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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo elaborar un preparado microbiano a partir de ocho cepas
de Lactobacillus del tracto digestivo del cerdo, utilizando componentes nacionales para su
crecimiento bacteriano, evaluando y caracterizando cada preparado para determinar si puede ser
utilizado como posible probiético. Los preparados microbianos se evaluaron por 48 horas
experimentando, la determinacion de pH al igual que el &cido lactico se evalud por 24 horas con
intervalos de 4 horas. La evaluacion de la viabilidad de las cepas se dio por la prueba bioquimica
de bilis de buey deshidratada 0,3%, simulando in vitro el paso de las cepas por el tracto digestivo
del cerdo, determinando el % de supervivencia de cada cepa. La concentracién de ufc/ml se evalud
a diferentes horas, hora inicial del preparado, 24 horas y 48 horas. El color se evalué de manera
cuantitativa, midiendo la longitud de onda que puede percibir en ojo humanos, con la utilizacion
de un colorimetro. Para el andlisis estadistico se trabajo con dos variables con estadistica
descriptiva y tres variables con estadistica experimental utilizando prueba de Tukey para
determinar significancia, mostrando resultados de alta significancia entre cada preparado. Una
vez evaluadas todas las variables se obtuvo como resultado cinco preparados microbianos que
cumplen con la caracteristica de probidtico, Lactobacillus fermentarum, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis y Lactobacillus plantarun. Los tres preparados
microbianos que no cumplieron las caracteristicas para ser utilizados como probiéticos, se debe a
gue necesitan mejores condiciones ambientales para desarrollarse que las que se ofrecieron con
este preparado microbiano. Se recomienda replicar la presente investigacion en otras especies de
interés zootécnico, para determinar la existencia de microorganismos con capacidad probiética

que se puedan utilizar en la alimentacion de las mismas especies.

Palabras claves: < LACTOBACILLUS >, <PREPARADO MICROBIANO>, <Ph>, <ACIDO
LACTICO>, <VIABILIDAD>, <PROBIOTICOS>.

<
Q

CRISTHIAN z‘irgr;;:?moentepor
FERNANDO CRISTHIAN

FERNANDO

CASTILLO castiioruiz
Fecha:2021.11.24

RuIZ 20:39:21 -05'00°

UNIDAU

pB

°

2156-DBRA-UTP-2021

Xiii



ABSTRACT

The objective of this present study aimed to elaborate a microbial preparation from eight strains
of Lactobacillus from the digestive tract of the pig, using national components for its bacterial
growth, evaluating and characterizing each preparation to determine their use as a possible
probiotic. Microbial preparations were evaluated for 48 hours, experiencing pH determination
and lactic acid for 24 hours, with intervals of 4 hours. Applying a biochemical test of dehydrated
ox bile 0.3% was evaluated the viability of the strains by simulating in vitro the strain passage
through the pig digestive tract and determining the % survival of each group strain. The
concentration of cfu/ml was evaluated at different times, initial time of preparation, 24 hours, and
48 hours. A colorimeter evaluated the color; quantitatively, measuring the wavelength that the
human eye can perceive. The statistical analysis worked with two variables, with descriptive
statistics and three variables with experimental statistics using the Tukey test to determine
significance, and obtained results of high level between each preparation. The results obtained
were five microbial preparations met the characteristics of probiotics, Lactobacillus fermentarum,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis and, Lactobacillus plantarun. The
three microbial preparations that did not meet the probiotics characteristics; needed better
environmental conditions to develop. It recommended replicating this study in other species; to

determine the existence of microorganisms with a probiotic capacity to use in the animal feeding.

Key words: < LACTOBACILLUS >, <MICROBIAL PREPARATION>, <pH>, <LACTIC
ACID>, <VIABILITY>, <PROBIOTICS>.
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INTRODUCCION

A pesar de que hoy en dia no se conoce detalladamente cuél es el mecanismo por el que los
antibioticos facilitan el engorde del animal, sabemos que actlan sobre la microbiota intestinal,
reduciéndola, y como consecuencia aumenta la disponibilidad de los nutrientes (Vega, 2017, p. 2).
Al parecer, ya en los afios 50 se utilizaban antibidticos con la finalidad de facilitar el crecimiento
animal, sin embargo, no fue hasta finales de los afios 60 cuando se planteo si realmente el uso de
antibioticos provocaba un aumento de la resistencia a 1os mismos (Vega, 2017, p. 2).

La prohibicion o restriccion del uso de muchos de estos aditivos ha llevado a la busqueda de
nuevas alternativas, entre las que se encuentran los probidticos. Los probidticos se han
consolidado como una de las alternativas naturales al uso de los antibiéticos promotores de
crecimiento en animales, pues no generan efectos colaterales y producen mejor digestibilidad,
ganancia en peso y mayor indice de conversion alimentaria (Gutiérrez et al., 2013, p. 135).

Los microorganismos usados como probidticos en nutricién animal no deben ser patdgenos para
los animales y deben ser resistentes a los procesos de elaboracion de alimentos y piensos. Se ha
reportado que el beneficio de los probiédticos en animales productivos se debe principalmente a
que estos fomentan el balance microbiano en el tubo digestivo y la modulacion del sistema
inmune, resultando en un aumento en la digestion y absorcion de nutrientes, y disminuyen la
incidencia de enfermedades infecciosas (Molina, 2019, p. 601).

Actualmente, tras numerosas redefiniciones, la FAo/OMsS (2001) define probi6tico como
“microorganismos vivos que confieren efecto beneficioso para la salud del hospedador, cuando
se administran en cantidad adecuada”. (Diaz et al., 2012, p. 388) manifiesta que esta cantidad varia de
un pais a otro en funcion de su legislacién; sin embargo, generalmente un producto probi6tico
deberia contener >10° - 108 CFU/g 6 >108 - 10* UFC/dosis de células viables. Ademas, los
probidticos son definidos como seguros segtin el acronimo inglés “GRAS” (“generally recognized
as safe”).

Los medios de cultivo son una mezcla de nutrientes que, en concentraciones adecuadas y en
condiciones fisicas Optimas, permiten el crecimiento de los microorganismos. Estos medios son
esenciales en el Laboratorio de Microbiologia por lo que un control en su fabricacion,
preparacion, conservacion y uso asegura la exactitud, confiabilidad y reproducibilidad de los
resultados obtenidos (Gutiérrez, 2001, p. 1)

Los aditivos microbianos generalmente presentan pH bajo, estan compuestos por lactobacilos,
levaduras y 4&cidos organicos de cadena corta. Su uso permite controlar el desarrollo de
microrganismos patdégenos como Escherichia coli, disminuir la incidencia de diarreas
incrementar la retencién de energia y generar mayor ganancia de peso (Borrés et al., 2017, p. 28).
Asi mismo, las propiedades acidificantes de estos aditivos, mejoran la funcionalidad intestinal y

promueven mayor control del crecimiento de microorganismos sensibles, favorecen las

1



condiciones ecoldgicas intestinales, aumentan el consumo voluntario de alimento y reducen la
mortalidad (Borrés et al., 2017, p. 28).

El objetivo general de esta investigacion es elaborar y caracterizar preparados microbianos a partir
de ocho cepas de Lactobacillus aisladas del tracto digestivo del cerdo, utilizando componentes
nacionales para el crecimiento de los mismos, evaluando su capacidad de crecimiento, produccion
y estabilidad, con el fin de determinar las caracteristicas microbioldgicas y quimicas de los

preparados .



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Anatomia del sistema digestivo del cerdo

El tracto digestivo puede ser considerado como un tubo que comienza en la boca y termina en el
recto. En cierto aspecto su contenido puede ser considerado como externo al cuerpo. La parte
posterior de la boca se abre dentro de la faringe la cual es el area comun para el paso tanto de
pienso como de aire. Una valvula o colgajo de tejido Ilamado paladar blando se mueve de forma
automatica para proteger la abertura dentro de la trdquea o cuando se traga. Las tonsilas (o
amigdalas) del cerdo estan situadas en la superficie del paladar blando. El es6fago es el tubo que
conduce el pienso desde la faringe hacia el estbmago (CIAP 2014, p. 1), como se observa en la figura
1-1.

ooty e b

Figura 1-1: Sistema digestivo Porcino
Fuente: El sitio porcino, 2014.



1.1.1. Intestino delgado

(Derouchey, 2014, p. 2) menciona que el intestino delgado es el lugar principal de absorcion de
nutrientes, y esté dividido en tres secciones. La primera seccion es el duodeno. El duodeno tiene
aproximadamente 12 pulgadas de largo y es la porcion del intestino delgado con los conductos
hacia el pancreas y el higado (vesicula biliar).

(Aguavil 2012, p. 103) manifiesta que las partes de intestino delgado son;

1.1.2. Duodeno

La reaccion del contenido del duodeno es casi siempre &cida, presentando un pH de 6,3 por lo que

posiblemente el jugo gastrico ejerce aqui la mayor parte de su accion.

1.1.3. Yeyuno

El yeyuno consta de unas diez asas pequefias, dispuestas como una guirnalda y suspendidas de
una parte del mesenterio. Presenta un pH de 7,04.

1.1.4. Tleon

El ileon, cuya estructura es estirada y se encuentra en el centro de la cavidad abdominal, el pH es
de 7,59.

1.2.Flora intestinal del lechén

Cada especie animal tiene una flora intestinal caracteristica, manteniendo su equilibrio bacteriano
en funcion de distintos factores, pero fundamentalmente de la alimentacion. No obstante, existen
diferentes tipos de microorganismos que resultan beneficiosos para cualquier especie animal. Uno
de ellos son los Lactobacillus que se encargan de descomponer los principios nutritivos que no
han sido digeridos en otras partes del tubo digestivo. Un segundo grupo estaria formado por las
bifidobacterias, responsables de la sintesis de vitaminas sobre todo las del grupo B, las levaduras
encargadas del mantenimiento de la estabilidad intestinal y otras bacterias pertenecientes a varios
géneros que intervienen en el mantenimiento de la integridad de la mucosa intestinal. Junto a estos
microorganismos destaca una flora subdominante compuesta por Enterobacterias, Enterococos,
E. coli y gérmenes oportunistas. Y, finalmente, hay un tercer grupo de micro- organismos
fluctuantes con poder patdgeno potencial formado por Clostridium spp. Proteus spp,
Staphylococcus spp, Psudomonas spp (Quiles, 2007, p. 19 - 27).
4



1.3. Bacterias acido-lacticas

Las BAL son un grupo grande de bacterias con la caracteristica comun de producir &cido lactico
como el principal producto final del metabolismo; se encuentran en la leche y en otros ambientes
naturales. Las bacterias lacticas son Gram positivas, acidos tolerantes, soportan rangos de pH
entre 4.8 y 9.6, lo que les permite sobrevivir naturalmente en medios donde otras bacterias no
sobrevivirian. Las bacterias lacticas tienen formas de cocos o de bastoncitos y son catalasa

negativa (Noboa, 2015, p. 11).

1.3.1. Clasificacién de las bacterias acido-lacticas

Las BAL pertenecen al phylum Firmicutes que comprende alrededor de 20 géneros; Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenooccus, Vagococcus y Weisella son los principales
miembros de las BAL, siendo Lactobacillus el mas grande de estos géneros. El tipo y
caracteristicas de los organismos indicadores son utilizados en la produccion de leches
fermentadas, son los mas importantes factores que determinan la seleccion de indicadores incluye
acidificacion, aroma, sabor, estabilidad y textura. Estos pueden clasificar de varias maneras,
dependiendo de su forma, temperatura de crecimiento, funciones etc. Segun la fermentacion de la
lactosa las BAL se clasifican en homofermentativas (producen solo acido lactico) vy
heterofermentativas (producen acido lactico y otras sustancias) y segun la temperatura de

crecimiento en mesofilos y termofilos (Parra, 2010, p. 96), como se muestra en la figura 2-1.

1.3.1.1. Homofermentativas

El grupo homofermentativo compuesto de Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus y
Streptococcus, utilizan la ruta Embden—Meyerhott-Parnas al convertir 1 mol de glucosa en dos
moles de acido lactico, ademas que se produce mas del 85% de acido lactico a partir de glucosa.
En contraste, las Bacterias heterofermentativas producen cantidades equimolares de lactato, CO;
y etanol a partir de glucosa usando la hexosa monofosfato o la via de las pentosas, y asi solamente

generan la mitad de la energia del grupo homofermentativa (Parra, 2010, p. 97).
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Figura 2-1: Fermentacion Homolactica
Fuente: Parra, H. 2010.

1.3.1.2. Heterofermentativas

Producen solamente 50% de &cido lactico. Estas fermentan 1 mol de glucosa para formar 1 mol
de &cido l4ctico, 1 mol de etanol y 1 mol de CO,, 1 mol de ATP es generada por mol de glucosa.
Este grupo estd compuesto de un nimero de géneros incluyendo; Lactococcus, Lactobacillos,
Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus. Este grupo de bacterias contiene la
enzima fosfocetolasa, pero carece de la aldolasa y hexosa isomerasa; asi que, en lugar de seguir

la via (EMP), utilizan las vias de la hexosa monofosfato o la de la pentosa (Parra, 2010, p. 97).



1.3.2. Bacterias acido-lacticas presente en microflora intestinal del lechén

Normalmente, los lechones se encuentran estériles o exentos de microorganismos en el Gtero de
la cerda, aunque algunos patégenos como el virus del PRRS pueden infectar a los lechones en el
Utero materno. Ahora bien, pasadas algunas horas ya podemos encontrar colonias de bacterias en
el lechon procedentes bien de la propia cerda (fundamentalmente a partir de las heces y del canal
del parto) o bien de la sala de partos, de tal manera que, a las 12 horas de vida, ya podemos
detectar en las heces de los lechones una cifra de 108- 109 bacterias/g de heces. Estas bacterias
buscan el nicho mas adecuado, donde compiten e interaccionan entre si, constituyendo finalmente
una poblacidn relativamente estable y compleja que representa a la flora intestinal saprofitica. Las
primeras bacterias en colonizar el tubo digestivo son cepas no patogenas de E. coli, Clostridium
welchii, Estreptococos (Streptococcus faecium), lactobacilos (Lactobacillus acidophylus) vy
Bacteroides, éstos Ultimos son los mas numerosos del intestino grueso a partir del 2° dia, junto
con Eubacterium, Bididobacterium, Propionibacterium, Fusobacterium y Clostridium; por el

contrario, los lactobacilos son los mas numerosos en el estomago y en el intestino delgado (Quiles,
2007, p. 24).

1.4. Preparado microbiano

La mayoria de las BAL son mesofilicas, aunque algunas son capaces de crecer a temperaturas de
5 °C y otras a 45 °C; toleran bien concentraciones relativamente altas de acidos y valores de pH
mas bajos que el resto de las bacterias; algunas pueden crecer a pH de 3, otras entre 6 y 9, pero la
mayoria crece a un pH entre 4 y 4,5, por lo que pueden ser desplazadas de los habitats que
colonizan. Para que un organismo sea considerado probidtico debe cumplir, primero, una
caracterizacion in vitro, la cual contemplara estabilidad fenotipica y genotipica, seguida de
patrones de utilizacion de carbohidratos y proteinas, tales como resistencia a la acidez gastrica 'y
a la bilis, adhesién al epitelio intestinal, resistencia a lisozima y capacidad de utilizar prebidticos;
estos dos Ultimos pueden ser opcionales. Ademas, pruebas o ensayos in vivo e in vitro que
demuestren el o los efectos probioticos adjudicados, y no presentar resistencia a anti- biéticos ni

determinantes de patogenicidad (Borras et al., 2017, p. 9).

1.4.1. Medios de cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes
que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos. La diversidad

metabolica de estos es tan grande que la variedad de medios de cultivo es enorme, no existiendo



un medio de cultivo universal adecuado para todos ellos, ni siquiera refiriéndonos a las bacterias

con exclusividad (Fontalvo, 2018, p. 23).

1.4.2. Preparacion de medios de cultivo

En la actualidad, la mayoria de los medios de cultivo se encuentran comercializados; normalmente
bajo la forma de liofilizados a los que es preciso rehidratar. En estos casos la preparacion del
medio de cultivo se reduce sencillamente a pesar la cantidad deseada del mismo y disolverla en
agua destilada siguiendo las instrucciones del fabricante. Las sustancias termolabiles, se
esterilizan por filtracién y se afiaden al resto de los componentes después de que estos hayan sido
previamente esterilizados en el autoclave y enfriados a temperatura ambiente o a 40-50°C si se
trata de medios con agar. Antes de su esterilizacion los medios liquidos se reparten en los
recipientes adecuados (tubos, matraces, etc.). Si es un medio sélido y se ha de distribuir en tubos
0 en matraces sera necesario fundir el agar en bafio Maria u horno microondas, una vez fundido
y homogenizado, se distribuye en caliente a los tubos o0 matraces (no en placas Petri) se tapa y se
esteriliza en el autoclave. Una vez finalizada la esterilizacion los medios se dejaran enfriar a
temperatura ambiente y en el caso de medios sélidos contenidos en tubos deberan, en su caso,
inclinarse para que al solidificarse adopten la forma de agar inclinado o pico de flauta (slant) si
tal es su finalidad. Las placas de Petri se preparan vertiendo el medio fundido y estéril dentro de
ellas y en un ambiente aséptico (por ejemplo, en la proximidad de la llama de un mechero Bunsen)
es conveniente homogenizar el medio en el transcurso de la operacion para evitar que el agar
sedimente en el fondo del recipiente y no se distribuya por igual en todas las placas. También es
posible conservar el medio destinado a preparar placas Petri solidificado y estéril en tubos que se
fundiran al bafio Maria en el momento de la preparacion de estas. Los caldos y medios sélidos
pueden conservarse, una vez esterilizados, a temperatura ambiente, pero para reducir su
deshidratacion y el consiguiente cambio en las concentraciones de sus componentes es preferible
conservarlos a 4°C (Fontalvo, 2018, p. 27).

La formulacion del preparado microbiano utilizado en la investigacion se describe en la tala 1-1.

Tabla 1-1: Formulacion del preparado microbiano

Agua 45 %
Cultivo bacteriano 33%
Melaza 20 %
Ureas 1%
Sales minerales 20 %

Realizado por: Ponce, 2021.



1.5. Probidticos

Un probidtico es un “microorganismo vivo que cuando se administra en la cantidad adecuada, le
genera un efecto benéfico al huésped”. Los probioticos pueden ser tutiles en las producciones
pecuarias porque mejoran el bienestar de los animales, disminuyen los problemas de salud y, por
ende, pueden aumentar la productividad; ademas de estar acorde con las normas legales y las
exigencias para alimentos funcionales bio-seguros del consumidor PRP (Giraldo et al., 2015, p. 148).
El término “probioticos” fue introducido por primera vez en 1965 por Lilly y Stillwell; a
diferencia de los antibidticos, los prebiodticos fueron definidos como factores de origen
microbiano que estimulan la proliferacion de otros organismos. En 1989, Roy Fuller destaco el
hecho que para considerarse probidtico, el microorganismo en cuestion debia estar presente en

estado viable, e introdujo la idea de su efecto beneficioso sobre el huésped (Organizacion Mundial de
la Salud 2011, p. 29).

1.5.1. Historia de los probiéticos

El término probidtico es una palabra relativamente nueva que significa “a favor de la vida” y
actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos beneficiosos para los seres
humanos y los animales. La observacién original de la funcién positiva desempefiada por algunas
bacterias se atribuye a Eli Metchnikoff, ruso galardonado con el premio Nobel por sus trabajos
en el Instituto Pasteur a comienzos del siglo pasado, que afirm6 que "la dependencia de los
microbios intestinales con respecto a los alimentos hace posible adoptar medidas para modificar
la flora de nuestro organismo y sustituir los microbios nocivos por microbios Utiles" (FAO y OMS
20086, p. 52).

1.5.2. Caracteristicas de los probiético

Los microorganismos probioticos son bacterias acido-lacticas que pertenecen a los geéneros
Lactobacillus y Bifidobacterium y tradicionalmente se han clasificado con base en sus
propiedades morfoldgicas, crecimiento a diferentes tempera- turas, capacidad fermentadora de
glucosa y otros carbohidratos y la configuracién del acido lactico producido. Los Lactobacillus
son bacilos gram positivos, no esporulados, aerotolerantes, acido-tolerantes, catalasa negativa,
carentes de citocromo; aunque se presentan excepciones cuando algunas especies cultivadas en
medios ricos en hematina o compuestos relacionados pueden sintetizar catalasa; también son
estrictamente fermentadores produciendo una gran diversidad de &cidos, sien- do el principal el

lactico. Las especies del género Bifidobacterium son cocobacilos grampositivos, no esporulados,



generalmente anaerobios estrictos, pero pueden crecer bajo condiciones microaerdfilos cuando

estan en presencia de CO2 (Salazar, Montoya, 2003, p. 22).

1.5.3. Mecanismo de accién de los probioticos

Los aditivos o probidticos son sustancias 0 compuestos usados en la formulacién de alimentos

para animales, con el objetivo de:

e Complementar las necesidades nutricionales para mejorar la produccion animal, en particular
afectando la flora gastrointestinal o mejorando digestibilidad de otros ingredientes.

e Afectan favorablemente las caracteristicas de los ingredientes de la dieta.

e Previene o reduce el efecto dafiino causado por la excrecién de los animales mejorando el
medio ambiente

e Crea condiciones favorables en el intestino delgado bajo el control o modulacion de la
poblacion bacteriana de los animales para mejorar la digestion de los alimentos.

e Mejoran el olor, sabor y la preservacion de los alimentos para animales.

e También ayudan a mantener bajo control a organismos potencialmente dafiinos en los
intestinos (bacterias dafiinas y levaduras). Actllan colonizando el intestino delgado y
desplazando los organismos causantes de enfermedades, por lo cual restauran el equilibrio
adecuado de la flora intestinal.

e Estimulan el sistema inmunolégico del cuerpo, también pueden ayudar a combatir varias

enfermedades gastrointestinales (Suarez, Guevara, 2017, p. 23).

1.6. Requisitos que deben cumplir los probidticos

(Salazar, Montoya, 2003, p. 22), manifiesta; Las cepas de microorganismos probi6ticos deben presentar
y mantener unas caracteristicas que garanticen su crecimiento y supervivencia en el alimento que
lo contiene o al que se adiciona, como también durante su transito a través del estdmago e intestino
delgado, y su capacidad de adherirse a las mucosas del intestino grueso. Entre las principales

caracteristicas se encuentran:

1.6.1. Viabilidad durante el procesamiento y almacenamiento del alimento.

La viabilidad es la capacidad que tienen estos microorganismos de permanecer vivos, tanto en el
alimento como en el intestino del consumidor durante un tiempo determinado, con el fin de lograr
los beneficios de dichos alimentos. La viabilidad esta relacionada con el método de produccion y

con el microorganismo adicionado al producto fermentado. En Colombia, se exige que las leches
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fermentadas con probidticos deben presentar una viabilidad en Unidades Formadoras Colonias

(UFC) de concentraciones no menores de 106 UFC /g durante un periodo minimo de 21 dias
(Tuomola et al., 2001, p. 73).

1.6.2. Estabilidad frente a acidos gastricos y bilis.

Estos microorganismos deben de resistir las concentraciones de &cido y sales biliares del
estdbmago o intestino delgado de los seres humanos y animales. Para comprobar la resistencia a
estos medios adversos existe una prueba que se realiza in vitro a pH=2 y con las sales biliares a
una concentracion de 0.3% p/v; porque no todas las especies de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium presentan esta caracteristica, por lo tanto, es un criterio importante para
seleccionar un microorganismo probiético (Shah, 2001, p. 46-52).

1.6.3. Adherencia a la mucosa intestinal

Los microorganismos probidticos tienen la capacidad de sintetizar un biosurfactante de
composicién glicoproteina, el cual favorece la adhesion a las superficies de las células M y/o a
las placas de peyer, y de esta manera compiten con los microorganismos enteropatdgenos e
impiden que éstos colonicen el intestino, lo que conlleva en Gltima instancia a estimular el sistema
inmunolégico, presentdndose un aumento en los niveles de algunas Inmunoglobulinas en el
organismo. Esta propiedad se comprob6 en estudios in vitro sobre las lineas celulares Caco-2 y

Ht-29 (Bernet et al., 1993, p. 4121).

1.6.4. Produccion de sustancias antimicrobianas

Cuando estos microorganismos metabolizan carbohidratos, sintetizan compuestos como: acido
lactico, férmico, acético; peroxido de hidrégeno, aniones super 6xido y radicales hidroxilo;
dioxido de carbono, diacetilo, acetaldehido e isomeros D de aminoacidos. También pueden
sintetizar algunas sustancias llamadas bacteriocinas como la reuterina, de naturaleza no proteica
con bajo peso molecular que ejercen una accién antimicrobiana, al actuar sobre estructuras
especificas de los diferentes microorganismos que ellos inhiben. Esto cobra mayor importancia
cuando tales microorganismos son patégenos, como es el caso de la Escherichia coli,

Pseudomonas spp., Clostridium perfringens y Cl. difficile principalmente (Bezkorovainy, 2001, p. 73).
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1.6.5. Funcién de los probidticos

Los probidticos son considerados ‘“alimentos funciOnales”, en otras palabras, alimentos
enriquecidos que no solo aportan a quien los ingiere beneficios netamente nutricionales, sino
también otros que los permiten mejorar su salud. Asi, tanto probiéticos, como prebidticos, ademas
de nutrir a quien los consume, colonizan el intestino modificando positivamente la flora intestinal

y mejorando el funcionamiento del sistema inmune y, por tanto, la salud global del organismo
(Gualpa, Rubio, 2018, p. 101).

(Quiles, 2007, p. 21) manifiesta, los efectos beneficiosos de los probidticos;
e No producen resistencias bacterianas

¢ Regulan la flora intestinal

e Estimulan el sistema inmunitario

e Reduce las acciones inflamatorias

e Previenen la colonizacion de microorganismos patdgenos

e Incrementan la produccion de acidos grasos volatiles

e Incrementan la sintesis de vitaminas del grupo B

e Mejoran la absorcion de minerales

e Mejora la utilizacion de los nutrientes de la dieta

1.6.6. Efecto de los probi6ticos sobre la microbiota y el tracto gastrointestinal en cerdos

Las bacterias probi6ticas son transferidas desde la cerda a los lechones por contacto con las heces
maternas, antes de que éstos inicien el consumo de alimento solido. En el periodo del destete se
genera una disrupcién en la microbiota normal del tracto gastrointestinal con cambios en la flora
bacteriana del ciego, aumento en las enterobacterias y disminucion de las bacterias acido-lacticas
que abundan en el lechén lactante. Simultdneamente, suceden cambios en la histologia del ciego,

aumentéandose la actividad proliferativa de las criptas y del sistema inmune en la mucosa cecal
(Giraldo et al., 2015, p. 149).
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

La presente investigacion se realiz en el Laboratorio de Ciencias Bioldgicas de la Facultad de
Ciencias Pecuarias, de la ESPOCH, ubicada en la matriz, en la ciudad de Riobamba, Km 1 ¥ de
la Panamericana Sur, la misma que tuvo una duracion de 60 dias.

Las condiciones meteoroldgicas donde se realizd la presente investigacién presentan los

siguientes parametros que se detallan en la tabla 1-2.

Tabla 1-2: Condiciones meteoroldgicas

PARAMETRO PROMEDIO
Altitud 2754 msnm
Temperatura 13,5°C
Humedad Relativa 75,8 %
Viento 1,6 m/s
Precipitacion 8.8 mm H20

Fuente: Estacion Meteoroldgica
Realizado por: Ponce, 2021.

2.2.Unidades experimentales

Para el presente trabajo investigativo se utilizaron 8 cepas de Bacterias Acido-Léacticas (1,5 ml),
las mismas que se obtuvieron a partir del tracto digestivo de dos cerdos Landrace. Se trabaj6 con
8 preparados, 3 repeticiones por cada uno y a diferentes horas (4-8-12-16-20-24 horas).

2.3. Materiales, equipos y reactivos

Los materiales, equipos e instalaciones que se utilizaron en la presente investigacion son los
siguientes:
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2.3.1. Materiales

2.3.1.1. De campo

e Cerdos

e Cuaderno de apuntes
e Esferogréficos

e Marcador de vidrio

e Etiquetas adhesivas

e Cilindro de gas

e Tijera
e Bisturi
e Fdsforos

e Funda ziploc
o Hielera
e Splay de alcohol

e Splay de amoniaco

2.3.1.2. De Laboratorio

e Papel aluminio

e Papel bond

e Papel absorbente

o Papel termo resistente
e Papel film

e Asade siembra

o Mechero

e Tubos de ensayo

e Gradillas

e Vaso termo resistente
e Varillas de agitacion magnética
e Pipetas de 10 ml

e Pipetas de 5 ml

e Puntasde 1 ml

e Cajas petri vidrio

o Cajas petri plastico
14



Probeta de 10 ml

Probeta de 100 ml

Probeta de 250 ml

Probeta de 500 ml

Vaso de precipitacion de 250 ml
Vaso de precipitacion de 500 ml
Vaso de precipitacion 1000 ml
Desecador

Erlenmeyer de 100 ml
Erlenmeyer de 2000 ml

Pinzas

Piseta

Pipeta pasteur

Porta objetos

Pera de succion

Vidrio reloj

Espatula

Fundas Stomacher

Guantes

Cofia

Uniforme

Mandil

2.3.2. Equipos

2.3.2.1. De campo

Balanza 5 Kg
Computadora

Céamara fotogréfica

2.3.2.2. De laboratorio

Balanza analitica, sensibilidad 0.001 g
Cabina de flujo laminar

Incubadora
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e Lampara UV ultravioleta
e Equipo de diseccion

e Estufa

e Probetas graduadas

e Agitador magnético

e Mesa de diseccion

e Equipo Tincion de Gram
e Estomacher

e Agitador Vortex

e Autoclave

e Bafo Maria

e Ph metro

e Contador de colonias

e Colorimetro

2.3.2.3. Reactivos

e Reactivos Tincion de Gram

e Agar MRS
e Caldo MRS
e Peptona

e Agua oxigenada

e Agua destilada

e Tiras de Oxidasa

e Acido Clorhidrico
e Perdxido de Potasio

e Bullis de buey deshidratada

2.3.3. Tratamiento y disefio experimental

Se realiz6 un andlisis descriptivo de los ocho preparados microbianos a partir de los Lactobacillus
(L. fermentarum, L. delbrueckii, L. reuteri, L. casei, L. acidiphilus, L. brevis, L. johnsonii, L.

plantarun). Para lo cual se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo bifactorial, factor

A (cepas), factor B (horas).
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2.3.4. Esquema del experimento

En latabla 2-2, se describe el disefio del esquema del experimento

Tabla 2-2: disefio del esquema del experimento

TRATAMIENT HORAS - Total
O (factor A) (factor B) CODIGO | REPETICIONES | TUE Observaciones
4 T1-4
8 T1-8
12 T1-12
L. fermentarum 16 T1-16 3 6 18
20 T1-20
24 T1-24
4 T2-4
8 T2-8
B 12 T2-12
L. delbrueckii 6 216 3 6 18
20 T2-20
24 T2-24
4 T3-4
8 T3-8
. 12 T3-12
L. reuteri 16 T316 3 6 18
20 T3-20
24 T3-24
4 T4-4
8 T4-8
12 T4-12
16 T4-16 3 6 18
20 T4-20
L. casei 24 T4-24
4 T5-4
8 T5-8
12 T5-12
16 T5-16 3 6 18
20 T5-20
L. acidiphilus 24 T5-24
4 T6-4
8 T6-8
12 T6-12
16 T6-16 3 6 18
20 T6-20
L. brevis 24 T6-24
4 T7-4
8 T7-8
12 T7-12
16 T7-16 3 6 18
20 T7-20
L. johnsonii 24 T7-24
4 T8-4
8 T8-8
12 T8-12
16 T8-16 3 6 18
20 T8-20
L. plantarun 24 T8-24
TOTAL 144

Realizado por: Ponce, B. 2021
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2.4. Mediciones experimentales

e Ph

e Acido lactico (%)

e Viabilidad (%)

e Unidades formadoras de colonias (UFC/ml)

e Color

2.5. Andlisis estadisticos y pruebas de significancia

Los datos obtenidos fueron sometidos a los siguientes analisis estadisticos:
Anélisis de Varianza (ADEVA), con una significancia al 5% (p > 0,05)
Separacion de medias segn Tukey, con una significancia al 5% (p > 0,05)

En latabla 3-2 se indica el esquema del ADEVA

Tabla 3-2: Esquema de la ADEVA

Fuentes de Varianza Grados de Libertad
CEPAS
HORAS
CEPAS*HORAS 35
Error 96
Total 143

Realizado por: Ponce, B. 2021

2.5.1. Procedimiento Experimental

Previo al ensayo se realizé la limpieza del laboratorio, materiales y equipos, posterior a esto se
efectud el descongelamiento de las cepas de lactobacillus para llevar a cabo la elaboracion del
preparado microbiano. De cada cepa se prepararon 1000ml de preparado microbiano en
proporcién 33% solucién madre, 45% agua, 20 melaza, 1% urea y 1% sales minerales. Después

de la elaboracién de los preparados microbianos se caracteriz6 cada uno de ellos.

2.5.2. Metodologia de Evaluacion

2.5.2.1. pH

La determinacion de pH se realiza empleando un medidor del pH, calibrado y capaz de reproducir

valores con variaciones méaximas de + 0,05 unidades de pH. La resolucion del instrumento debera
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ser de por lo menos 0,01 unidades de pH. Las mediciones se realizan a 25 + 2 °C, a menos que se
especifique de otro modo en la monografia correspondiente (Villareal, 2012, p. 2).

2.5.2.2. Acido lactico

La acidez se mide por titulacion y corresponde a la cantidad de hidréxido de sodio utilizado para
neutralizar los grupos acidos. Este valor puede expresarse de diversas maneras: en “grados
Dornic” (°D) que corresponde al volumen de solucidén de hidroxido de sodio N/9 utilizada para
titular 10 ml de muestra en presencia de fenolftaleina. Este resultado expresa el contenido en acido
lactico. Un grado Dornic equivale a 0,1 g/l de &cido lactico 6 0,01% o en gramos de acido lactico
por litro o por kilogramo. Si se utiliza hidréxido de sodio N/9 con 10 ml de muestra , el volumen

de reactivo en ml da directamente el resultado (Negri, 2005, p. 155).

2.5.2.3. Viabilidad

Culturas en estacionaria fase (108 a 109 UFC / ml) se obtuvieron después de 20 a 24 h de
incubacién (OD 600nm 1.1 a 1.2). Se determin0 la resistencia a la bilis por medio de dos métodos
diferentes: Se determinaron los recuentos viables extraido en agar TPY en presencia (TPY — bilis)
y ausencia (TPY) de bilis de buey colocando diluciones apropiadas hechas en 0.1%triptona. Las
placas se incubaron durante 72 ha 37 ° C en condiciones anaerdbicas. Los experimentos se
realizaron por duplicado y solo se consideraron placas con 30 a 300 colonias. La proporcion de
bilis bacterias resistentes se calculé de la siguiente manera: R%[(UFC / ml) TPY — bilis100] /
(UFC / ml) TPY (Kociubinski, et al., 1999, p. 907).

2.5.2.4. UFC/ml

El recuento con cuentacolonias puede ser contada toda la placa o por cuadrantes, finalizado el
tiempo de incubacidn se realiza el recuento, se toman en cuenta Unicamente aquellas cajas Petri
que tengan entre 30 y 300 colonias. Este nimero de colonias es estadisticamente representativo.

Aquellas placas que tengan méas de 300 colonias se reportan como incontables (lzurieta 2011, p. 11).

2.5.2.5. Color

Las técnicas colorimétricas se basan en la medida de la absorcion de radiacién en la zona visible

por sustancias coloreadas. En principio todos los sistemas que cuantifican el color a partir de tres

variables poseen aspectos colorimétricos: Luminancia, Longitud y Pureza. Esta técnica suministra

informacién cualitativa y cuantitativa sobre sustancias en disolucion, el colorimetro en un
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instrumento disefiado para dirigir un haz de luz paralela monocromatica a través de una muestra

liquida y medir la intensidad del haz luminoso emergente (Aparicio, 2017, p. 19).

2.5.3. Metodologia

2.5.3.1. Fase de Laboratorio

Se trabajoé con ocho cepas de lactobacillus procedentes del tracto digestivo del cerdo;
Lactobacillus fermentarum, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidiphilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarun.
2.5.3.2. Descongelamiento de las cepas

Las cepas de Lactobacillus se encontraron conservadas en glicerol al 30% en un crio congelador
de nitrégeno liquido a temperatura inferior de -196 °C. Su descongelacién duro aproximadamente
40 minutos a temperatura ambiente.

2.5.3.3. Nutricidn de las cepas

Una vez descongeladas las cepas se las nutre en caldo MRS por 18 horas a 35°C, de esta manera

la viabilidad de las cepas se garantiza en el preparado microbiano.

2.5.3.4. Concentracion de bacterias

Para medir la concentracién de las bacterias se utiliz6 el método de conteo de colonias en caja
petri, con la utilizacion del equipo cuentacolonias.

Para el conteo se siembran volimenes conocidos de cada dilucion, luego se incuba a 35 — 37 °C,
durante 24 0 48 horas, finalizado el tiempo de incubacion se realiza el recuento. Se toma en cuenta
Unicamente aquellas cajas Petri que tengan entre 30 y 300 colonias.

2.5.3.5. Formulacion del preparado microbiano

e Se selecciond un tubo ependor de cada una de las bacterias conservada.

o Se realiz6 una siembra de cada cepa en Agar MRS, con Ph 5.3, a 37°C por 48 horas.
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e Setomo un raspado de cada caja petri y se inocul6 en el medio de cultivo Caldo MRS, para
obtener una solucion madre del preparado microbiano y se lo colocd en condiciones
anaerobias a 28°C por 48 horas.

e Para la activacién de preparado microbiano se tomé una muestra de 10 ml de la solucién
madre con una pipeta para inocularlo en una solucion de agua mas melaza (proporcion 50/50).

e Se preparo el sustrato para el preparado microbiano; agua 45%, melaza 20%, sales minerales
1%, urea 1% y solucion madre 33%.

2.6.pH

La determinacion de pH se realiza empleando un medidor del pH, calibrado y capaz de reproducir
valores con variaciones maximas de * 0,05 unidades de pH. La resolucion del instrumento debera
ser de por lo menos 0,01 unidades de pH. Las mediciones se realizan a 25 + 2 °C, a menos que se
especifique de otro modo en la monografia correspondiente. (Villareal, 2012, p. 2)

La determinacion del pH se realizé con el pH-metro, en cada uno del medio de cultivo de melaza,
el cual se sumergia el electrodo en el biopreparado por un periodo de tiempo de 1 minuto y la
herramienta de medicién producia resultados cuantificables de forma digital. Las mediciones de

pH se las realizo cada 4 horas en un periodo de 24 horas (Ponce, 2021).

2.7. Acido lactico

La acidez se mide por titulacion y corresponde a la cantidad de hidréxido de sodio utilizado para
neutralizar los grupos acidos. Este valor puede expresarse de diversas maneras: en “grados
Dornic” (°D) que corresponde al volumen de solucion de hidroxido de sodio N/9 utilizada para
titular 10 ml de muestra en presencia de fenolftaleina. Este resultado expresa el contenido en acido
lactico. Un grado Dornic equivale a 0,1 g/l de acido lactico 6 0,01% o en gramos de &cido lactico
por litro o por kilogramo. Si se utiliza hidroxido de sodio N/9 con 10 ml de leche, el volumen de
reactivo en ml da directamente el resultado (Negri, 2005, p. 155).

Para la determinacion de acidez titulable del medio de cultivo se procede a llenar una bureta con
solucion de hidréxido de sodio (NaOH) al 0,1N. Por otro lado, se toman 10mL de muestra del
medio de cultivo a evaluar en un matraz Erlenmeyer y se adicionan 4 gotas de fenolftaleina al 1%
como indicador. Para la titulacion se adiciona gota a gota la solucion de NaOH, esto a la vez de
estar agitando lentamente el Erlenmeyer. La titulacion se da por terminada cuando en la muestra

persista un color rosa-tenue.
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2.8. Viabilidad

Se inocul6 el 5 % del concentrado celular ajustado en caldo MRS con y sin 0,3 % de sales biliares
(Bacto-Oxgall, Difco ®, EUA). Todas las variantes se incubaron a 37 °C y se midi6 el crecimiento
celular (D.O.A560nm) mediante un espectrofotometro, a intervalos de dos horas, hasta las 24
horas de incubacién. Una bacteria se considera resistente a las sales biliares cuando presenta
D.0.A560 nm >0,3 después de 3h de incubacion en presencia de 0,3 % de sales biliares. Se
determind el porcentaje de sobrevivencia segun lo descrito por Kociubinski et al. Donde: R= (Log
UFC/ml CSB 0,3%) / (Log UFC/mI MRS) x 100, a las tres horas de tratamiento. Las cepas se
clasificaron como resistentes por encima del 68 % (R), tolerantes entre 34,0 - 66,9 % (T) y

sensibles por debajo de 33,9 % (Vera-Mejia et al. 2018).

2.9.UFC

Cuando la carga bacteriana es alta se toma en cuenta un cuadrante con carga alta, un cuadrante
con carga media y un cuadrante con carga baja, se realiza la sumatoria de los tres cuadrantes y se
saca el promedio, finalmente el promedio se multiplica por 65 (lzurieta, 2011, p. 15).

No. Colonias = (CA+CM+CB / 3) *65

2.10. Color

Las técnicas colorimétricas se basan en la medida de la absorcion de radiacién en la zona visible
por sustancias coloreadas. En principio todos los sistemas que cuantifican el color a partir de tres
variables poseen aspectos colorimétricos: Luminancia, Longitud y Pureza. Esta técnica suministra
informacién cualitativa y cuantitativa sobre sustancias en disolucion, el colorimetro en un
instrumento disefiado para dirigir un haz de luz paralela monocromaética a través de una muestra
liquida y medir la intensidad del haz luminoso emergente (Aparicio, 2017, p. 19).

Para determinar la diferencia total de color entre las coordenadas, se debe usar la siguiente
formula:

AE* = (AL*2 + Aa*2 + Ab*2) %

Es importante destacar que delta E, sélo indica la magnitud de la diferencia total de color pero no

indica cuan correcta es. (MINOLTA 2020, p. 4)
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CAPITULO 11

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Identificacion de los aislamientos bacterianos

Una vez seleccionadas las colonias se confirmé mediante la tincion de Gram la morfologia y
caracteristicas de las bacterias lacticas, obteniendo los siguientes resultados que observamos en

la tabla 1-3.

Tabla 1-3: Pruebas morfolégicas de los géneros Lactobacillus y Bacillus

Género Forma | Tamafio Color Superficie Tincién Agrupacion
L. fermentarum Bacilo | 0,5 mm Crema Liza Positivo Cadena
L. delbrueckii Bacilo | 1 mm Blanca Céncava Positivo Cadena
L. reuteri Bacilo | 2—3 mm Crema Liza Positivo Cadena
L. casei Bacilo | 2—3 mm Crema Céncava Positivo Cadena
L. acidiphilus Bacilo | 4—-5mm Blanca Concava Positivo Cadena
L. brevis Bacilo | 2 mm Blanca Céncava Positivo Cadena
L. johnsonii Bacilo | 5 mm Blanca Céncava Positivo Cadena
L. plantarun Bacilo | 0,1 mm Crema Céncava Positivo Cadena

Realizado por: Ponce, 2021.

(Aparicio, 2016, p. 44) menciona que esta tincién nos permite examinar y diferenciar con exactitud,
mediante los diversos colorantes y el microscopio, las bacterias Gram negativas de las Gram
positivas. La clave de esta tincion esta en la capa de peptidoglicano que poseen las bacterias en
su pared, ya que en las bacterias Gram positivas es mas gruesa, lo que permite al afiadir el cristal
violeta, que se quede dentro y le dé la tonalidad azul/morado, al contrario que las bacterias Gram
negativas, la capa de petidoglicano es mas delgada, y al afadir alcohol arrastra consigo el
colorante que no ha conseguido adherirse a la pared. Por lo que para distinguir las bacterias Gram
positivas (las cuales estan ya tefiidas) de las Gram negativas (estan sin tefiir) se les aflade Safranina
para tefiir las bacterias Gram negativas de color rojo y sea mas facil localizarlas en el microscopio,
y contrastarlas con las positivas. De esta forma también se puede diferenciar la morfologia que

presentan las bacterias (bacilos, cocobacilos y cocos), la mimas que se describe en la tabla 2-3.
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Tabla 2-3: Pruebas Bioquimicas de los géneros Lactobacillus y Bacillus

Género Catalasa Oxidasa Peroxido K Bilis de Buey
L. fermentarum Negativo Negativo Negativo 83.30%
L. delbrueckii Negativo Negativo Negativo 74.55%
L. reuteri Negativo Negativo Negativo 65.77%
L. casei Negativo Negativo Negativo 86.70%
L. acidiphilus Negativo Negativo Negativo 57.04%
L. brevis Negativo Negativo Negativo 77.00%
L. johnsonii Negativo Negativo Negativo 71.83%
L. plantarun Negativo Negativo Negativo 64.43%

Realizado por: Ponce, B. 2021

3.2.PH

El pH durante las 24 horas de evaluacion tuvo diferencias altamente significativas (P<0,0001), es
asi que al inicio tubo una media de 4,7, la reduccion de pH es notable a partir de las 8 horas, el
mayor descenso de pH se registro a las 24 horas con un valor de 3,1 en las cepas L. delbrueckii,
L. fermentarum y L. johnsonii, como se detalla en el grafico 1-3.

(Noboa, 2015, p. 44), en su investigacion, el pH durante las 96 horas de evaluacion tuvo notables
cambios, es asi que al inicio tuvo una media de 6,30, para las primeras 24 horas tuvo un descenso
a 5,54, a las 48 horas se registré el mayor descenso de pH a 4,08, para las 72 hora siguiente
disminuyo a 3,92, y para las 96 horas se registré el pH mas bajo que fue de 3,90.

Segln un estudio realizado por (Sénchez, et al., 2015, p. 96), en cepas de Lactobacillus spp., con
capacidades probioticas aisladas del tracto intestinal de terneros neonatos se demostré que todos
los aislados crecieron satisfactoriamente en todas las condiciones evaluadas; donde se reportaron
rendimientos de células viables de pH comprendidos en un rango entre 6,4 a 2,5, y se observa que
a un pH acido el crecimiento bacteriano es apreciable. EI descenso del pH guarda una estrecha
relacion con la produccién de acido lactico por parte de las BAL, demostrado en su incremento

notable de &cido lactico al inicio y su cantidad total a las 96 horas.
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Gréfico 1-3: Evaluacion del pH de cada Preparado Microbiano a partir de Lactobacillus,

durante diferentes periodos de tiempo.
Realizado por: Ponce, 2021.

3.3.Acido lactico, %

En el &cido lactico de los preparados microbianos, se registraron diferencias altamente
significativas (P<0,0001), mostrando un aumento de &cido lactico a las 24 horas con un valor de
11,5 en las cepas L. reuteri y L. johnsonii y un valor de 11,7 en la cepa L. deldrueckii, como se
demuestra en el grafico 2-3.

(Rondon, et al., 2009, p. 167), en su investigacion reporta que a medida que la concentracion de acido
aumenta, se observa la disminucion del pH del medio, con valores muy bajos entre 4,0y 3,7 a las
24 h. Los medios de cultivo mostraron una alta produccién de acido en el MCLs, similar a los
resultados que se obtienen en el medio MRS. A las 24 h en medio MRS con un pH 4y 16 gl (%)
acido lactico y en medio MCLs con pH 3,7 y 15 gL (%).
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Grafico 2-3: Acidos lacticos de los preparados microbianos a diferentes horas.
Realizado por: Ponce, B. 2021

3.4.Viabilidad

En viabilidad los preparados microbianos cumplen con el % de supervivencia para cumplir las
condiciones que necesita cualquier bacteria acido lactica al realizar el paso por el tracto digestivo
del cerdo, mostrando un % mayo de supervivencia en la cepa L, brevis con un valor de 77,00% y
el menor valor en la cepa L. acidiphilus con un valor de 57,04%, como se observa en el grafico
3-3.

(Sanchez, et al., 2015, p. 102), al realizar el tratamiento con jugo géastrico artificial a las cepas
seleccionadas hasta los 90 minutos de tratamiento, 6 cepas de 10 fueron capaces de resistir en la
medida que trascurrié el tiempo. Se observo reduccion del crecimiento 2,2 — 2,9 log en las cepas
sin tratamiento y posteriormente crecidos en el medio MRS. Se encontraron porcientos de
sobrevivencias para las cepas M1 41,41%; M2 62,71%; M5 74,69; 67,06, M8 40,56% Y M10
73,01%.
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Gréfico 3-3: % de supervivencia de cada cepa en bilis de buey deshidratada al 0,3%
Realizado por: Ponce, B. 2021

3.5.UFC/ mi

En las unidades formadoras de colonias de los preparados microbianos, se registraron diferencias
altamente significativas (P<0,0001), mostrando el mayor nimero de ufc en la cepa L. plantarun
con un valor de 1777 ufc/ml (1.777x10°), como observamos en el grafico 4-3.

(Borras, et al., 2017, p. 13), en su investigacion el preparado microbiano presenta una poblacion final
de 99x10° UFC/ ml de BAL a las 48h, lo cual expresa un potencial inoculante probiético.

(Noboa, 2015, p. 47) €n su investigacion presento una gran variacion desde el inicio hasta el final de
la evaluacion, es asi que a la hora 0 se determinaron 1,63 x 10° UFC/ml, para las siguientes 24
horas hubo un incremento a 7,68 x 10° UFC/ml , a las 48 horas se observé 13,84 x 10° UFC/m,
el mayor incremento se dio a las 72 horas 916 x 10° UFC/ml y las 96 horas se obtuvo una
disminucion de la poblacién total a 270 x 105 UFC/ml como se muestra.

La FAO/OMS (2001) define probidtico como “microorganismos vivos que confieren efecto
beneficioso para la salud del hospedador, cuando se administran en cantidad adecuada”. Esta
cantidad varia de un pais a otro en funcion de su legislacion; sin embargo, generalmente un
producto probiético deberia contener >10° — 108 CFU/g 6 > 10® — 10'° UFC/dosis de células

viables (Diaz Ferrer et al. 2012).

27



2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000 —
200000
0

LN

Hora Inicial 24 Horas 48 Horas

—@—CEPA 1 L. fermentarum =—@=CEPA 2: L. Delbrueckii CEPA 3: L. Reuteri
CEPA 4: L. Casei —@— CEPA 5. L. acidiphilus ==@==CEPA 6: L. brevis
—@—CEPA 7: L. johnsonni =—@==CEPA 8: L. plantarun

Gréfico 4-3: Conteo de ufc/ml de los preparados microbianos a distintas horas.
Realizado por: Ponce, B. 2021

3.6.Color

En la cuantificacion del color, se midi6 la longitud de onda que puede percibir el 0jo humano, con
la utilizacion del colorimetro se determind;

L: colores frios

a: colores en oposicion al circulo cromatico

b: define un tinte que no puede ser aclarado con otro tinte.

Cuantificacion del color se describe en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Cuantificacion de color

HORA 0 24 HORAS 48 HORAS
L 20.43 22.78 16,73
A 4.42 0.01 1,44
1 B 6.20 1,27 2,41
L 19,65 22,69 19,65
A 2,82 0,01 2,68
2 B 4,3 0,28 4,32
L 16,68 23,84 15,61
A 0.84 0,01 0,42
3 B 1.22 0,13 0,83
L 29,62 22,76 23,25
A 4,33 0,04 3,73
4 B 9,86 0,56 8,76
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L 19,95 19,89 17,42
A 3,2 0,26 1,09
5 B 5,14 0,45 2,42
L 22,11 24,05 19,22
A 3,52 0 1,57
6 B 6,1 0,03 3,67
L 20,62 24,77 17,38
A 3,77 0,11 1,76
7 B 6,27 0,09 3,34
L 17,04 18,41 16,99
A 0,46 0,13 0,15
8 B 1,11 0,09 0,59

Realizado por: Ponce, B. 2021

Para determinar la diferencia total de color entre las tres coordenadas, se aplicé la ecuacion para
calcular Delta E a los valores L*a*b*. Con la ecuacién de diferencia de color se pudo determinar
la diferencia total de color entre cada preparado microbiano a diferentes horas. Los valores

numeéricos positivos + = mas luminoso y los valores negativos - = mas oscuro.

Se determino la diferencia de color del preparado a base de L. fermentarum registrando una
diferencia numérica de -11,19 en relacion de las 24 horas a la hora 0, de igual forma una diferencia
numeérica de -16,62 en relacion de las 48 horas con las 24 horas, percibiendo un aumento de color

oscuro.

El segundo preparado a base de L. delbrueckii registro una diferencia numérica de -7,14 a las 24
horas con relacion a la hora 0, la diferencia de color a la hora 48 en relacion con las 24 horas,
registro una diferencia numérica de 7,10, percibiendo que esté preparado microbiano sufrié un

cambio de color oscuro a luminoso por la reaccién de las bacterias.

El preparado microbiano a base de L. reuteri registro una diferencia de color con un valor
numérico de 24,69 en relacion de las 24 horas con la hora 0, asi mismo se obtuvo una diferencia

numeérica de -33,53, percibiendo un cambio de color luminoso a color oscuro.

El cuarto preparado a base de L. casei registro una diferencia de color con un valor numérico de
-75,97 en relacion de las 24 horas a la hora 0, de igual forma se determind la diferencia de color
en relacion de las 48 horas con la hora 24, registrando un valor numérico de 40,54, percibiendo

un notable cambio de color oscuro a color luminoso por reaccion de las bacterias.
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El preparado microbiano a base de L. acidiphilus registrd valores numérico de -15,32 en la
diferencia de color en relacion de las 24 horas con la hora 0, asi mismo se determind la diferencia
de color de las 48 horas en relacion de las 24 horas con un valor numérico de -0,76, percibiendo

descenso en la intensidad de color oscuro.

El sexto preparado a base de L. brevis registro una diferencia de color en relacion de las 24 horas
con la hora 0 de -22,73, de igual manera se determiné la diferencia de color a las 48 horas con
relacién a las 24 horas, con un valor numérico de -3,8, percibiendo un descenso de la intensidad

del color oscuro por reaccion de las bacterias.

El preparado microbiano a base de L. johnsonii registro una diferencia de color de -17,18, a las
24 horas con relacion a la hora 0, de igual forma se determind la diferencia de color a las 48 horas
en relacion de las 24 horas, registrando un valor numérico de -20,66, percibiendo un minimo

aumento de intensidad del color oscuro.

Finalmente, el preparado microbiano a base de L. plantarun registro un valor numérico de 0,36
en la diferencia de color a las 24 horas con relacion a la hora 0, asi mismo la diferencia de color
de las 48 horas con relacién a las 24 horas registro un valor numérico de — 0,88, percibiendo un

cambio de color luminoso a color oscuro por reaccion de las bacterias en el medio.
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CONCLUSIONES

1. Paralaelaboracion de los preparados microbianos se utilizaron componentes nacionales (45%
agua, 33% cultivo bacteriano, 1% ureas, 1% sales minerales y 20% melaza), que aporten el
crecimiento de los Lactobacillus presentes en cada preparado.

2. De los ocho preparados microbianos, cinco cumplieron con las caracteristicas para ser
utilizados como posibles probidticos en la alimentacién de los cerdos al simular in vitro el
paso de las cepas por el tracto digestivo del cerdo cumpliendo con el porcentaje de
supervivencia, ademas cumpliendo con la concentracion de unidades formadoras de colonias
establecidas como potencial probidtico, estos preparados microbianos que cumplieron las
caracteristicas para ser utilizados como posibles probi6ticos fueron a base de L. fermentarum,

L. reuteri, L. casei, L. brevis y L. plantarun.

3. Los tres preparados microbianos que no cumplieron las caracteristicas para ser utilizados
como posibles probioticos, se debe a que necesitan mejores condiciones ambientales para

desarrollarse que las que se ofrecieron con el preparado microbiano.

4. En colorimetria ain si dos colores parecen los mismos a una persona, podemos encontrar
diferencias minusculas cuando las evaluamos con un instrumento de medicion de color,
puesto que puede detectar diferencias no visibles para el ojo humano, mostrando esas

diferencias de forma numérica.

31



RECOMENDACIONES

1. El presente estudio se desarroll6 en laboratorio, por lo cual utilizar cada preparado microbiano
in vivo en la alimentacion de lechones en etapa post destete, para evaluar un incremento en

la flora intestinal de los mismos.
2. Replicar la presente investigacion en otras especies de interés zootécnico, para determinar la

existencia de microorganismos con capacidad probidtica que se puedan utilizar en la

alimentacion de dichas especies.
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ANEXOS

ANEXO A: TOMA DE MUESTRAS

llustracién 2. Faenamiento y disecci6n de los llustracion 1. Separacion de duodeno,
cerdos yeyuno e ileon

_ _ llustracion 3. Homogenizacion de las
[lustracion 4. Pesaje de muestra 10g. muestras con el equipo Estomacher.
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ANEXO B: SIEMBRA EN LOS MEDIOS DE CULTIVO

F———=

llustracion 5. Disminucién de pH del
agar MRS con é&cido clorhidrico

Ilustracion 8. Siembra a doble capa en Agar llustracion 7. Dar las condiciones
MRS. ambientales para las bacterias anaerobias.
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ANEXO C: PURIFICACION DE COLONIAS

llustracién 9. Identificar diferentes llustracion 10. Nutrir a las bacterias en caldo MRS por
colonias por su forma, color y textura. 18h antes de la siembra

,,H ¢ FITTIETTT
. 7,

[lustracién 11. Divisién de las cajas petri en cuadrantes e
identificacion de cada una.

llustracion 12. Siembra en estrias de cada colonia.
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ANEXO D: IDENTIFICACION DE CEPAS

llustracion 14. Pruebas Bioguimicas Catalasa y Oxidasa.
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llustracion 16. Identificacion de ocho cepas de Lactobacillus con propiedad probidtica
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ANEXO E: CONCENTRACION DE BACTERIAS

| hz \i' s - > ‘/; %

llustracion 18. Cepa 1_lactobacillus fermentarum
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llustracion 20. Cepa 3_lactobacillus reuteri
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llustracion 21. Cepa 4_lactobacillus casei

llustracion 22. Cepa 5_lactobacillus acidiphilus
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llustracién 23. Cepa 6_lactobacillus brevis
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[lustracion 24. Cepa 7_lactobacillus johnsonii
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llustracion 25. Cepa 8_lactobacillus plantarun
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ANEXO F: CONSERVACION DE LAS BACTERIAS
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Ilustracién 26. Seleccion de una colonia de cada cepa

llustracion 27. Conservacion en Nitrogeno Liquido

lustracion 28. Conservacion de
bacterias en glicerol al 30%
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ANEXO G: FORMULACION DEL PREPARADO MICROBIANO

llustracion 30. Agua 550ml
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llustracién 32. Urea 10 gr.
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llustracion 33. Sal Mineral 10 gr.
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ANEXO H: DETERMINACION DE pH y ACIDO LACTICO

llustracion 34. Toma de pH de cada muestra . L
cada 4 horas (24 horas) llustracion 35. Acido Lactico
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ANEXO I: DETERMINACION DE CONCENTRACION BACTERIANA

[lustracion 36. Determinacion de color (Colorimetro)

ANEXO J: CONCENTRACION UFC/ML

llustracién 37. Conteo de UFC/ml con la utilizacion del equipo cuenta colonias.
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ANEXO K: PRUEBA DE VIABILIDAD

llustracién 38. Prueba Bioquimica de Bilis de Buey deshidratada.
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ANEXO L: ANALISIS DE VARIANZA — PH

F.V. SC Gl CM F P —valor
CEPAS 2,04 7 0,29 115,39 < 0,0001
HORAS 19,88 5 3,98 1574,12 < 0,0001
CEPAS*HORAS | 1,43 35 0,04 16,19 < 0,0001
Error 0,24 96 2,5E -03
Total 23,59 143

ANEXO M: SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY - PH
CEPAS HORAS Medias n E.E.
Delbrueckii 24 3,13 3 0,03 A
Fermentarum 24 3,14 3 0,03 A
Johnsonii 24 3,17 3 0,03 AB
Brevis 24 3,28 3 0,03 ABC
Fermentarum 20 3,29 3 0,03 ABC
Johsonii 20 3,31 3 0,03 BCD
Delbrueckii 20 3,33 3 0,03 BCD
Acidiphilus 24 3,36 3 0,03 CDE
Reuteri 24 3,38 3 0,03 CDEF
Brevis 20 3,45 3 0,03 CDEFG
Fermentarum 16 3,46 3 0,03 DEFG
Fermentarum 12 3,50 3 0,03 EFGH
Reuteri 20 3,50 3 0,03 EFGH
Johnsonii 16 3,53 3 0,03 FGHI
Brevis 16 3,54 3 0,03 FGHI
Brevis 12 3,55 3 0,03 GHIJ
Plantarum 24 3,56 3 0,03 GHIJ
Delbrueckii 16 3,57 3 0,03 GHI
Delbrueckii 12 3,58 3 0,03 GHIJ
Johnsonii 12 3,63 3 0,03 HIJK
Casei 24 3,65 3 0,03 HIJK
Plantarun 20 3,67 3 0,03 HIJKL
Acidiphilus 20 3,67 3 0,03 IJKL
Reuteri 16 3,72 3 0,03 JKLM
Plantarun 16 3,79 3 0,03 KLMN
Casei 20 3,82 3 0,03 LMNO
Reuteri 12 3,84 3 0,03 MNOP
Acidiphilus 16 3,85 3 0,03 MNOP
Reuteri 8 3,87 3 0,03 MNOP
Plantarun 12 3,87 3 0,03 MNOP
Acidiphilus 12 3,90 3 0,03 NOPQ
Plantarun 8 3,91 3 0,03 NOPQ
Acidiphilus 8 3,96 3 0,03 NOPQ
Johnsonii 8 3,97 3 0,03 OPQ
Casei 16 3,98 3 0,03 OPQ
Casei 12 3,99 3 0,03 PQ
Brevis 8 4,07 3 0,03 OPQ
Fermentarum 8 4,07 3 0,03 PQ
Delbrueckii 8 4,17 3 0,03 QR
Casei 8 4,27 3 0,03 QR
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Brevis 4 4,47 3 0,03 RS
Acidiphilus 4 4,47 3 0,03 S
Reuteri 4 4,47 3 0,03 T
Delbrueckii 4 4,47 3 0,03 T
Fermentarum 4 4,47 3 0,03 T
Plantarum 4 4,47 3 0,03 T
Johnsonii 4 4,47 3 0,03 T
Casei 4 4,47 3 0,03 T
Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ANEXO N: ANALISIS DE VARIANZA — ACIDO LACTICO
F.V. SC gl CM F P - valor
CEPAS 4,41 7 0,63 32,21 < 0,0001
HORAS 165,03 5 33,01 1686,34 < 0,0001
CEPAS*HORAS | 10,81 35 0,31 15,77 < 0,0001
Error 1,88 96 0,02
Total 182,13 143

ANEXO N: SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY — ACIDO LACTICO

CEPAS HORAS Medias n E.E.

Fermentarum | 4 7,20 3 0,08 A
Acidiphilus 4 7,70 3 0,08 B
Johnsonii 4 7,80 3 0,08 B
Plantarum 4 7,90 3 0,08 BC
Brevis 4 7,99 3 0,08 BC
Casei 4 8,00 3 0,08 BC
Delbrueckii 4 8,10 3 0,08 BC
Casei 8 8,10 3 0,08 BC
Reuteri 4 8,34 3 0,08 CD
Reuteri 8 8,59 3 0,08 DE
Plantarum 8 8,59 3 0,08 DE
Brevis 8 8,60 3 0,08 DE
Delbrueckii 8 8,60 3 0,08 DE
Acidiphilus 8 8,79 3 0,08 DE
Johnsonii 8 8,79 3 0,08 DE
Fermentarum | 8 8,79 3 0,08 DE
Fermentarum | 12 9,03 3 0,08 EF
Delbrueckii 12 9,29 3 0,08 FG
Johnsonii 12 9,39 3 0,08 FGH
Plantarum 12 9,49 3 0,08 FGHI
Reuteri 12 9,50 3 0,08 GHI
Acidiphilus 12 9,50 3 0,08 GHI
Plantarun 16 9,60 3 0,08 GHIJ
Brevis 12 9,71 3 0,08 GHIK
Casei 12 9,77 3 0,08 HIJKL
Brevis 16 9,79 3 0,08 HIJKL
Delbrueckii 16 9,81 3 0,08 HIJKL
Plantarum 20 9,89 3 0,08 IJKL
Reuteri 16 9,90 3 0,08 IJKL
Casei 16 9,99 3 0,08 JKLM
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Fermentarum | 16 10,11 3 0,08 KLMN
Casei 20 10,20 3 0,08 LMNO
Plantarum 24 10,21 3 0,08 LMNO
Johnsonii 16 10,39 3 0,08 MNOP
Acidiphilus 16 10,40 3 0,08 MNOP
Casei 24 10,40 3 0,08 MNOP
Reuteri 20 10,41 3 0,08 MNOP
Brevis 20 10,49 3 0,08 NOPQ
Fermentarum | 20 10,51 3 0,08 NOPQ
Acidiphilus 20 10,61 3 0,08 OPQ
Fermentarum | 24 10,81 3 0,08 PQ
Acidiphilus 24 10,89 3 0,08 Q
Delbrueckii 20 10,89 3 0,08 Q
Brevis 24 10,90 3 0,08 Q
Johnsonii 20 10,91 3 0,08 Q
Reuteri 24 11,50 3 0,08 R
Johsonii 24 11,59 3 0,08 R
Delbrueckii 24 11,72 3 0,08 R

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO O: ANALISIS DE VARIANZA - VIABILIDAD POR PRUEBA DE BILIS 0,03%

variable UFCNO UFCN1

Media 1048,5 728,125
Varianza 24589,4286 | 22881,2679
Observaciones 8 8
Coeficiente de correlacién de Pearson | 0,92123976

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 7

Estadistico t 14,7638151

P(T<=t) una cola 7,8277E-07 | **

Valor critico de t (una cola) 1,89457861

P(T<=t) dos colas 1,5655E-06

Valor critico de t (dos colas) 2,36462425

ANEXO P: ANALISIS DE VARIANZA — UFC en 1ml

F.V. SC gl CM F P —valor
CEPAS 289012550 |7 412875,07 5110,37 < 0,0001
HORAS 6251281,75 | 2 3125640,88 | 38687,66 <0,0001
CEPAS*HORAS | 3100848,25 | 14 221489,16 2741,49 <0,0001
Error 3878,00 48 80,79

Total 12246133,50 | 71

ANEXO Q: SEPARACION DE MEDIAS SEGUN TUKEY — UFC en 1ml

CEPAS HORAS Medias N E.E.

Reuteri 0 325,00 3 5,19 A
Brevis 0 368,00 3 5,19 B
Brevis 24 390,00 3 5,19 BC
Johnsonii 0 412,00 3 5,19 C
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Acidiphilus 0 477,00 3 5,19 D
Delbrueckii 0 498,00 3 5,19 DE
Fermentarum | O 520,00 3 5,19 E
Casei 0 520,00 3 5,19 E
Johnsonii 24 563,00 3 5,19 F
Delbrueckii 24 585,00 3 519 FG
Delbrueckii 48 604,00 3 5,19 G
Johnsonii 48 607,00 3 5,19 G
Acidiphilus 24 650,00 3 5,19 H
Plantarum 0 653,00 3 5,19 H
Reuteri 24 758,00 3 5,19 |
Casei 24 823,00 3 5,19 J
Plantarum 24 910,00 3 5,19 K
Acidiphilus 48 931,00 3 5,19 K
Reuteri 48 1041,00 3 5,19 L
Fermentarum | 24 1111,00 3 5,19 M
Fermentarum | 48 1192,00 3 5,19 N
Brevis 48 1582,00 3 5,19 0
Casei 48 1733,00 3 5,19 P
Plantarum 48 1777,00 3 5,19 Q

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ANEXO R: CUANTIFICACON DEL COLOR

HORA0 24 HORAS 48 HORAS
L 20.43 22.78 16,73
A 4.42 0.01 1,44
1 B 6.20 1,27 2,41
L 19,65 22,69 19,65
A 2,82 0,01 2,68
2 B 43 0,28 4,32
L 16,68 23,84 15,61
A 0.84 0,01 0,42
3 B 1.22 0,13 0,83
L 29,62 22,76 23,25
A 4,33 0,04 3,73
4 B 9,86 0,56 8,76
L 19,95 19,89 17,42
A 3,2 0,26 1,09
5 B 514 0,45 2,42
L 22,11 24,05 19,22
A 3,52 0 1,57
6 B 6,1 0,03 3,67
L 20,62 24,77 17,38
A 3,77 0,11 1,76
7 B 6,27 0,09 3,34
L 17,04 18,41 16,99
A 0,46 0,13 0,15
8 B 111 0,09 0,59
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ANEXO S: REPORTE DE RESULTADOS DEL LABORATORIO DE CIENCIAS
BIOLOGICAS.

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
LABORATORIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
HOJA DE RESULTADOS DE ANALISIS MICROBILOGICOS

HOJA DE REPORTE DE RESULTADOS
1.- DESCRIPCION DE LA MUESTRA

PARAMETROS
cODIGO TGC
NOMBRE DE LA MUESTRA Lactobacillus
FECHA DE INICIO DE LOS ANALISIS EN EL 21deenero del 2021
LABORATORIO
FECHA DE FINALIZACION DE LOS ANALISIS
EN EL LABORATORIO 28 de abril del 2021
ANALISIS SOLICITADO Determinacién de pH, Geido lactico,
viabilidad, UFC y Colorimetria
TESISTA MARIA BELEN PONCE CHUTO

2.- RESULTADOS
e ANALISIS MICROBIOLOGICO

Tablas. N21.- ph de los preparados microbianos

1. Fermentarum

REPETICIONES
HORAS 1 2 3 PROMEDIO
4 4,47 4,45 4,49 4,47
8 41 4,08 4,03 4,07
12 323 3.8 3.4 35
16 3,48 3,42 3,47 3,46
20 33 3,27 3,29 3,29
24 3,11 3,16 3,14 3,14

Direcadn Panamenicana surkm 1 % Telédono 553 (13) 2 998350 et 2412
www espoch edu ecfepespoch edu edabbiogendcpflomal com  Cadigo Postal: EODS0155
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ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO T
FACULTAD DE CIENC AS PECUARIAS
LABORATORIO DE CIENC'AS BIOLCGICAS
HOJA DE RESULTADOS DE ANALISIS MICROBILOGICOS P

2. Delbrueckil
REPETICIONES
HORAS 1 2 3 PROMEDIO
4 4,49 4,47 4,45 447
8 4,18 4,19 4,15 417
12 3,6 3,54 3,59 3,58
16 3.6 3,57 3,55 3,57
20 33 333 3,35 333
24 3,09 3,14 3,15 3,13
3. Reuteri
REPETICIONES
HORAS 1 2 3 PROMEDIO
4 4,48 4,47 4,46 447
8 3,83 39 387 387
12 3,85 3,86 3,82 384
16 3,69 37 3,75 3,72
20 3,53 3,48 3,5 3,50
24 3,35 34 3,39 338
4. Casei
REPETICIONES
HORAS 1 2 3 PROMEDIO
4 4,47 4,47 4,48 447
8 4,23 4,28 4,3 4,27
12 3,89 3,98 4,1 399
16 3,98 4 3,95 3,98
20 38 3,84 3,82 382
24 3,63 3,67 3,65 3,65

Direcode Panamedcana sur km 1 % Teréfono 593 (05) 2 996350 et 2412
www espoch edu ecicpesooch edy edabbiogerfdomas com  Codigo Postal: ECIB0155
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ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
LABORATORIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
HOJA DE RESULTADOS DE ANAL'SIS MICROBILOGICOS

5. Acidiphilus
REPETICIONES
HORAS 1 2 3 PROMEDIO
4 4,45 4,48 4,47 44667
8 3,95 3,93 3,99 3,957
12 3,9 3,92 3,89 3,9
16 39 3,85 38 3,85
20 3,64 3,68 3,7 3,673
24 3,36 3,33 3,38 3,3567
6. Brevis
REPETICIONES
HORAS 1 2 3 PROMEDIO
4 4,42 4,48 4,5 4,467
8 4,06 4,05 4,1 4,07
12 3,5 3,59 3,57 3,553
16 3,57 3,53 3,51 3,537
20 34 3,49 3,45 3,447
24 3,29 3,25 33 3,28
7. Johnsonii
REPETICIONES
HORAS 1 2 3 PROMEDIO
& 4,49 4,5 4,42 4,47
8 3,99 3,97 3,94 39667
12 3,66 3,6 3,62 3,6267
16 3,52 3,55 3,51 3,527
20 3,32 3,29 3,33 3,313
24 3,19 3,11 3,2 3,167

Direcadn: Panamericana surkm 114 Teléiono 580 (03) 2 996350 o« 2412
www espoch edu ecicplespoch ed. eclabbiogerécofomal cocm  Codigo Postal- EQXE0155
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ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
-ABORATORIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
HOJA DE RESULTADOS DE ANALISIS MICROBILOGICOS P

8. Plantarun
REPETICIONES

HORAS 1 2 3 PROMEDIO

4 4,5 4,49 4,42 4,47

8 3,91 3,89 3,92 3,907

12 3,84 3,89 3,87 3,867

16 3,77 3,79 3,81 3,79

20 3,67 3,64 3,69 3,667

24 3,53 3,56 3,6 3,563

Tablas. N92.- dcido ldctico de los preparados microbianos

1. Fermentarum

REPETICIONES
HORAS 1 2 3
3 7,2 7,23 7,16
H 8,73 8,77 8,88
2 9,54 8,28 9,26
16 10,04 10,21 10,07
20 1047 10,56 10,5
24 10,¢ 10,73 10,8
2. Delbrueckii
REPETICIONES
HORAS 1 2 3
1 8,13 81 8,06
i 8,62 8,64 8,55
12 9,33 9,19 9,32
16 9,87 9,8 9,74
20 10,3 10,9 10,96
24 1153 11,77 11,81

Drecadn Panamencana sur km 1%  Teléforo 593 (00) 2 998350 e 2412
www espoch edu eclepd espoch edu edabbiogertpflomalcom  CodigoPostal- ECB0155
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ESCUELA SUPERIOR PO.ITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
LABORATORIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

HOJA DE RESULTADOS DE ANALISIS MICROBILOGICOS -

3. Reuteri
REPETICIONES
HORAS 1 2 3
4 8,12 81 8.8
8 85 8,67 8.6
12 9,52 9,54 9,45
16 9,82 9,9 9,98
20 10,49 10,34 10,4
24 14 11,57 11,53
4, Casei
REPETICIONES
HORAS 1 2 3
4 8 8 8,01
8 8,02 8,12 8,16
12 9,55 9,76 10
16 10 10,05 9,93
20 10,15 10,25 10,2
24 10,34 1046 10,4
5. Acidiphilus
REPETICIONES
HORAS 1 2 3
4 7,67 7,72 7.7
8 8,77 8,73 8,87
12 95 9,55 9,46
16 10,54 10,4 10,26
20 10,61 10,63 1069
24 109 10,8 10,96

Direcdérr Paremer cana sur km 1% Teléiono 563 (06) 2 998350 e 2412
www espoch edy ed ilespodh edu edabbiooenfcpfigmal com  Cédigo Postal- ECE0155
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ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
LABORATORIO DE CIZNCIAS BIOLCGICAS

HOJA DE RESULTADOS DE ANALISIS MICROBILOGICOS S

6. Brevis
REPETICIONES
HORAS 1 2 3
1 7,91 8,02 8,05
3 8,58 8,56 8,66
12 9,56 9,81 9,75
16 9,88 9,77 9,72
20 103% 10,62 10,5
24 10,93 10,8 1097
7. Johnsonii
REPETICIONES
HORAS 1 2 3
3 7,83 7,85 7,17
3 8,84 88 8,73
12 9,48 9,32 9,37
16 10,37 10,46 10,34
20 1093 10,83 1097
24 11,67 11,38 11,71
8. Plantarun
REPETICIONES
HORAS 1 2 3
3 7,95 7,94 7,81
3 8,6 8,56 8,62
12 9,43 9,55 9,5
16 9,55 9,6 9,65
20 9,9 9,82 9,95
24 10,11 10,2 10,31

Direcddn Panamenicana sur bm | % Teléfono 553 (0G) Z 996350 et 2412
www espoch edu ecfcpiivespoch edu edabbioperiopflomal com  Codigo Postal: EODB0155

63



ESCJELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAE PECUARIAS
LABORATORIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

HOJA DE RESULTADOS DE ANALISIS MICROBILOGICOS Mg
Tablas. N23 Conteo de UFC/ml de los preparados microbianos
1. Hora inicial
CEPAS 1 2 3 PROMEDIO | 0,AmIUFC | EXPON.
Fermentarum 520 585 485 520 520000 5.2 x 105
Delbrueckii 498 4¢7 499 498 49800 | 4.98x105
Reuter 325 330 320 325 325C00 3.25 x 108
Casei 520 529 511 520 520000 5.2 x 108
Acidiphilus 417 479 475 477 477€00 4.77 x 108
Brevis 358 375 361 368 368000 3,68 x 105
Johnsonil 412 420 404 412 41200 | 4.12x105
Plantarun 650 654 655 653 653C00 6.5 x 105
2. 24 horas
# COLONIAS 1 2 3 PROMEDIO | 0,1 m UFC | EXPON.
Fermentarum | 1110 1107 1116 1111 1113000 | 1.11x10€
Delbrueckii 535 586 584 585 585C00 5.85 x 105
Reuter 758 7t4 762 758 758000 7.58 x 105
Casei 823 827 819 823 823C00 8.23 x 105
Acidiphilus 650 648 652 650 650000 6.5 x 105
Brevis 330 386 394 390 390000 3.9 x 105
Johnsonii 553 568 558 563 56300 5.63 x 105
Plantarun 910 9(5 915 910 910000 9.1x 105
3. 48 horas
# COLONIAS 1 2 3 PROMEDIO | 0,1 m/ UFC | EXPON.
Fermentarum| 1192 1135 1199 1192 1192000 | 1.192 x 10€
Delbrueckii 607 558 607 604 604000 6.07 x 105
Reuter 1040 1045 1038 1041 1041000 | 1.04 x 10€
Casei 1733 1739 1727 1733 1733000 | 1.733 x 10€
Acidiphilus 931 942 920 931 931€00 9.31x 108
Brevis 1582 1535 1579 1582 1582000 | 1.582 x 10€
Johnsonii 607 605 609 607 607C00 6.07 x 105
Plantarun 1777 1757 1787 1777 17700 | 1.777 x 10€
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Drecadn: Panamenicana surkm 1 % Teléfono 550 (06) 2 996350 et 2412

64

Cxdgo Pustal: EQDE0155



ESCUELA SJPERIOR POLITECNICA JE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
LABORATORIO DE CIENCIAS EIOLOGICAS
HOJA DE RESULTADOS DE ANALISIS MICROBILOGICOS B

Tabla. N24 Prueba de Viabilidad - bilis de buey 0,3%

# cepa UFCNO UFCN1 % Sudervivencia
Fermentaram 1110 758 68,29
Delbrueckii 1061 791 74,55
Reuterl 1148 755 65,77
Casei 1301 958 73,64
Acidiphilus 931 531 57,04
Brevis 1126 867 77,00
Johnsonii 845 607 71,83
Plantarun 866 558 64,43

# cepa % Supervivenda

Fermentarum 68,29
Delbrueckii 74,55
Reuteri 65,77
Casel 85,47
Acidiphilus 57,04
Brevis 77,00
Johnsonii 71,83
Plantarun 64,43
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FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
LABORATORIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
HOJA DE RESULTADOS DE ANALISIS MICROBILOGICOS B

Tabla. N25. Determinacién de colorimetria

FORAQ Z4 HORAS |48 403AS
L 20.43 22.78 16,73
a 4.42 001 144
1 b 6.20 127 241
L 19,65 22,69 1965
a 2,82 0,01 2,68
2 b 43 0,28 432
L 16,68 2384 1561
3 0.84 001 042
3 b 1.22 0,13 083
L 29,62 22,76 23,25
a 4,33 0,04 3,73
4 b 9,86 0,56 8,76
L 19,95 1989 1742
3 32 0.26 109
5 b 514 045 242
L 22,11 2405 19,22
a 3,52 0 157
6 b 6,1 003 367
L 20,62 24,77 17,38
a 3,77 011 1,76
7 b 6,27 0,09 3,34
L 17,04 18,41 16,99
a 0,46 0,13 0,15
8 b 111 0,09 0,59

REALZADO POR: Maria Belén Ponce Owo

FUENTE. axvio de Cienvios

DIRIGIDO POR: Ing. LuNs Tello Fbres.
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ATENTAMENTE.

Frmado
LUIS ANDRES dgssimmene e
TELLO TELO FLORES

FLORES Fecha: 2001.00.21
122725 0500

Ing. Luis Tello Flores.
TECNICO RESPONSABLE DEL LAB.CIENCIAS BIOLOGICAS -ESPOCH
FECHA DE ENTREGA: 2021/07/20
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