio Salmonella-Shigella. Medio selectivo diferencial para el aislamiento de bacilos entéricos 

patógenos, en especial del género Salmonella, a partir de muestras clínicas. 

Medio selectivo. Medio de cultivo que permite la selección de uno o más tipos de 

microorganismos, ya que serán los únicos capaces de crecer en esas condiciones, mientras 

que todos los demás serán inhibidos. 

Microdilución. Método utilizado para probar la susceptibilidad de los microorganismos a ciertas 

sustancias antimicrobianas al variar su concentración a lo largo de la placa. 

Microfiltración. Técnica de separación utilizada para eliminar partículas de tamaño 

micrométrico, como bacterias y células de levadura de una suspensión. 

Pasteurización. Tratamiento térmico que reduce la cantidad de microorganismos viables 

presentes en una muestra líquida produciendo pequeños cambios en sus propiedades 

organolépticas y nutricionales. 
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