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RESUMEN 

 

En los laboratorios de: Biotecnología y Microbiología Animal y de HPLC de la 

ESPOCH, se realizó la caracterización fermentativa, bioquímica y microbiológica 

de un preparado microbiano nativo para determinar su calidad y posibles 

propiedades probióticas. La primera fase consistió en una fermentación líquida 

sumergida en fermentadores rústicos de 10 L con cinco repeticiones, bajo esta 

formulación: jugo de caña 16 %, suero de leche 16 %, yogurt 1 %, urea 1 %, sal 

mineral 1 %, sulfato de amonio 0,2 % y agua 64,8 %. En la segunda fase se 

realizó un muestreo cronológico y dirigido a cada una de las repeticiones a las 0, 

24, 48, 72 y 96 horas de fermentación, para los análisis de laboratorio de cada 

uno de los indicadores. La fermentación fue de tipo aeróbica con producción de 

ácido láctico que se incrementó de 1,5% a 3,5 %, la temperatura promedio fue de 

18,08˚C, el pH descendió de 6,3 a 3,9, la densidad óptica por espectrofotometría 

fue de 26.02 x 109 UFC.ml-1. Dentro de la evaluación bioquímica se encontraron 

valores promedio de Nitrógeno Total de 0,81 %, proteína  4,13 % y  68 UE.ml-1 de 

enzimas proteasas. En la evaluación microbiológica se destacó la presencia de 

las bacterias ácido-lácticas y levaduras en 2,7x107 UFC.ml-1 y 2,5x107 UFC.ml-1 

respectivamente. En base a los resultados, se recomienda el uso de este 

preparado en la alimentación de animales domésticos por sus posibles 

propiedades probióticas y realizar pruebas de campo en animales domésticos 

para su proyección comercial.
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ABSTRACT 

 

At the laboratories of Animal Biotechnology and Microbiology and HPLC, from 

ESPOCH, a fermenting, biochemical and microbiological characterization of a 

native microbial preparation was developed, in order to determine its quality and 

possible probiotic properties. The first phase was about a liquid fermentation sunk 

in rustic fermenters of 10 L with five repetitions based on this formulation: cane 

juice 16%, buttermilk 16%, yoghurt 1%, urea 1%, salt 1%, ammonium sulfate 0,2% 

and water 64,8%. On the second phase, it was done a chronological sampling and 

addressed to each one of the indicators. The fermentation was of aerobe type with 

production of lactic acid which raised from 1,5% to 3,5%, the average temperature 

was 18,08˚C, pH decreased from 6,3 to 3,9 optical density for spectrophotometry 

was 26.02 x 109 CFU.ml-1. Within the biochemical evaluation, it was found 

averages of Total Nitrogen of 0,81%, protein 4,13% and 68 UE.ml-1 of protease 

enzymes. Regarding the microbiological evaluation, it was remarked the presence 

of lactic acid bacteria ad yeast in 2.7 x 107 CFU.ml-1 and 2,5 x 107 CFU.ml-1 

respectively. 

Based on the results, it is recommended the use of this preparation on domestic 

animals, feeding because of its possible probiotic properties and develop field 

tests on domestic animals for its trading.
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I. INTRODUCCIÓN 

 

En la producción animal es muy frecuente el uso de antibióticos como promotores 

de crecimiento, éstos fueron descubiertos a finales de 1940, cuando Stokstad y 

Jukes adicionaron residuos de clortetraciclina a la alimentación de pollos para 

facilitar la absorción de la vitamina B12, y generaron en ellos resultados 

importantes: ganancia en peso, alta resistencia a infecciones y una rápida 

conversión alimentaria, entre otras (Brezo, A.1999). Desde entonces el uso de 

antibióticos como promotores de crecimiento se extendió a otras especies 

animales, hasta que se incluyó directamente en el alimento (Stokestad, E. y 

Jukes, T. 1950).  

Sin embargo, su empleo continuado generó preocupaciones a los consumidores 

debido a la cantidad de residuos que quedan en la carne de los animales y en sus 

productos, sin contar con la resistencia generada en algunas cepas bacterianas 

por la administración continuada. A partir de este momento se inició una 

búsqueda de alternativas de remplazo a los antibióticos promotores de 

crecimiento, y se postularon los probióticos como una alternativa viable, por ser 

un producto natural y sin riesgo para la salud del consumidor.  

En la actualidad el concepto de nutrición ha evolucionado notablemente gracias a 

la investigación constante y al crecimiento de la información disponible, es así que  

nacen los Alimentos Funcionales, diseñados especialmente con componentes que 

pueden afectar funciones del organismo de manera específica y positiva, 

promoviendo un efecto fisiológico más allá de su valor nutritivo tradicional. Dicho 

efecto puede contribuir a la mantención de la salud y bienestar, a la disminución 

del riesgo de enfermar, o a ambas cosas.  

Los probióticos son microorganismos vivos que ejercen de una forma u otra una 

acción beneficiosa sobre el hospedador, al administrarse en cantidades 

adecuadas. De acuerdo a los requisitos de la FAO, una cepa probiótica debe ser 

identificada a nivel de género, especie y cepa; en el estudio in vitro se ha de 

analizar la actividad antimicrobiana frente a patógenos, resistencia a las 

condiciones gastrointestinales y adherencia a la mucosa intestinal y células 

epiteliales. Además, para garantizar la seguridad se recomiendan pruebas de 



 
 

 
 

resistencia a antibióticos, estudios epidemiológicos y de actividades metabólicas 

perjudiciales para la salud de quien
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los ingiere. Dentro de los efectos saludables destacan la contribución nutricional, 

mejora de la digestibilidad, efecto positivo sobre el sistema inmunológico, 

mantenimiento de la microbiota intestinal normal, prevención de cáncer, reducción 

de infecciones respiratorias, reducción del colesterol sérico, mejora de la salud 

gástrica y coadyuvante en tratamientos con antibióticos.  

 

Para la selección de una cepa probiotica a ser utilizada como microorganismo, el 

criterio fundamental es que la misma ejerza una acción benéfica en el huésped. El 

establecimiento de controles de calidad y criterios de selección para productos 

probióticos se considera una prioridad, debido a la rápida incorporación de estos 

productos en el mercado y su distribución en el ámbito internacional sin la 

existencia previa de una normativa comúnmente aceptada.  Es evidente que los 

efectos sobre la salud pueden y deben ser verificados por métodos científicos que 

avalen y garanticen la eficacia y seguridad del agente que los produce. Por lo 

tanto no son aceptables alegaciones sobre salud que no se fundamenten en datos 

científicos. En consecuencia es necesario que exista la evidencia científica que 

demuestre que el consumo de un microorganismo determinado, produce un 

efecto saludable concreto para acreditar su categoría de probiótico. 

 

Con el estudio y desarrollo de nuevos preparados microbianos nativos, los países 

latinoamericanos pueden desarrollar distintas alternativas que destaquen por sus 

propiedades saludables. Por lo señalado anteriormente, se plantearon los 

siguientes objetivos: 

 

1. Determinar las características Fermentativas y Bioquímicas del  Preparado 

Microbiano Nativo en estudio. 

2. Realizar la identificación del grupo microbiológico de las bacterias presentes en 

el Preparado Microbiano Nativo. 

3. Establecer el potencial uso del Preparado Microbiano Nativo en la alimentación 

de animales domésticos y su proyección comercial. 
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II. REVISIÓN DE LITERATURA 

 

A. ALIMENTOS FUNCIONALES 

 

Según menciona Sarmiento, L. (2008), los alimentos funcionales son definidos por 

la Organización de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentación 

(FAO), como aquellos que contienen componentes biológicos adicionales, con 

potencial de reducir el riesgo de enfermedad y favorecer la salud. Poseen efectos 

beneficiosos sobre una o más funciones en el organismo y se incluye alimentos 

que contienen minerales, vitaminas, ácidos grasos, fibra, alimentos con 

antioxidantes y probióticos.  

 

El concepto de alimentos funcionales se introdujo en Japón, a finales de la 

década de los años 80 y desde entonces se ha expandido mundialmente por las 

características antes mencionadas. Desde los años 90, las autoridades de países 

como Japón, Estados Unidos de América y de la Unión Europea han ido 

estableciendo políticas reguladoras para los alimentos funcionales, las cuales 

presentan algunas variaciones dependiendo del país. La nueva regulación 

Europea sobre nutrición y salud entra con fuerza en el año 2007 (Walker, P. 

2008).  

 

Podemos destacar que es importante que los alimentos funcionales tengan 

evidencia científica de su efecto beneficioso, que garantice la presencia del 

componente funcional en el producto final en cantidad suficiente, en una forma 

asimilable por el organismo, y que en el momento del consumo ofrezca una 

cantidad significativa de la sustancia activa. Además, es fundamental que el 

consumidor comprenda los efectos beneficiosos que se expresan en la 

declaración (Sarmiento, L. 2008). 

 

B. LOS SIMBIÓTICOS 
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Gotteland, M. (2010), manifiesta que el término “simbiótico” se refiere a un 

producto alimenticio que contiene, en forma combinada, probióticos y prebióticos, 

los cuales pueden actuar en forma sinérgica para modular la microbiota (flora) 

intestinal del consumidor e impactar positivamente sobre su salud. Cabe recordar 

que un prebiótico es un carbohidrato (generalmente una fibra soluble), no 

digerible en el intestino delgado y que en el colon estimula el crecimiento de 

poblaciones bacterianas de la microbiota que son reconocidas como beneficiosas 

para la salud del consumidor, principalmente bifidobacteria y lactobacilos. Los 

probióticos, por otra parte, son microorganismos inocuos que han sido 

seleccionados por sus propiedades específicas, que son incorporados a alimentos 

y que, una vez ingeridos, son capaces de sobrevivir en el tubo digestivo donde 

pueden regular la microbiota intestinal y ejercer sus actividades beneficiosas.  

Ashwell, M. (2005), define a los simbióticos como una mezcla de probióticos y 

prebióticos destinada a aumentar la supervivencia de las bacterias que 

promueven la salud, con el fin de modificar la flora intestinal y su metabolismo, y 

el término debe reservarse exclusivamente para los productos que poseen 

verificación científica de la simbiosis, es decir en los cuales los prebióticos 

favorecen selectivamente a los probióticos adicionados en éste simbiótico en 

particular. Aún está poco estudiada esta combinación, que podría aumentar la 

supervivencia de las bacterias en su fase de tránsito intestinal y por tanto, 

aumentaría su potencialidad para desarrollar su función en el colon. Se ha 

descrito un efecto sinérgico entre ambos, es decir, los prebióticos pueden 

estimular el crecimiento de cepas específicas y por tanto contribuir a la instalación 

de una microflora bacteriana específica con efectos beneficiosos para la salud 

(Roberfroid, M. 2000). 

 

 Un ejemplo de este sinergismo lo constituye la relación de la cantidad de fibra 

dietética en la dieta con la microflora intestinal: una dieta pobre en fibra puede 

producir cambios en la ecología de la microflora intestinal y una disminución en la 

población de Lactobacillus, con aumento de bacteroides capaces de desdoblar los 

ácidos biliares secundarios en compuestos carcinogénicos, como el 

deshidronorcoleno y el metilcolantreno. La composición de la flora intestinal puede 
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ser modificada por la ingesta de alimentos suplementados con prebióticos, 

probióticos o ambos (simbióticos). Será importante profundizar en aquellas cepas 

de bacterias ácido lácticas que reporten mejores beneficios en una enfermedad 

determinada y la dosis efectiva para tales propósitos. Se debe tratar de que 

lleguen al intestino en cantidad suficiente como para implantarse y colonizar su 

superficie. 

Es un compromiso el desarrollo de alimentos funcionales que aporten 

carbohidratos no digeribles que puedan proporcionar cantidades óptimas de 

sustrato para la nutrición y desarrollo de las bacterias del colon, activando la 

producción de AGCC, ácido láctico y energía (hasta el 30 % de las necesidades 

energéticas de una persona sana), (Redondo, L. 1999). 

La palabra simbiótico alude al sinergismo y se reserva para productos en los 

cuales los componentes prebióticos selectivamente favorecen a los componentes 

probióticos (Schrezenmeir, J. y De Vrese, M. 2001). Se han realizado numerosos 

estudios que han mostrado los beneficios de combinar FOS y galacto-

oligosacáridos (GOS), con bacterias acido-lácticas (Fooks, L. et al., 1999). 

 

C. LOS PREBIÓTICOS  

 

1. Definición  

 

Según la revista de Bromatología y Nutrición: Scientific concepts of functional 

foods in Europe (1999), los prebióticos son ingredientes no digeribles de la dieta, 

que producen efectos beneficiosos estimulando selectivamente el crecimiento y/o 

actividad de uno o más tipos de bacterias en el colon, las que tienen a su vez la 

propiedad de elevar el potencial de salud del hospedero.  

Son fundamentalmente fructo y galacto oligosacáridos (Torres, R. 1999).  Incluida 

en este concepto está la fibra dietética. En 1976 Trowel la describió como 

diferentes compuestos de origen vegetal que presentan como común 

denominador el estar constituidos por macromoléculas no digeribles, debido a que 

las enzimas del intestino no pueden hidrolizarlas (Trowell, H. 1976). 
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Más recientemente se lo define como el citoesqueleto de los vegetales, una 

sustancia aparentemente inerte que puede ser fermentada por algunas bacterias, 

pero no desdoblada por las enzimas digestivas, por lo que resulta inabsorbible 

(Rojas, E. 1994). 

 

2. Requisitos que deben cumplir las sustancias  para ser prebióticos 

 

Para que una sustancia (o grupo de sustancias), pueda ser definida como tal debe 

cumplir los requisitos siguientes:  

 Ser de origen vegetal. 

 Formar parte de un conjunto muy heterogéneo de moléculas complejas. 

 No ser digerida por las enzimas digestivas. 

 Ser parcialmente fermentada por las bacterias colónicas. 

 Ser osmóticamente activa. 

Toda fibra dietética llega al intestino grueso sin haber sido transformada 

digestivamente. Las bacterias del colon, con sus numerosas enzimas digestivas 

de gran actividad metabólica, la pueden digerir en mayor o menor medida en 

dependencia de su composición química y de su estructura (Maté, J. 1996). 

 

D. LOS PROBIÓTICOS 

 

Probiótico, derivado de bios, viene del griego y significa “por la vida”. Son 

considerados un ingrediente funcional en el alimento (Jankovic, I. et al. 2010). 

Según la FAO, son microorganismos vivos que ejercen una acción benéfica sobre 

la salud del huésped al ser administrado en cantidades adecuadas. A menudo el 

término se usa erróneamente para referirse a organismos comensales habituales 

sin sustentar sus beneficios en la salud o falsamente se limita a bacterias de 

origen humano (Foligné, B. et al. 2010). Los efectos beneficiosos deben 

demostrarse en animales y humanos (FAO y OMS, 2001; Azaïs-Braesco, V. et al., 

2010). 
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Como probióticos predominan las cepas pertenecientes a los géneros 

Lactobacillus y Bifidobacterium, aunque se emplean otros géneros como 

Enterococcus, Streptococcus y Saccharomyces. Las cepas probióticas pueden 

ser autóctonas o alóctonas (Quigley, E. 2010), cada una tiene características 

particulares y con diferente potencial beneficioso para la salud. La respuesta a la 

dosis suministrada aún no está claramente definida (Salminen, S. et al. 1999). 

 

1. Antecedentes de los probióticos 

 

Los efectos de las bacterias lácticas fueron descritos en 1857 por Pasteur. La 

base científica del concepto probiótico surgió cuando Elie Metchnikoff postuló la 

relación entre los fermentos de la leche y la longevidad analizando la dependencia 

entre los microbios intestinales y los alimentos ingeridos (Pot, B. y Tsakalidou, E. 

2009; Jankovic, I. et al. 2010). Con esta premisa, fue posible adoptar medidas 

para modificar la microbiota del organismo humano y sustituir los microbios 

nocivos por microbios útiles (Metchnikoff, E. 1907).  

 

Freter en 1950 mostró un amplio espectro de antibióticos que destruían la 

microbiota intestinal de ratones haciéndolos vulnerables a patógenos como 

Salmonella y Shigella. Estudios en Japón entre 1940 y 1950 sobre la especie L. 

casei y algunas especies de Bifidobacterium demostraron que estas bacterias 

eran capaces de proteger a ratones jóvenes de infecciones intestinales y 

realizaron muchos estudios asociados a los efectos saludables de estas bacterias 

lácticas. A partir de 1960 se acuñó la palabra probiótico para designar las 

sustancias producidas por microorganismos que promovían el crecimiento de 

otros microorganismos (Lilly, M. y Stillwell,R. 1965). Posteriormente, Fuller en 

1989, lo definió como un suplemento alimentario microbiano vivo que afecta de 

forma beneficiosa al animal huésped a través de la mejora de su balance 

microbiano intestinal. Gibson (1999), realizó un cambio en el concepto, 

considerando que un probiótico es un microorganismo vivo que al ser ingerido en 

cantidades suficientes ejerce un efecto positivo en la salud más allá de los efectos 
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nutricionales tradicionales (Fooks, L.  et al., 1999; Ljungh, A. y Wadström, T. 

2009). Esta última definición fue adoptada por la FAO en el 2001. 

  

2. Propiedades de los probióticos 

 

La FAO proporciona una guía para evaluar las propiedades de los alimentos 

probióticos de forma sistemática. Entre las que se encuentran: 

 

a. Identificación de género, especie y cepa probiótica 

 

La caracterización de los productos probióticos a nivel de género, especie y cepa 

es fundamental para garantizar que se trata de un microorganismo inocuo y 

seguro denominado GRAS (Generally Regarded As Safe), en el estudio de sus 

efectos biológicos y clínicos (Braesco, A. et al. 2010). Por otra parte, la inclusión 

de todas las especies de BAL y Lactobacillus en un grupo probiótico es incorrecta. 

 

b. Seguridad de los probióticos 

 

Durante décadas, varias especies y cepas probióticas se han ensayado en 

individuos saludables y enfermos. Aún hoy en día, no hay total certeza de la 

seguridad de las mismas. Sin embargo, los probióticos son tratados como un 

alimento y no como un producto farmacéutico aunque tengan la propiedad de 

atenuar una enfermedad. 

 

En Estados Unidos de América la FDA (Food and Drug Administration), es la 

entidad encargada de regular los productos probióticos. La categorización de 

estos productos es determinada en parte por el uso como alimento o ingrediente 

de alimento, alimento medicinal, suplemento dietético y producto biológico 

(Degnan, F. 2008), y emplean el sistema GRAS para evaluar la seguridad de los 

microorganismos empleados en la producción de alimentos. En Europa, la 

European Food Safety Authority (EFSA), los clasifica dentro de los productos 

nutricionales para darle un rango más alto y emplea el sistema Qualified 
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Presumption of Safety (QPS). Básicamente, solo los microorganismos 

identificados a nivel de cepa y cuyo uso histórico haya sido seguro pueden recibir 

la denominación de probiótico, de lo contrario se debe recurrir a estudios clínicos 

y de toxicidad (Havelaar, A. et al. 2010; Quigley, E. 2010). Algunos autores 

sugieren adoptar las recomendaciones de la declaración “Consolidated Standards 

of Reporting Trials” (CONSORT), con el fin de facilitar la validación de los 

resultados. Por tanto, la seguridad de un probiótico depende de la especie 

bacteriana de interés, la aplicación, el uso, la población objetivo, taxonomía, 

identificación y la caracterización fenotípica.  

 

(1) Estudios in vivo utilizando animales y humanos 

 

Con el propósito de demostrar las propiedades atribuidas a los probióticos se han 

definido modelos animales donde entran en acción mayor número de variables 

como la matriz del alimento, el procesamiento de la cepa probiótica y la 

interacción con la microbiota intestinal del hospedador (Quigley, E. 2010). 

Resultados de varios estudios clínicos han demostrado que determinadas cepas 

probióticas tienen capacidad de acortar la duración o reducir el riesgo de ciertas 

infecciones bacterianas y virales. Se está trabajando en identificar los 

mecanismos de acción de los probióticos y cómo estos pueden llegar a afectar los 

diferentes alimentos en los que se introducen (Allgeyer, L. et al. 2010; Jankovic, I. 

et al., 2010). 

 

(2) Viabilidad de las cepas declaradas en productos probióticos comerciales 

 

Según explica Collado, M.  (2004), el mantenimiento de la viabilidad de los 

microorganismos en un producto probiótico durante toda la vida útil es 

imprescindible porque condiciona su actividad. El número de células viables en el 

alimento al final de su vida útil debe ser de al menos 106 UFC/ml en productos 

con bifidobacterias. Algunos autores, recomiendan un consumo de 109 UFC/día 

para conservar los niveles suficientes (De Champs, C. et al., 2003). 
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c. Etiquetado 

 

Sarmiento, L. (2008), recomienda que un producto probiótico incorpore la 

siguiente información en su etiqueta: 

1. Género, especie y nombre de la cepa para evitar confusiones sobre su 

funcionalidad. 

2. Establecer el número mínimo de células viables. 

3. Dosis recomendada en la que el probiótico es efectivo. 

4. Condiciones adecuadas de almacenamiento. 

5. Dirección de contacto con centros de información al consumidor. 

6. Efectos beneficiosos claros sobre la salud del consumidor. 

 

3. Propiedades de los probióticos en los animales 

 

Zimmermann, B.et al. (2001), señalan que en la última mitad del siglo XX, se 

desarrollaron nuevos conceptos para promover la salud animal y asegurar el 

rendimiento en el crecimiento, eficiencia en la alimentación, y calidad del 

producto.  

 

Los antibióticos fueron primero añadidos a los alimentos para proteger a los 

animales contra infecciones, pero los antibióticos también promueven el 

crecimiento, esta doble función produjo el uso amplio como un aditivo en la 

alimentación. Sin embargo, debido a preocupaciones de seguridad acerca de la 

transmisión de la resistencia a los antibióticos, el uso de los antibióticos en 

alimentación animal ha ido gradualmente declinando desde 1990 y han sido 

prohibidos completamente desde enero del 2006. Esta situación llevó a la 

proposición de alternativas, tales como los microorganismos probióticos 

(Brambilla, G. y De Filippis, S. 2005). 

 

Los probióticos son microorganismos viables que aumentan la ganancia de peso y 

los rangos de conversión alimenticia (propiedades zootécnicas) y disminuyen la 

incidencia de diarrea (Simon, O. et al. 2001). 
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Zimmermann, B.  et al. (2001), después de desarrollar algunos estudios han 

señalado que los probióticos incrementan el crecimiento en situaciones de estrés, 

como las encontradas en granjas reales a diferencia de los que ocurre en ensayos 

más controlados como los realizados en las universidades. Esto asume que los 

efectos en la salud y los efectos zootécnicos están estrechamente relacionados. 

La suplementación probiótica ha sido recomendada para el tratamiento o 

prevención de varias condiciones de estrés y enfermedades de un sinnúmero de 

especies. 

 

a. Mecanismo de acción de los probióticos 

 

El efecto benéfico de los probióticos se atribuye en general a mecanismos 

diferentes que a su vez pueden deberse a varias causas, a saber:  a) A la 

exclusión competitiva de bacterias nocivas, ya sea por: (i) competencia por 

nutrientes, (ii) competencia por sitios de fijación en el intestino; o, (iii) aumento de 

la respuesta immunológica del hospedero ; y b) Por aportes benéficos al proceso 

digestivo del hospedero, a través de: (i) aporte de macro y micronutrientes para el 

hospedero o (ii) aporte de enzimas digestivas (Hassan, A. y Frank, J.  2001). 

 

b. Bacterias productoras de ácido láctico (BAL) 

 

Las BAL son un grupo grande de bacterias con la característica común de 

producir ácido láctico como el principal producto final del metabolismo; se 

encuentran en la leche y en otros ambientes naturales. Las bacterias lácticas son 

Gram positivas, ácido tolerantes, soportan rangos de pH entre 4.8 y 9.6, lo que les 

permite sobrevivir naturalmente en medios donde otras bacterias no sobrevivirían. 

Las bacterias lácticas tienen formas de cocos o de bastoncitos y son catalasa 

negativa. 

 

Las BAL sintetizan su ATP (Adenosin TriFosfato), en la fermentación láctica de los 

glúcidos, el ácido láctico es en algunos casos el único producto final 
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(homofermentación), y en otras ocasiones se produce además etanol, acetato y 

CO2 (heterofermentación). Las bacterias lácticas son generalmente 

aerotolerantes, aunque algunas especies, como las que se encuentran en el 

intestino de los animales, son anaerobias estrictas. Incluso en presencia de Oy no 

son capaces de llevar a cabo las fosforilaciones oxidativas (Bourgeois, C.  y 

Larpent, J. 1995). 

 

Las BAL requieren aminoácidos específicos, vitamina B y otros factores de 

crecimiento y son incapaces de utilizar hidratos de carbono complejos (Hassan, A. 

y Frank, J. 2001). Se demostró que las BAL reducían el crecimiento de gérmenes 

indeseables en el tracto intestinal. Esta reducción sería consecuencia tanto de la 

producción de compuestos antibacterianos, como la acidez intestinal originada o 

del antagonismo competitivo. 

 

c. Producción de compuestos antibacterianos 

 

Diversos autores han comprobado la reducción del número de gérmenes 

patógenos por las BAL mediante la producción de compuestos antibacterianos los 

cuales han sido denominados de muy diversas formas: Lactobacillin, Lactolin, 

Lactobrevin, Acidolin y Acidophilin. Las BAL pueden también producir sustancias 

que neutralizan los efectos adversos de un microorganismo al modificar su 

metabolismo, sin necesidad de destruirlo, pero si disminuyendo su población. Por 

ejemplo, cambios en la actividad enzimática no asociados con cambios en la 

composición de la flora intestinal. 

 

d. Productos finales de la fermentación y la acidez intestinal 

 

Las BAL poseen gran capacidad fermentativa, produciendo cantidades 

significativas de ácidos orgánicos (ácido acético, fórmico y láctico), a partir de 

carbohidratos simples, lo cual determina una acidez intestinal que limita el 

crecimiento especialmente de los gérmenes patógenos Gram negativos (Ten 

Brink, B. et al. 1987). Fuller, R. (1989), demostró que puede detenerse el 
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crecimiento de E. coli ajustando el pH de un medio de cultivo a 4.5 mediante la 

adición de ácido láctico o clorhídrico. 

Años más tarde este mismo autor administrando yogurt (leche fermentada por L. 

bulgaricus y S. termophilus), a lechones destetados observó cómo descendía el 

recuento de E. coli en el estómago y duodeno afirmando que el efecto por el 

yogurt podría ser reproducido por leche acidificada por ácido láctico a un pH de 

4.2. 

 

e. Antagonismo competitivo 

 

La importancia de la microflora indígena en el intestino como factor de resistencia 

natural frente a los microorganismos potencialmente patógenos, fue reconocida a 

finales del siglo XIX por Metchnikoff. Esta microflora indígena es muy estable. La 

penetración y colonización de microorganismos no indígenas o del medio y/o de 

otras especies animales es impedida por las BAL, las cuales compiten con otras 

bacterias en la colonización de zonas intestinales y en la utilización de sustancias 

nutritivas (Bibel, D. 1988). La competencia directa de los gérmenes bacterianos 

por los lugares de adherencia en la superficie epitelial del intestino, es un factor 

importante en la reducción de los microorganismos al inducir la exclusión de 

gérmenes patógenos (Scheleifer, J.  1985; Schneitz, C. et al., 1993). 

 

4. Beneficios de los probióticos en producción animal 

 

Los efectos potenciales de las bacterias probióticas según Samaniego y Sosa 

(2002), se resumen a continuación: 

 

 Producción de nutrientes de especial importancia para la mucosa intestinal, 

tales como ácidos grasos, particularmente los de cadena corta y aminoácidos 

como: arginina, glutamina y cisteína. 

 Producción de micronutrientes, especialmente vitaminas (algunas vitaminas 

del complejo B), antioxidantes y aminas (histamina, 5-HT, piperidina, tiramina, 
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cadaverina, pirrolidina, agmatina, espermidina y putrescina), muchos de los 

cuales son utilizadas por todo el organismo. 

 Prevención del sobre crecimiento de microorganismos potencialmente 

patógenos. 

 Estimulación del sistema de defensa inmuno intestinal, referido como sistema 

de tejido linfoide asociado al tracto. 

 Eliminación de toxinas y sustancias innecesarias del lumen. 

 Participación en la regulación de funciones intestinales, tales como: utilización 

de mucus, absorción de nutrientes, motilidad gastrointestinal y flujo de sangre, 

lo cual ocurre a través de la producción de ácidos grasos de cadenas cortas, 

hormonas, enzimas, poliaminas y citoquininas y óxido nitroso. 

 Importancia del mecanismo de exclusión competitiva.  

 

En el cuadro 1, aparece un listado de las bacterias ácido lácticas, usadas como 

probióticos.  

 

Cuadro 1.    BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS USADAS COMO PROBIÓTICOS.  

Lactobacillus  Streptococcus Bifidobacterium 

L. acidophilus  S. cremoris B. bifidum 

L. casei  

 

S. salivarius subsp. 

Thermophilus 

B. adolescentes 

L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus  

S. faecium B. animalis 

L. brevis  S. diacetylactis B. infantis 

L. cellobiosus  S. intermedius B. longum 

Fuente: Samaniego, L. Sosa, M. (2002). 

 

5. Antibióticos vs. Probióticos 

 

Durante varias décadas, los antibióticos se utilizaron como aditivos promotores 

del crecimiento animal, así como para eliminar los microorganismos indeseables 

que afectan su salud. Sin embargo, su uso indiscriminado ha provocado efectos 
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residuales en los alimentos y el desarrollo de cepas patógenas resistentes (Choct, 

M. 2001 y Blake, D.  et al. 2003). Se adiciona a esto que la utilización de 

antibióticos daña el equilibrio ecológico de la flora gastrointestinal, por lo tanto, los 

animales son sensibles a contraer enfermedades. Por otra parte, la industria 

farmacéutica no es capaz de desarrollar antibióticos, suficientemente efectivos 

que compitan con el desarrollo de la resistencia microbiana (Ferket, P. et al. 

2002). 

 

Debido a las limitaciones que tiene el uso de los antibióticos, ha sido necesario 

buscar productos más seguros e inocuos. Se ha comprobado que el empleo de 

los probióticos estabiliza el ecosistema gastrointestinal, lo que determina el buen 

funcionamiento del tracto y, por tanto, el buen estado de salud del animal (Collins, 

M. y Gibson, G.  1999 y Castellanos, A.  y Murguía, M. 1999). 

 

A diferencia del término probiótico (para la vida), antibiótico significa contra la 

vida, y su acción en los microorganismos es inmediata. Sin embargo, el efecto de 

los probióticos no es inmediato, pero sí por un período más prolongado 

(Ouwehand, A.  et al. 1999). Otro aspecto importante que diferencia a los 

probióticos de los antibióticos es que los primeros son inmunoestimulantes y los 

segundos, inmunodepresores. Es decir, que los principales mecanismos de 

acción de los probióticos se establecen con la creación de diferentes barreras 

defensivas (Marca, J. 1999). 

 

Actualmente, en la Unión Europea se ha prohibido la utilización de antibióticos 

como promotores del crecimiento, solamente cuatro de estos productos fueron 

mantenidos hasta el 2006. Sin embargo, otros países como Estados Unidos 

manifiestan que no existen suficientes elementos que demuestren la resistencia 

microbiana, a pesar de que en los últimos años se ha prohibido el uso de 

antibióticos del tipo quinolonas (Gutiérrez, O. et al. 2002). Por lo tanto, el uso de 

los probióticos es una alternativa prometedora para el mundo, que cada día tiene 

una mayor cultura ecológica. 
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6. Uso de Probióticos como promotores de crecimiento 

 

En varias investigaciones realizadas por Pollmand, D. (1986),  en animales, se ha 

encontrado que los probióticos son una alternativa de remplazo a los promotores 

de crecimiento, ya que al ser administrados en cantidades adecuadas reducen la 

mortalidad y aumentan la conversión alimentaria mejorando la capacidad 

digestiva e incrementando el estado de salud del animal, sin contar que estimulan 

el crecimiento de los microorganismos benéficos y suprimen los patógenos por 

competición y producción de ácido láctico.  

 

Como asevera Freitas, M. et al. (2003), los probióticos son más eficientes en las 

primeras semanas de vida de los animales; especialmente en mamíferos, en el 

período posterior al destete. Así mismo indica Vimala, Y. y  Dileep, P. (2006), que 

las preparaciones probióticas pueden ser administradas inmediatamente después 

del nacimiento de los animales o en periodos en los que el productor espera la 

aparición de enfermedades o mezcladas con el alimento por periodos largos de 

tiempo. 

 

En experimentos realizados por Wenk y colaboradores (1990), observaron que al 

alimentar pollos y cerdos con levaduras y Lactobacillus sp, incrementaba el 

crecimiento y la digestibilidad (Gambos, S. 1991). En 1986, Pollmand, D., resumió 

los resultados de diferentes investigaciones realizadas con alimentos iniciadores y 

terminadores en cerdos, y demostró una respuesta positiva sobre la ganancia 

diaria de peso (73 % de los ensayos revisados), y la eficiencia en conversión 

alimenticia (90 % de los ensayos revisados). 

 

Freitas y colaboradores (2003), hallaron que con el uso de un probiótico comercial 

que contenía Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium y Saccharomyces 

cerevisiae, se mejoró en un 5 % la ganancia en peso vivo y la tendencia de 

conversión alimenticia al ser comparado con el antibiótico comercial; resultados 

similares se encontraron en cerdos durante la etapa de crecimiento, atribuyendo 
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al éxito del probiótico la mejora de un 7 % en la digestibilidad de la proteína que 

contenían los cereales (Gambo, S. 1991). 

 

Estudios realizados en el año 2010 han demostrado que el uso de mezclas de 

probióticos como promotores de crecimiento obtienen mejores resultados que los 

aditivos usando un solo probiótico (Gunther, K. 2003). Asimismo, Etleva, V. y 

colaboradores (2010), y Timmermana, H. y colaboradores (2004), evidenciaron 

que los ensayos usando probióticos combinados, incrementaron 

significativamente el peso final corporal y el peso diario en pollos de engorde. 

 

En un estudio realizado por Gunther, K. (1995),  donde se empleó un producto 

probiótico, en pollitos en crecimiento, se determinó que éste tuvo influencia en la 

ganancia de peso corporal y en la conversión alimenticia, lo que incrementó el 

primer indicador de 102,3 a 106,74 % y disminuyó el segundo de 98,42 a 95,26 % 

con respecto al grupo control. 

 

Shubert, R. y Flackowsky, G. (1999), también estudiaron el efecto de una cepa de 

Bacillus cereus en pollos de ceba y encontraron una inhibición de bacterias 

indeseables en el intestino. Además, demostraron menor peso relativo de los 

órganos digestivos, asociado a mayor rendimiento en las aves. En otro 

experimento, estos autores evaluaron el efecto del probiótico Toyoceryn en pollos 

de ceba. Para ello, suministraron 50 y 100 mg/kg en la dieta y comprobaron que el 

peso final fue superior en 1.5 % y 2.1 % en animales tratados con respecto al 

control; asimismo, la conversión mejoró en 1,2 % y 2 %, y la mortalidad disminuyó 

a 2,7 % y 4,5%, con respecto al control. 

 

Capcarova, M. et al. (2011), usaron una mezcla de probióticos de Lactobacillus 

delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus, 

Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Streptococcus thermophilus y Enterococus 

faecium, en pollos de engorde y obtuvieron un aumento del calcio y el potasio, y 

decrecimiento de los triglicéridos, además de un aumento del peso.  

 



18 
 

 
 

Saminem, S. (1998), en un estudio demostró que la microbiota bacteriana genera 

compuestos útiles para la nutrición del individuo; dentro de los compuestos que 

produce están los ácidos grasos de cadena corta que aportan energía, además de 

vitaminas como K y del grupo B, y algunos aminoácidos esenciales como lisina. 

También, Onifade, A. (1997), mediante un estudio, determinó el efecto de una 

dieta complementada con una cepa de levadura S. cerevisiae en pollos de 

engorde, donde los grupos tratados mostraron una mejor ganancia de peso vivo, 

conversión alimentaria y mayor rendimiento de canal. 

 

Como indica García, P. et al. (2002), obtuvieron una disminución del colesterol 

total, de las lipoproteínas de baja densidad y de la grasa abdominal en pollos de 

engorde que consumieron hidrolizado enzimático de crema de levadura S. 

cerevisiae. Por otra parte, en un experimento llevado a cabo por Ramírez, B. et al.  

(2005), con pollitas de remplazo de la ponedora comercial en los primeros 42 días 

de edad, se comprobó que en el grupo donde se administraron Lactobacillus spp., 

se produjo un aumento significativo del peso vivo promedio de las pollitas a los 

siete días en comparación con grupo control, el cual fue superior a los 42 días con 

un incremento del peso vivo promedio del 7,77 % y una mejora del 14 % en la 

conversión alimenticia, así como la reducción de la mortalidad en un 2,1 %. 

 Todos estos estudios en pollos de engorde apoyan estudios recientes 

(Ashayerizadeh, A. et al., 2009), donde se examinó el efecto de los probióticos y 

prebióticos como promotores de crecimiento como aditivos en pollos de engorde, 

sin poner en riesgo la salud del consumidor. 

 

Existen varios estudios de probióticos en otras especies, dentro de los cuales se 

nombrarán algunos: 

 

Strompfová, Lauková y Ouwehand, en 2004, aislaron una cepa de Lactobacillus 

(AD1); tras la administración oral a perros que sufrían enfermedades del tracto 

gastrointestinal, encontraron que redujo  el nivel más alto de colesterol en el suero 

de la alanina aminotransferasa. En terneros de ceba, se administró 



19 
 

 
 

Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus oryzae y se observó un incremento en la 

ganancia diaria de peso hasta en un 20 % (González, A. 1998). 

 

Como mencionan Bogut, L. et al. (1998), en lo referente a los peces y crustáceos, 

los estudios efectuados con BAL han reportado efectos positivos en el 

crecimiento, sobrevivencia y eliminación de patógenos en ellos. 

 

Por todos los resultados encontrados, se evidencia que los probióticos son una de 

las alternativas al remplazo de antibióticos promotores de crecimiento, cuyos 

resultados dejan una estela de lo que podría ser un futuro con nuevos aditivos 

naturales y múltiples beneficios. 

 

7. Riesgos en el uso de probióticos 

 

Todos estos microrganismos no parecen suponer un riesgo para la salud pero hay 

que tener en cuenta la posibilidad de efectos secundarios, como la inducción de 

resistencias a los antibióticos o que ellos mismos se comporten como agentes 

patógenos. Actualmente no existe una normativa que regule la fabricación de 

estos productos, de forma que muchos de los alimentos etiquetados como 

bioalimentos no contienen ni el número ni el tipo de microrganismos que afirman 

(Hamilton, J. 1996). Por lo tanto y ante la avalancha de este tipo de productos, es 

necesario establecer pronto unos criterios que los regulen y así evitar posibles 

fraudes (Larkin, M. 1999). 

 

Extensos estudios (histológicos, hematológicos, química sanguínea, peso de 

órganos y el resto de análisis sanitarios), realizados en animales, usando dosis 10 

veces superiores a las recomendadas, demuestran que no hay reacciones 

adversas (Drisko, J. et al., 2003). 

 

 

D. ÁCIDOS ORGÁNICOS 
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Los ácidos orgánicos están formados por uno o más grupos carboxilo (R-COOH), 

como grupo funcional, pudiéndoles denominar también ácidos carboxílicos. En 

comparación con los ácidos inorgánicos, como el clorhídrico, el fosfórico o el 

sulfúrico, los ácidos orgánicos se consideran ácidos relativamente débiles o 

blandos (BASF, 2015.). Según Arroyo, P. (2011), los ácidos orgánicos son 

aquellos compuestos que resultan de la oxidación potente de los alcoholes 

primarios o de la oxidación moderada de los aldehídos. 

 

Es importante señalar que los ácidos ejercen sobre los microorganismos dos tipos 

de efectos distintos, aunque estrechamente relacionados. En primer lugar, existe 

un efecto antimicrobiano debido a la acidez en sí, esto es, por un declive del pH 

extracelular. El segundo tipo, más importante en la práctica, es el efecto 

antimicrobiano específico debido a la forma no disociada, que atraviesa la 

membrana celular, y causa una disminución del pH intracelular. 

 

Todos los microrganismos tienen un pH óptimo de crecimiento y un intervalo de 

pH fuera del cual les resulta imposible proliferar. Esto se refiere al pH del medio o 

extracelular, ya que el pH intracelular tiene que estar necesariamente cerca de la 

neutralidad, incluso el de los organismos que crecen mejor en pH ácidos 

(acidófilos). El mantenimiento de estas condiciones adecuadas de pH se consigue 

mediante diversos mecanismos de homeostasis. 

 

1. Ácido láctico 

 

El ácido láctico, también conocido por su nomenclatura oficial ácido 2-hidroxi-

propanoico o ácido α-hidroxi-propanoico, es un compuesto químico que 

desempeña importantes roles en diversos procesos bioquímicos, como la 

fermentación láctica. El ácido láctico es utilizado en varios productos como 

regulador de acidez. Aunque puede obtenerse de la lactosa (azúcar de la leche), 

la mayor parte del ácido láctico empleado comercialmente deriva del uso de 

bacterias como la Bacillus acidilacti, Lactobacillus delbrueckii o Lactobacillus 

bulgaricus para fermentar fuentes de carbohidratos (Galatro, D. 2014). 
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E. LEVADURAS  

 

Las levaduras son organismos unicelulares en el sector biotecnológico industrial. 

Son esenciales en la producción de algunos alimentos y bebidas. También 

pueden estar involucradas en la degradación de algunos alimentos (Senses, S. 

2005). 

 

Según mencionan (Schrezenmeir, J. y de Vrese, M. 2001), las levaduras han 

constituido una importante fuente para la obtención de productos con actividad 

probiótica. Estos productos están compuestos por cepas vivas que pueden ser 

utilizadas al igual que los derivados de sus paredes. Estos últimos manifiestan 

una comprobada actividad inmunoestimulante al ser utilizados en los animales de 

granja, mejoran los procesos de la fisiología digestiva y contribuyen a la obtención 

de mejores resultados productivos. 

  

Como indica (Morales, J. 2004), entre las principales especies de levaduras 

empleadas como probióticos se encuentran las siguientes: Saccharomyces 

boulardii (reconocida como líder), Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces 

lactis y Kluyveromyces fragilis. Los aditivos de levaduras han sido empleados 

como alimento animal por más de cien años, así como para la prevención de 

enfermedades.  

 

Las levaduras constituyen una importante fuente para la obtención de productos 

con actividad probiótica, bien sea como cepas vivas o utilizando derivados a partir 

de sus paredes celulares. Estos preparados han manifestado una comprobada 

actividad inmunoestimulante en animales de granja, así como mejoras en los 

procesos de la fisiología digestiva, contribuyendo a obtener mejores resultados 

productivos (Schrezenmeir, J. y de Vrese, M. 2001). La levadura viva S. 

cerevisiae se recomienda para la alimentación animal en dosis de 1 g por cada 

100 Kg de peso (Dawson, K. A. 1993). Es considerado primordial que la levadura 

permanezca metabólicamente activa para que resulte funcional y estimule el 
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crecimiento y la actividad bacterial para degradar la fibra e incrementar la 

producción de ácidos orgánicos (acético, propiónico y láctico), como menciona 

(Stanley, V. et. al., 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

A. LOCALIZACIÓN DEL EXPERIMENTO 

 

La presente investigación se desarrolló en los laboratorios de: Biotecnología y 

Microbiología Animal “LABIMA” de la Facultad de Ciencias Pecuarias y en el de 

HPLC de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, localizados  en el Km 1 ½ de la 

Panamericana Sur. Las condiciones meteorológicas se detallan (cuadro 2). 

 

Cuadro 2.    CONDICIONES METEOROLÓGICAS.  

PARÁMETROS PROMEDIO 

Temperatura  (°C) 13,20 

Humedad Relativa (%) 66,46 

Precipitación (mm) 550,80 

Heliofania (h/luz) 165,15 
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Fuente: Estación Agro meteorológica de la F.R.N. de la ESPOCH. (2014).  

 

B. UNIDADES EXPERIMENTALES 

 

En la presente investigación el tamaño de la Unidad Experimental fue de 10 litros 

del preparado microbiano nativo, elaborados por fermentación sumergida en 

fermentadores rústicos en el laboratorio, con cinco repeticiones dando un total de 

5 unidades experimentales (50 litros). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C. MATERIALES Y EQUIPOS 

 

Laboratorio de Biotecnología y Microbiología Animal de la FCP  y 

Laboratorio de HPLC FC-ESPOCH 

 

Se utilizaron las instalaciones del laboratorio de Biotecnología y Microbiología 

Animal (LABIMA), de la FCP y el Laboratorio de HPLC de la Facultad de 

Ciencias– ESPOCH, en donde se cuenta con los siguientes equipos y materiales: 

 

a. Equipos de laboratorio 

 

 Termómetro. 

 Potenciómetro.  

 Brixometro. 

 Equipo de Macro Kjeldahl. 
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 Matraces Erlenmeyer. 

 Centrifuga. 

 Estufa. 

 Balanza digital. 

 Vidriería de laboratorio. 

 Caja para cultivo anaeróbico. 

 Microscopio. 

 Cuenta colonias. 

 Refrigerador. 

 Hielera. 

 Espectrofotómetro. 

 HPLC. 

 Baño María. 

 Bomba de vacío. 

 Computadora. 

 

 

b. Reactivos 

 

 Agar MRS para bacterias acido lácticas. 

 Ácido sulfúrico. 

 Cloruro de bario. 

 Fosfato di básico. 

 Agua bidestilada grado HPLC. 

 Ácido láctico. 

 Acido succínico. 

 Ácido propiónico. 

 Acido butírico. 

 Ácido acético. 

 Caseína. 

 Ácido tricloro acético. 
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 Alcohol cetona. 

 Azul de metileno. 

 Yodo. 

 Agua peptonada. 

 

c. Materiales 

 

 5 botes de plástico con capacidad para 12 litros. 

 3MTM Placas Petrifilm™ para el Recuento de E.coli/Coliformes. 

 3MTM Placas Petrifilm™ para el Recuento de levaduras y Mohos. 

 3MTM PetrifilmTM Placas para Recuento de Aerobios. 

 Frascos plásticos para muestras. 

 Marcadores para etiquetar muestras. 

 Materiales de limpieza. 

 Suero de leche. 

 Sal mineral. 

 Jugo de caña. 

 Yogurt. 

 Sulfato de amonio. 

 Urea. 

 Agua. 

 

D. TRATAMIENTOS Y DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

La presente investigación pretendió caracterizar un preparado microbiano nativo 

(S3), que resultó ser el mejor de una investigación previa denominada 

“FORMULACIÓN, PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE TRES 

SIMBIÓTICOS NATIVOS DESTINADOS PARA LA ALIMENTACIÓN ANIMAL”, el 

S3 fue elaborado mediante la combinación de fuentes naturales de 

microorganismos como son: el suero de leche, yogurt y el jugo de caña, más la 

adición de cuatro ingredientes (urea, sal mineral, sulfato de amonio y agua), como 

se detalla (cuadro 3).  
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Cuadro 3.    COMPOSICIÓN DEL PREPARADO MICROBIANO NATIVO. 

SIMBIOTICO Suero 

De 

Leche 

Yogurt Jugo 

De 

Caña 

Urea Sal 

Mineral 

Sulfato 

de 

Amonio 

Agua 

S3 16% 1% 16% 1% 1% 0,2% 64,8% 

 

El esquema del experimento para la presente investigación se presenta (cuadro 

4). 

 

Cuadro 4.    ESQUEMA DEL EXPERIMENTO. 

Tratamientos Repeticiones TUE Total 

T. Único 5 10 50 

TUE: Corresponde al Tamaño de la Unidad Experimental. 

 

 

 

 

E. MEDICIONES EXPERIMENTALES 

 

Las variables experimentales que se evaluaron en esta investigación fueron: 

 

a. Evaluación fermentativa 

 

 Ácido Láctico (%). 

 Ácido succínico (%). 

 Ácido Propiónico (%). 

 Acido Butírico (%). 

 Ácido acético  (%). 

 Grados Brix (°B). 

 Temperatura (°T). 
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 pH (pH). 

 Densidad óptica por espectrofotometría (%). 

 

b. Evaluación Bioquímica 

 

 Nitrógeno Total  (%). 

 Proteína  (%). 

 Enzimas Proteasas totales. 

 Enzimas Amilasas totales. 

 

c. Evaluación Microbiológica 

 

 Levaduras (UFC/ml). 

 Hongos Filamentosos  (UPC/ml). 

 Bacterias aerobias totales (UFC/ml).  

 Bacterias Acido Lácticas (UFC/ml). 

 Bacterias Coliformes totales (UFC/ml). 

 Biomasa Bacteriana (gramos). 

 

F. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los resultados experimentales fermentativos, bioquímicos y microbiológicos 

fueron sometidos a los siguientes análisis: 

 Estadística descriptiva: media, desviación estándar, varianza, porcentajes e 

histogramas de frecuencias. 

 Análisis de Correlación. 

 

G. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

 

1. Fase 1: Producción del Preparado Microbiano Nativo mediante 

fermentación líquida sumergida a escala de laboratorio 
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Se elaboró el preparado microbiano nativo en fermentadores rústicos del 

laboratorio con una producción de 10 litros del producto en cada repetición.  

Para la elaboración del PMN se colocaron los ingredientes antes detallados en el 

bote plástico, mezclando convenientemente para evitar la presencia de grumos, 

esta preparación permaneció por 48 a 72 horas a una temperatura ambiente (18 

°C promedio en la ciudad de Riobamba). Esta mezcla, después del tiempo 

indicado, produjo una fermentación ácida, predominantemente láctica. Las 

cantidades empleadas se repitieron cinco veces en fermentadores rústicos de 

laboratorio. 

 

2. Fase 2: Dinámica de la fermentación para su evaluación fermentativa, 

bioquímica y microbiológica 

 

Los indicadores de evaluación de la dinámica de la fermentación se muestran a 

continuación (cuadro 5). 

 

 

 

 

 

Cuadro 5.    INDICADORES DETERMINADOS DURANTE LA EVALUACIÓN DE 

LA DINÁMICA DE LA FERMENTACIÓN EN LOS PREPARADOS 

MICROBIANOS. 

Indicadores 

Horas 

0 24 48 72 96 

X X X X X 

Hongos filamentosos X X X X X 

Levaduras X X X X X 

Bacterias aerobias totales X X X X X 

Bacterias ácido lácticas X X X X X 

Bacterias coliformes X O O O X 

Biomasa bacteriana X X X X X 



29 
 

 
 

pH X X X X X 

Temperatura X X X X X 

Grados Brix O O O O X 

Densidad óptica X O O O X 

Ácido láctico X O O O X 

Ácido pirúvico X O O O X 

Ácido succínico  X O O O X 

Ácido propiónico X O O O X 

Ácido acético X O O O X 

Ácido butírico O O O O X 

Enzimas proteasas totales O O O O X 

Enzimas amilasas totales X O O O X 

Proteína X O O O X 

Nitrógeno total X O O O X 

X: Determinación realizada. 

O: Determinación no realizada. 

 

Se aplicó un muestreo dirigido y cronológico, considerando las 5 réplicas del 

tratamiento de fermentación, para esto se tomaron muestras de 400 ml de cada 

recipiente o repetición a las 24, 48,72 y 96 horas con una agitación previa de tres 

a cinco minutos, tratando de que la muestra provenga del centro del recipiente. En 

todo el proceso de muestreo se aplicaron buenas prácticas de laboratorio para 

minimizar el riesgo de contaminación ambiental. Estas muestras se colocaron en 

recipientes estériles de vidrio con tapa rosca y etiquetados inmediatamente, 

además se refrigeraron hasta iniciar los análisis correspondientes (máximo en 30 

minutos). 

 

H. METODOLOGÍA DE EVALUACIÓN 

 

La metodología de la evaluación se determinó de la siguiente manera: 

 

1. EVALUACIÓN FERMENTATIVA 
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a. Determinación de Ácidos Orgánicos (Ácidos Láctico, Succínico, 

Propiónico, Butírico, Pirúvico y Acético)  por el método de HPLC 

 

Preparación de la fase móvil: 

 Se preparó la fase móvil mezclando agua bi-destilada grado HPLC con ácido 

fosfórico 0.2 M.  

 Inmediatamente se procedió a agitar y filtrar con la ayuda de un Kitazato y una 

bomba de vacío.  

 Se desgasificó la fase móvil en un Baño de Ultrasonido y se colocó en un 

frasco estéril y ámbar para su posterior uso. 

 

Determinación de condiciones del HPLC: 

Las muestras fueron analizadas en un equipo Shimadzu LC-10Ai con 

autoinyector, con una columna C18 de 15 centímetros, las condiciones del HPLC 

con las que se aplicó el análisis fueron las siguientes: 

 Flujo de inyección: 0,6 ml/min. 

 Temperatura: 29°C. 

 Fase móvil: Ácido Fosfórico 0.2 M a un pH de 2,5. 

 Detector UV: onda de 210nm. 

 Concentración de los estándares de 200ppm. 

  

Preparación de los estándares 

 Los estándares de los ácidos orgánicos a analizar (Ácidos Láctico, Succínico, 

Propiónico, Butírico, Pirúvico y Acético) se los diluyó en la fase móvil a una 

concentración de 200ppm.  

 Luego fueron filtradas con un filtro de 0,4 µm. 

 

Preparación de las muestras 
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 El pretratamiento de la muestra para determinar ácidos orgánicos se realizó 

según Holloway et al.(1989) que consistió en colocar 1 g de muestra, se le 

agregó 25 ml de ácido sulfúrico 0,25 M. 

 La mezcla fue hervida en un baño de agua por 10 min, después enfriada y 

llevada a un volumen de 100 ml. 

  La muestra diluida fue filtrada por papel filtro No. 542 y filtrada nuevamente 

por un poro de 0,4 µm para ser analizada por el HPLC. 

 

Análisis en el HPLC 

 Se encendió el equipo y se esperó hasta que se acondicione con los 

parámetros antes mencionados. 

 Se corrieron los estándares y posteriormente las muestras colocándolas en las 

celdas para HPLC. 

  

Interpretación de los resultados 

 Una vez analizadas las muestras, se determinaron de acuerdo a los tiempos 

de retención, cada uno de los picos de los estándares y las muestras, lo que 

ayudó a calcular las áreas de cada uno y con ello su cantidad. 

 

 

  

b. Temperatura (°C) 

 

La temperatura del Preparado Microbiano Nativo se determinó con la ayuda de un 

termómetro digital, siendo medido en grados Celsius a las 0, 24, 48, 72, 96 horas, 

homogenizando previamente el preparado. 

 

c. pH 

 

Para la determinación del pH se utilizó el pH metro a las 0, 24, 48, 72, 96 horas de 

la siguiente manera: 
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 Se encendió el pHmetro y se colocó el sensor en una solución buffer de pH 

conocido para que se estabilice. 

 Se homogenizo el PMN agitación previamente y se procedió a medirlo anotado 

las medidas.  

 

d. Grados Brix: Cociente total de sacarosa (oBrix) 

 

Los grados Brix se determinaron a las 0, 24, 48, 72, 96 horas de la siguiente 

manera:  

 Se homogenizó el Preparado Microbiano Nativo, se tomó una muestra del 

centro del recipiente con la ayuda de una pipeta Pasteur. 

 Se colocó una gota en el brixómetro y se realizó la lectura en la escala. 

 

e.  Densidad óptica por espectrofotometría 

 

Para la determinación de la densidad óptica por espectrofotometría, se tomaron  

las muestras únicamente a las 96 horas de la manera siguiente: 

 Se prepararon los 10 tubos de ensayo de la escala de McFarland, y se 

procedió a medirlos en el espectrofotómetro a una onda de 550nm.  

 Se preparó el blanco y además se extrajeron las muestras de 10 ml del PMN 

homogenizado y se midieron en el espectrofotómetro.  

 Se procedió a hacer una curva de calibración con las medidas tomadas de los 

preparados de McFarland y de acuerdo a esto se estimó la carga bacteriana. 

 

 

2. EVALUACIÓN BIOQUÍMICA 

 

a. Nitrógeno total Kjhendal (%) 

 

Para la obtención del Nitrógeno total se tomaron muestras en las horas 0 y 96; el 

método consistió en: 



33 
 

 
 

 Pesar 1 g de muestra, en el tubo Kjeldahl, adicionar 7g de K2SO4 y 0,22g de 

CuSO4, y agregar 25 ml de H2SO4.  

 Colocar los tubos Kjeldahl en el Speeddigester. 

 Encender el Speeddigester correr la digestión por 2 horas. 

 Al final de la digestión automática se confirmó el mensaje “digestión 

finalizada”. 

 Conectar el tubo al bulbo de la Unidad de Destilación y, sumergir la punta que 

baja del condensador en una solución de ácido estandarizado (H2SO4 0,2N) y 

añadir de 5 a 7 gotas de indicador rojo de metilo en el receptor, girando el 

Erlenmeyer para mezclar el contenido completamente. 

 Colarse en el programa 2 de la Unidad de destilación que está debidamente 

programado para trabajar a una potencia de 70% y un tiempo de 7 min.  

 Presionar Reagent 1 que deberá estar programado para enviar 50 ml de agua 

desionizada. 

 Presionar Reagent 2 que deberá estar programado para enviar 100 ml de 

NaOH al 40 %. 

 Presionar Start para su debida destilación hasta que haya sido destilado los 7 

min. 

 Quitar el recipiente y sacudir la punta de la manguera del condensador. 

 Estandarizar cada solución estándar con estándares primarios.  

 Titular el exceso de H2SO4 estandarizado 0,2N en el destilado con la solución 

de NaOH estandarizado 0,2N.   

 Registrar datos. 

b. Nitrógeno Proteico y No Proteico 

 

Esta técnica permite reconocer la porción de nitrógeno de origen proteico y no 

proteico de los materiales analizados. Puede aplicarse a todo tipo de materiales. 

Procedimiento: 

Pese 2 g de muestra con más de 25% de proteína cruda, lg para rangos de 25 – 

50% de proteína y 0.5g para materiales con más de 50% de proteína cruda. 

Transfiérala a un matraz Kjeldahl y agregue aproximadamente 50 ml de agua 
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destilada, unos pocos gránulos de antiebullente y una o dos gotas del 

antiespumante. 

Calentar a ebullición durante 30 minutos (teniendo cuidado de que no se seque). 

Cuando la muestra esté todavía caliente agregue 2 ml de la solución de sulfato de 

aluminio y potasio, mezcle perfectamente y caliente a ebullición, adicione 50 ml de 

la solución de acetato de cobre mezclando perfectamente bien y deje enfriar. 

Filtre usando vacío. Lave el matraz y el precipitado con 50 ml de agua destilada 

fría. 

Para evaluar el nitrógeno proteico analice el residuo por medio de la marcha de 

nitrógeno total de Kjeldahl. El nitrógeno no proteico se analiza por medio de la 

misma técnica a partir del líquido filtrado. Los resultados respectivos de los 

sólidos y líquidos por medio de Kjeldahl ofrecerán directamente los datos de 

nitrógeno proteico (NP) y no proteico (NNP) respectivamente. 

 

c. Enzimas proteasas Totales 

 

La actividad proteolítica fue determinada con el método de Kunitz (1947), que se  

describe a continuación.  

Reactivos:  

a) Solución de caseína  al 1% en solución amortiguadora de fosfatos 0,05 M, pH 

7,5. 

b) Solución de ácido tricloro acético  al 5%.  

 

Procedimiento:  

Se prepararon tres series de tubos: 3 Blancos, 3 Testigos y 3 Tubos de reacción.  

 

Los blancos se prepararon con 2 ml de la solución de caseína al 1% y se 

agregaron 3 ml de solución de ácido tricloroacético al 5%. 

 

A los tubos testigo se agregó 1,9 ml de solución de caseína al 1% + 3 ml de 

solución de ácido tricloroacético al 5%; finalmente se adicionó 0,1 ml del cultivo 

(PMN).  
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Los tubos de reacción se prepararon con 1,9 ml de solución de caseína al 1%,  se 

adicionó 0,1 ml del cultivo (PMN) y se incubaron durante 20 minutos a 400C en un 

baño de temperatura controlada. La reacción fue detenida por adición de 3 ml de 

solución de ácido tricloroacético al 5%.  

 

Todos los tubos (blancos, testigo y de reacción), se centrifugaron en una 

centrífuga a 3000 rpm durante 15 minutos y se determinó la absorbancia del 

sobrenadante a 280 nm en celdas de cuarzo en el espectrofotómetro Shimadzu 

UV- 160 A.  

Los resultados se trataron y se reportaron en UE/ml de cultivo. Una unidad de 

actividad enzimática (UE), fue definida como la cantidad de enzima que produce 

un aumento en 0,001 unidades de absorbancia por minuto. 

 

d. Enzimas Amilasas Totales   

 

Se determinó la actividad de la enzima α-amilasa utilizando el método reportado 

por Bird y Hopkins (1954), basado en la utilización de una solución con 0,5 ml de 

una solución bufferde cloruro-acetato 0,15 M a pH 5 y 0,5 ml de una disolución 

con almidón al 0,1%, a la cual se adicionó 10 μL del extracto enzimático, 

incubándose durante 8 min a 37ºC. La reacción fue detenida con 4,5 ml de una 

solución I2/IK. La absorbancia se midió a una longitud de onda de 580 nm, 

reportando la actividad de la α-amilasa en unidades amilolíticas (UA/ml), las 

cuales se definen como la capacidad de hidrolizar 0,1 mg de almidón. 

 

 

 

3. EVALUACIÓN MICROBIOLÓGICA 

 

a. Bacterias lácticas 
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Para el análisis de las bacterias ácido lácticas se tomaron las muestras en las 0, 

24, 48, 72 y 96 horas; el método consistió en: 

Preparación y esterilización del material de vidrio 

 Se lavó el material del laboratorio con detergente, se enjuagó con abundante 

agua de la llave y al final con agua destilada. Se secó el material de vidrio. 

 Se colocaron los tubos y las cajas Petri en las bolsas de esterilización. 

 Se introdujeron al autoclave por 15 minutos a 121°C. 

Preparación del medio de cultivo 

 Se siguieron las instrucciones del fabricante que fueron 70 g del medio en 

1000 ml de agua destilada. 

 Se agitó la mezcla en el agitador magnético hasta su completa disolución y  se 

rotuló. 

 Se esterilizó en el autoclave a una temperatura de 121 °C durante 15 minutos. 

 En la cabina de flujo laminar, una vez estéril el medio, se distribuyó en las 

cajas Petri estériles, aproximadamente 20 ml por caja, se dejó en reposo hasta 

que solidificó. 

Dilución del Preparado Microbiano Nativo a la 10 -3 

 Se colocaron tres tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada, se tomó un ml 

de PMN y se colocó en el primer tubo de ensayo. 

 Se homogenizó en el Vortex por el lapso de 30 segundos. 

 Se tomó la pipeta y se extrajo 1ml del primer tubo y se pasó al segundo tubo, 

de igual manera se homogenizó por 30  segundos en el Vortex. 

 Se tomó la pipeta y se extrajo un ml del segundo tubo y se lo pasó al tercer 

tubo, se homogenizó 30 segundos en el Vortex.  

Técnica por difusión de superficie de placa 

 Se tomó en una pipeta 1 ml de muestra diluida correctamente (10 -3 o 10 -6), se 

realizó el vertido en la caja Petri y se homogenizó la muestra en forma de 8 

para una buena distribución de la muestra.  

 Se llevó a la estufa y se incubó por 24-48  horas, a 37°C, colocadas las placas 

en forma invertida en una caja de anaerobiosis. 

 Se contabilizaron las colonias y representaron en UFC por ml. 
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Una vez obtenidas las colonias de BAL se hace un cultivo puro de bacterias en 

agar MRS y con estos cultivos puros la tinción Gram de la siguiente forma: 

1. Obtener 5 portaobjetos limpios.  

2. Preparar un frotis de cada uno de los PMN. 

a. Colocar una pequeña gota de agua en el centro de un portaobjetos limpio. Es 

necesaria muy poca cantidad de agua. 

b. Flamear el asa de siembra y dejar enfriar. Tomar, en condiciones asépticas, 

una pequeña cantidad del cultivo bacteriano en medio sólido y transferirlo a la 

gota de agua. Remover la mezcla con el asa de siembra hasta formar una 

suspensión homogénea que quede bastante extendida para facilitar su 

secado.  

c. Esperar hasta que el líquido se evapore o acelerar su evaporación acercando 

el portaobjetos a la llama del mechero. En este caso hay que tener mucha 

precaución de no calentar demasiado el portaobjetos pues las células pueden 

deformarse o romperse.  

3. Teñir con cristal violeta agregando suficiente colorante y dejar que actúe 

durante 1 minuto.  

4. Lavar suavemente con agua.  

5. Inundar suavemente con el mordiente, yodo de Gram, y dejar actuar durante 1 

minuto.  

6. Lavar suavemente con agua.  

7. Decolorar con alcohol etílico al 95%.  

8. Lavar suavemente con agua.  

9. Agregar la safranina para la tinción de contraste.  

10. Lavar suavemente con agua.  

11. Secar la preparación. 

12. Examinar al microscopio con el objetivo 100X de inmersión de aceite. 

 

 

 

b. Levaduras y Mohos 
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Para las levaduras y mohos se tomaron muestras en las 0, 24, 48, 72 y 96 horas; 

el método consistió en: 

 Se preparó la muestra y las diluciones de los PMN (10-3 y 10-6). 

 Se colocó la placa PetrifilmTM Levaduras y Mohos 3M en la Cabina de Flujo 

Laminar y se levantó la película superior. 

 Con la micropipeta perpendicular a la placa, se colocó 1ml de cada una de las 

muestras en el centro de cada una de las placas previamente identificadas. 

 Se dejó caer la película superior sobre la muestra, cuidando que no se formen 

burbujas. 

 Se colocó suavemente el dispersor plástico por el lado liso sobre la lámina 

superior, cubriendo el inoculo, y esperando dos minutos hasta que se 

solidifique el gel. 

 Se incubaron las placas en la estufa a 25°C por 48 horas. 

 Posteriormente se realizó el recuento de Unidades Formadoras de Colonia 

que en el caso de las levaduras se presentaron como puntos definidos de un 

color azul-verdoso. 

 Se realizó el reporte de las UFC/ml, teniendo en cuenta la dilución aplicada. 

 

c. Bacterias Coliformes Totales 

 

Para las Coliformes totales se tomaron muestras en las 0, 24, 48, 72 y 96 horas; 

con el método que se detalla a continuación: 

 Se preparó la muestra y las diluciones de los PMN (10-3 y 10-6). 

 Se colocó la placa PetrifilmTM Coliformes 3M en la Cabina de Flujo Laminar y 

se levantó la película superior. 

 Con la micropipeta perpendicular a la placa, se colocó 1ml de cada una de las 

muestras en el centro de cada una de las placas previamente identificadas. 

 Se dejó caer la película superior sobre la muestra, cuidando que no se formen 

burbujas. 

 Se colocó suavemente el dispersor plástico por el lado liso hacia arriba, 

cubriendo el inoculo, y esperando dos minutos hasta que se solidifique el gel 

 Se incubaron las placas en la estufa a 37,5˚C por 48 horas. 
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 Posteriormente se realizó el recuento de Unidades Formadoras de Colonia 

que presentaron un color rojo con presencia de gas. 

 Se realizó el reporte de las UFC/ml, teniendo en cuenta la dilución aplicada. 

 

d. Bacterias Aerobias Totales 

 

Para la determinación de las bacterias aerobias totales se tomaron muestras a las 

0, 24, 48, 72 y 96 horas; con el siguiente método: 

 Se preparó la muestra y las diluciones de los PMN (10-3 y 10-6) 

 Se colocó la placa PetrifilmTM Aerobios 3M en la Cabina de Flujo Laminar y se 

levantó la película superior 

 Con la micropipeta perpendicular a la placa, se colocó 1ml de cada una de las 

muestras en el centro de cada una de las placas previamente identificadas. 

 Se dejó caer la película superior sobre la muestra, cuidando que no se formen 

burbujas 

 Se colocó suavemente el dispersor plástico por el lado liso hacia arriba, 

cubriendo el inoculo, y esperando dos minutos hasta que se solidifique el gel 

 Se incubaron las placas en la estufa a 37,5°C por 48 horas. 

 Posteriormente se realizó el recuento de Unidades Formadoras de Colonia 

que en el caso de las levaduras se presentaron como puntos de color rojo. 

 Se realizó el reporte de las UFC/ml, teniendo en cuenta la dilución aplicada. 

 

e. E coli 

 

Para las E. coli se tomaron muestras en las 0, 24, 48, 72 y 96 horas; con el 

método que se detalla a continuación: 

 Se preparó la muestra y las diluciones de los PMN (10-3 y 10-6). 

 Se colocó la placa PetrifilmTM Coliformes y E Coli. 3M en la Cabina de Flujo 

Laminar y se levantó la película superior. 

 Con la micropipeta perpendicular a la placa, se colocó 1ml de cada una de las 

muestras en el centro de cada una de las placas previamente identificadas. 
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 Se dejó caer la película superior sobre la muestra, cuidando que no se formen 

burbujas. 

 Se colocó suavemente el dispersor plástico por el lado liso hacia arriba, 

cubriendo el inoculo, y esperando dos minutos hasta que se solidifique el gel. 

 Se incubaron las placas en la estufa a 37,5˚C por 48 horas. 

 Posteriormente se realizó el recuento de Unidades Formadoras de Colonia 

que presentaron un color rojo con presencia de gas. 

 Se realizó el reporte de las UFC/ml, teniendo en cuenta la dilución aplicada. 

 

f. Biomasa bacteriana 

 

Para la Biomasa Bacteriana se tomaron muestras en las 0 y 96 horas; el método 

consistió en: 

 Tomar una muestra homogénea de 10 ml para centrifugar  a 1000 rpm durante 

10 minutos. 

  Separar los sedimentos, y  tomar el líquido para centrifugar 3000 rpm durante 

20 minutos. 

 El sedimento se re suspendió y se colocó 10 ml de agua destilada  para volver 

a centrifugar a 3000 rpm por 10 minutos. 

 Se llevó a la estufa a una temperatura de 60° C por 48 horas y se procedió a 

pesar en mg/ml para luego ser calculada en porcentaje. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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A. CARACTERIZACION FERMENTATIVA DEL  PREPARADO MICROBIANO 

NATIVO CON POTENCIAL USO EN ANIMALES DOMESTICOS 

 

1. Ácidos Orgánicos 

 

Al evaluar el contenido de los ácidos orgánicos por HPLC tanto en la evaluación 

inicial como en la evaluación final, podemos resaltar que hubo únicamente la 

presencia de ácido láctico en las diferentes repeticiones que tiene un tiempo de 

retención de 5,23 minutos (anexo 2). Mediante el análisis de la estadística 

descriptiva, para el día inicial en el PMN tenemos un promedio de 1,45%, esta 

cantidad puede deberse al yogurt que se le agrega como parte de los ingredientes 

del preparado, este valor se incrementa con el paso de los días, teniendo a las 96 

horas un promedio de 3,5% de ácido láctico, resultante de la presencia de las 

bacterias acido lácticas que sintetizan este ácido como parte de su metabolismo. 

La presencia de este ácido en altas concentraciones es beneficioso ya que actúa 

como un conservante del producto y evita la proliferación de microorganismos 

patógenos. 

Existen diversos géneros de BAL, sin embargo, estas son agrupadas como 

homofermentadoras o heterofermentadoras basado en el producto final de su 

fermentación. Las homofermentadoras como Lactococcus, Streptococcus, 

Pedicococcus, Vagococcus y algunos Lactobacillus poseen la enzima aldolasa y 

producen ácido láctico como el producto principal de la fermentación de la glucosa 

utilizando la vía de la glucolisis (Embden-Mayerhof) (Axelsson, 1998). Por su 

parte, las del género Leuconostoc son heterofermentadoras y convierten hexosas 

a pentosas por la vía 6-fosfogluconato-fosfocetolasa, produciendo en el proceso 

además ácido láctico, cantidades significantes de otros productos como acetato, 

etanol y CO2 (Carr, F. y col., 2002). En este caso tendríamos la presencia de 

bacterias del grupo homofermentadoras con gran producción de ácido láctico. 

La acción  conservadora de las BAL es debido a la inhibición de un gran número 

de microorganismos patógenos y dañinos por varios productos finales de la 

fermentación. Estas sustancias son ácidos: láctico, acético, etc. (Shirai y col., 

1996). 
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La acumulación de ácido láctico y otros ácidos orgánicos producidos por las BAL, 

reduce el pH del ambiente con efecto inhibitorio de bacterias Gram-positivas y 

Gram-negativas. En ese sentido, el ácido láctico puede penetrar con mayor 

facilidad la pared celular microbiana donde el pH más alto del contenido celular 

promueve la disociación, dando lugar a la liberación de iones de hidrogeno y el 

anión correspondiente; de modo que, ambos iones interfieren en el metabolismo e 

inhiben el crecimiento celular (Vazquez y col., 2009). Cuando el oxígeno está 

presente, las BAL pueden producir peróxido de hidrogeno, el cual genera 

radicales hidroxi que causan peroxidación a los lípidos de la membrana y 

susceptibilidad de la célula microbiana de muchos microorganismos (Ouwehand, 

A.1999). 

En las bacterias acido lácticas su metabolismo productor de energía es 

estrictamente fermentativo, formando principalmente ácido láctico a partir de 

azúcares. Existen de dos tipos: las homofermentadoras que convierten la glucosa 

en ácido láctico vía glucolisis (Embdem-Mayerhoff), y las heterofermentadoras 

que la convierten en una mezcla de ácido láctico, etanol, dióxido de carbono y 

otros productos volátiles mediante la ruta de la pentosa fosfato. La capacidad 

fermentativa varía de acuerdo a la especie. La mayor parte de bacterias lácticas 

forman entre 0,5 y 1,5% de ácido láctico, pero algunas alcanzan niveles del 3% 

(Bylund, G.2003). 

 

2. Temperatura  

 

La temperatura presentó variaciones dentro de las 96 horas de evaluación, es así 

que la temperatura inicial del PMN tuvo una media de 18,16 ˚C, dentro de las 

primeras 24 horas la temperatura tuvo un ligero incremento a 18,26 ˚C, mientras 

que a las 48 horas se detectó la temperatura más alta del PMN con una media de 

19,10 ˚C, a las 72 horas la temperatura tuvo un importante descenso a 17,48 ˚C, y 

finalmente la temperatura a las 96 horas terminó siendo la más baja con 17,34 ˚C, 

como podemos apreciar (gráfico 1). 
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Gráfico 1. Evaluación de la temperatura del Preparado Microbiano Nativo con      

potencial uso en animales domésticos, durante diferentes periodos de 

tiempo. 

 

Se menciona que la temperatura es uno de los parámetros ambientales más 

importantes que condicionan el crecimiento y la supervivencia de los 

microorganismos. La temperatura afecta a la velocidad de crecimiento. Cada 

bacteria (y suponiendo que el resto de condiciones ambientales se mantienen 

constantes) muestra una curva característica de tasa de crecimiento en función de 

la temperatura (Iáñez, E. 2005). 

La fermentación aerobia se caracteriza por una reacción de síntesis o de 

asimilación, consistente en el aprovechamiento de elementos nutritivos, de 

materia orgánica, a los microorganismos. En este proceso se produce un rápido 

aumento de la temperatura que representa la retención de calor producido por la 

explosión del crecimiento microbiano que degrada los sustratos simples 

contenidos en la materia orgánica, estimulando el crecimiento de la microflora 

mesófila. A medida que se reduce la actividad microbiana se pierde más calor del 

sistema del que se genera. El material se enfría, llegando a la estabilización del 

mismo o maduración (Enciclopedia Medioambiental, 2015). 
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3. pH  

 

El pH durante las 96 horas de evaluación tuvo notables cambios, es así 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 registró el mayor descenso de pH a  4,08, para las 72 hora 

siguientes disminuyo a 3,92, y para las 96 horas se registró el pH más bajo que 

fue de 3,90, como se muestra (gráfico 2). 

 

Gráfico 2.  Evaluación del pH del Preparado Microbiano Nativo con potencial uso 

en animales domésticos, durante diferentes periodos de tiempo. 

 

Mönckeberg, F. (1988) indica que el pH de crecimiento de los microorganismos 

varía entre 3,0 y 8,0. En forma general, las bacterias crecen a pH cercanos a la 

neutralidad (pH 7,0), con la importante excepción de las bacterias lácticas que 

resisten pH ácidos. Por el contrario, la mayoría de los hongos filamentosos y 

levaduras prefieren pH ácidos, de alrededor de 5,0.  Ésta ácido-tolerancia otorga 
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una ventaja importante a las fermentaciones con hongos, ya que el riesgo de 

contaminación bacteriana es bajo.  

En investigaciones realizadas en la Universidad Nacional de Colombia (2000) se 

encontró que el pH es un factor importante en la fermentación, debido a su 

importancia en el control de la contaminación bacteriana como también al efecto 

en el crecimiento de las levaduras y en la velocidad de fermentación. Durante la 

fermentación la levadura toma el nitrógeno de los aminoácidos orgánicos, 

perdiendo su carácter anfótero y pasando a ácidos, lo cual origina una 

disminución del pH del medio. Cuanto más bajo el pH del medio, tanto menor el 

peligro de infección.  

Según menciona Jay, J. (2000), la mayoría de BAL toleran bien concentraciones 

relativamente altas de ácidos y valores de pH más bajos que el resto de las 

bacterias (algunas pueden crecer a pH 3, otras entre 6 y 9, pero la mayoría crece 

a un pH entre 4 y 4,5) por lo que pueden desplazarlas de los hábitats que lo 

colonizan. 

Según un estudio realizado Sánchez, L. et.al. (2015) en cepas 

de Lactobacillus spp., con capacidades probióticas aisladas del tracto intestinal de 

terneros neonatos se demostró 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 ácido el crecimiento bacteriano es apreciable.  

El descenso del pH guarda una estrecha relación con la producción de ácido 

láctico por parte de las BAL, demostrado en su incremento notable de ácido 

láctico al inicio y su cantidad total a las 96 horas. 

 

4. Grados Brix 

 

El coeficiente de sacarosa o grados Brix durante las 96 horas de evaluación se 

mantuvo estable sin muchos cambios, es así que al inicio se observa una media 

de 6˚Brix debido al ingrediente jugo de caña que es incorporado en esta etapa de 

la preparación del PMN,  a las 24 hora se observa 5,7˚Brix, a las 48 horas un 

pequeño descenso a 5˚Brix, a las 78 horas un pequeño aumento a 5,4˚Brix y 
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finalmente a las 96 horas la media fue de 5,1˚Brix. Este coeficiente no guarda 

ningún tipo de correlación ni con la temperatura ni con el crecimiento bacteriano 

como se muestra (gráfico 3). 

 

Gráfico 3.  Evaluación del Coeficiente de Sacarosa del Preparado Microbiano 

Nativo con potencial uso en animales domésticos, durante diferentes 

periodos de tiempo. 

 

Los grados Brix miden la cantidad de sólidos solubles presentes en un jugo o 

pulpa expresados en porcentaje de sacarosa. Los sólidos solubles están 

compuestos por los azúcares, ácidos, sales y demás compuestos solubles en 

agua presentes en los jugos. Se determinan empleando un refractómetro 

(Camacho G. 2002). 

Campos R. et. al. (2001) en su investigación acerca de la Obtención de un 

probiótico de bifodobacterias utilizando como base Aguamiel, determinaron que 

las muestras de aguamiel estudiadas presentaron un variación en los grados Brix 

entre 8,9 y 11,8 durante su análisis. 

 

5. Densidad Óptica por espectrofotometría 

 

En la evaluación de la densidad óptica por espectrofotometría obtuvimos un 

promedio de 26.02 x 109 de UFC/ml, valor que fue únicamente analizado a las 96 
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horas, esto corresponde a un número representativo de bacterias al final de su 

evaluación. 

 

B.   CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DEL PREPARADO MICROBIANO 

NATIVO CON POTENCIAL USO EN ANIMALES DOMÉSTICOS 

 

1.  Nitrógeno Total 

 

El nitrógeno total se evaluó al inicio y a las 96 horas de la investigación, da como 

resultado una ligera disminución teniendo así una media para el nitrógeno inicial 

de 0,83 % y para las 96 horas tenemos una media de 0,81 %. 

Según Serna, L. y  Rodríguez, A. (2004), en su investigación titulada “Jugo de 

caña verde como sustrato en la producción fermentativa por lotes de ácido 

láctico”, determina que la adición de extracto de levadura en un 3 y un 5%  al jugo 

de caña provee un contenido de nitrógeno total de 0,21 y 0,32% respectivamente; 

el hecho de que esta diferencia en adición de nitrógeno no hubiera mostrado en el 

análisis estadístico diferencias significativas, sugiere que es suficiente la adición 

de una mínima cantidad de sustancias nitrogenadas para una buena producción 

de ácido láctico, pero en investigaciones futuras se podrían estudiar fuentes más 

baratas de nitrógeno para ser adicionadas al Jugo de Caña Verde, y de igual 

forma el comportamiento en jugos de caña verde, de otras bacterias ácido lácticas 

comercialmente disponibles. 

 

2. Proteína (%) 

 

Al evaluar el contenido de proteína al inicio de la investigación dio como promedio 

un 4,128%, disminuyendo ligeramente al final de la evaluación a las 96 horas a un 

promedio de 4,062%. Al comparar con la investigación anterior “Formulación, 

Producción y Caracterización de tres simbióticos nativos destinados para la 

alimentación animal” (León, M. 2014), se tiene un valor similar al final de la 

investigación, pues el contenido de proteína bruta fue de 4,38%. 
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3. Enzimas proteasas Totales 

 

La evaluación de las enzimas proteasas totales se realizó únicamente a las 96 

horas de la investigación, teniendo como resultado un valor promedio de 68 UE/ml  

(UE: unidad de actividad enzimática) que se refiere a la cantidad de enzima que 

produce un aumento en 0,001 unidades de absorbancia por minuto). 

Las proteasas de las bacterias ácido lácticas realizan el primer paso en la 

degradación de la caseína. Las proteasas han sido clasificadas de acuerdo a su 

actividad y propiedades, de la siguiente manera: 

Tipo PI, que actúa sobre la β- caseína. 

Tipo PIII, que actúa sobre la αs1-, κ- y β- caseína. 

Tipo PI / PIII, que es una mezcla de las anteriores. 

 

Estas proteasas que se encuentran ligadas a la pared celular, degradan la 

caseína de la leche y sus derivados para formar oligopéptidos, los cuales son 

transportados a través de las membranas por el sistema de transporte de 

oligopéptidos (Tjwantan, B. et.al, 1993; Juillard, V. et al, 1995). 

 

Baqueira, A.  (2004), en la determinación de la actividad proteolítica de bacterias 

utilizadas como probióticos en leches fermentadas, encuentra en una muestra de 

un producto denominado LC1 una actividad enzimática de 68 UE/ml, idéntica a la 

encontrada al análisis del PMN. Reuter, G. (1997), reporta que LC1, contiene 

S.thermophilus y L. acidophilus. Shihata, A. y Shah, N, (2000), mencionan que L. 

acidophilus crece lentamente en leche por carecer de actividad proteolítica, por lo 

que la práctica común es adicionar bacterias del yogurt (S. thermophilus y L. 

delbrueckii bulgaricus). La presencia de S. thermophilus, puede ser la razón por la 

que este producto presenta actividad proteolítica.  

 

4. Enzimas Amilasas Totales  

 

En el análisis de las enzimas amilasas totales que fueron evaluadas a las 96 

horas de la preparación del PMN, no se halló su presencia, debido a la falta de 
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una fuente de almidón en la formulación del preparado que evitó la proliferación 

de bacterias productoras de estas enzimas como manifiestan Tripathi, P. et al. 

(2007), las amilasas son enzimas las cuales hidrolizan moléculas de almidón 

dando como productos dextrinas y polímeros compuestos progresivamente por 

unidades de glucosa. Esta familia de enzimas hidrolíticas está compuesta por 

proteínas catalíticas: alfa-amilasa, beta-amilasa, glucoamilasa, isoamilasa.   

Además como explica Pedroza, A. (1999), esta enzima es estable a pH de 5,5- 

8,0 con una actividad optima de 5,9, al tener el PMN un pH ácido esta enzima no 

puede manifestarse, en el PMN al tener un pH final tan bajo de 3,9 no podría 

manifestarse. 

 

C. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DEL  PREPARADO MICROBIANO 

NATIVO CON POTENCIAL USO EN ANIMALES DOMESTICOS 

 

1. Bacterias Acido Lácticas 

 

Las Bacterias Acido Lácticas presentaron una gran variación desde el inicio hasta 

el final de la evaluación, es así que a la hora 0 se determinaron 1,63 x 105 

UFC/ml, para las siguientes 24 horas hubo un incremento a 7,68 x 105 UFC/ml , a 

las 48 horas se observó 13,84 x 105 UFC/ml, el mayor incremento se dio a las 72 

horas 916 x 105 UFC/ml y las 96 horas se obtuvo una disminución de la población 

total a 270 x 10 5 UFC/ml como se muestra (gráfico 4) . 
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Gráfico 4. Evaluación de las bacterias ácido lácticas del Preparado Microbiano 

Nativo con potencial uso en animales domésticos, durante diferentes 

periodos de tiempo. 

 

Vinderola, C. y Reinheimer, J. (2000) señalan que las cuentas de bacterias ácido 

lácticas deberán ser mayores a 1x107 UFC/ml para asegurar el efecto probiótico, 

en el PMN obtuvimos una carga final de 2,7 x 10 7 UFC/ml, con lo que se 

comprueba su efecto como probiótico. 

Existen diversos tipos de BAL, sin embargo, éstas son agrupadas como géneros 

con características morfológicas, fisiológicas y metabólicas en común. En general 

las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, no móviles, 

anaeróbicos, microaerofílicos o aerotolerantes; oxidasa, catalasa y bencidina 

negativas y producen ácido láctico como el único o principal producto de la 

fermentación de carbohidratos (Carr, F. et al. 2002). Además, las BAL son ácido 

tolerantes pudiendo crecer algunas a valores de pH tan bajos como 3,2, otras a 

valores tan altos como 9,6, y la mayoría crece a pH entre 4 y 4,5, permitiéndoles 

sobrevivir naturalmente en medios donde otras bacterias no soportarían la alta 

actividad producida por los ácidos orgánicos (Carr, F. et al. 2002). 
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Con la tinción Gram obtuvimos lo siguiente como se muestra (gráfico 6):  

 

Cuadro 6.    RESULTADOS DE LA TINCIÓN GRAM. 

Muestra Bacterias Gram + Bacterias Gram - 

PMN1 X 0 

PMN2 X 0 

PMN3 X 0 

PMN4 X 0 

PMN5 X 0 

 

Según la morfología de las bacterias analizadas por la técnica de la tinción Gram 

se concluye que estas según su forma y características corresponden al grupo 

Coccobacillus  Gram +, que son una de las morfologías que presentan las 

bacterias acido lácticas.  

Como indican Kandler, O. y Weiss, N.(1992), el género Lactobacillus  se 

caracteriza por presentar células en forma de bacilos largos y extendidos, aunque 

con frecuencia pueden observarse bacilos cortos o coco-bacilos coryneformes. 

 

2. Levaduras y Mohos 

 

En el PMN no se encontraron mohos durante la evaluación ni al inicio ni al final, 

esto quiere decir que no hubo ningún tipo de contaminación que pudiera afectar al 

preparado. 

En lo referente a levaduras se aprecia en el gráfico 5,  desde el inicio, una media 

de 4,2x103 UFC/ml a la hora 0, a las 24 horas se incrementó a 456x103 UFC/ml , a 

las 48 horas hubo un pequeño decremento a 408.8x103 UFC/ml, para las 72 

horas hubo un incremento exponencial a 17800x103 UFC/ml y finalmente a las 96 

horas la media de levaduras fue de 25800x103 UFC/ml. 
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Gráfico 5. Evaluación de las levaduras del Preparado Microbiano Nativo con      

potencial uso en animales domésticos, durante diferentes periodos 

de tiempo.   

 

Entre las principales especies de levaduras empleadas como probióticos se 

encuentran las siguientes: Saccharomyces boulardii (reconocida como líder), 

Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis y Kluyveromyces fragilis 

(Morales, J. 2004). 

 

Como mencionan Schrezenmeir, J. y de Vrese, M. (2001), las levaduras 

constituyen una importante fuente para la obtención de productos con actividad 

probiótica, bien sea como cepas vivas o utilizando derivados a partir de sus 

paredes celulares. Estos preparados han manifestado una comprobada actividad 

inmunoestimulante en animales de granja, así como mejoras en los procesos de 

la fisiología digestiva, contribuyendo a obtener mejores resultados productivos. La 

levadura viva S. cerevisiae se recomienda para la alimentación animal en dosis de 

1 g por cada 100 Kg de peso (Dawson, K. 1993). Es considerado primordial que la 

levadura permanezca metabólicamente activa para que resulte funcional y 

estimule el crecimiento y la actividad bacteriana para degradar la fibra e 
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incrementar la producción de ácidos orgánicos (acético, propiónico y láctico) 

(Stanley, V. et al. 1993). 

 

Algunos autores han reportado, además, el uso de células de levaduras vivas 

como agentes para destoxificar las micotoxinas y otras toxinas de origen 

bacteriano como las secretadas por C. difficile y sus receptores en la mucosa 

colónica, así como la toxina del Vibrio cholera (Stanley, V. et al. 1993 y Baptista, 

A. et al.2005). Daños severos en órganos, debido a las dietas que pudieran 

contener estas toxinas, fueron eliminados en presencia de S. cerevisiae por su 

capacidad para disminuir el estrés de los animales, proporcionando vitaminas, 

fuente de enzimas y proteínas (Reuter, G. 2001). 

 

Entre otros de sus potenciales importantes, podemos mencionar que: 

 Modulan el sistema inmune y las vías de transducción inducida por E. coli 

enteropatogénico. 

 Estimulan la actividad de las enzimas digestivas. 

 Reducen la colonización de algunos enteropatógenos. 

 Producen cambios favorables en la mucosa intestinal. 

 Mejoran el comportamiento productivo con raciones bajas en proteína 

 

3. Coliformes Totales  

 

Los Coliformes Totales que se evaluaron a lo largo de la investigación 

presentaron variaciones. Al inicio de la investigación la media fue de  7,4x103 

UFC/ml, a las 24 horas se incrementaron a 17,8 x103 UFC/ml, de igual forma 

aumentaron para las 48 horas a 47x103 UFC/ml, para las 72 horas se produjo un 

aumento exponencial de éstos a 100x103 UFC/ml, finalmente a las 96 horas se 

registró un descenso de su población a 40x103 UFC/ml como se puede observar 

(gráfico 6). 

 



54 
 

 
 

 

Gráfico 6.  Evaluación de los Coliformes Totales del Preparado Microbiano Nativo 

con potencial uso en animales domésticos, durante diferentes periodos 

de tiempo. 

 

Según afirma Canosa, A. (1995), el grupo de microorganismos coliformes es 

adecuado como indicador de contaminación bacteriana debido a que estos son 

contaminantes comunes del tracto gastrointestinal tanto del ser humano como de 

los animales de sangre caliente. Los microorganismos que conforman el grupo de 

los coliformes totales; Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Edwarsiella 

y Citrobacter, viven como saprófitos independientes o como bacterias intestinales. 

El grupo de los coliformes totales incluye especies fecales y ambientales, se 

encuentran en el intestino del ser humasno y de los animales, pero también en 

otros ambientes: agua, suelo, plantas, etc, (http://fundacion.usal.es/microaguas. 

2015). 

Prescott, L. et al. (1996), mencionan que los Coliformes Totales pertenecen a la 

familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, 

no esporulantes, fermentadores de lactosa con producción de gas; constituyen 

aproximadamente el 10% de los microorganismos intestinales de los seres 

humanos y otros animales .  
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Se puede decir entonces que la carga de Coliformes Totales representa 

contaminación de algún tipo, en este caso puede estar relacionada con el uso del 

jugo de caña, ya que estas bacterias se encuentran también en plantas o en el 

suelo.  Por otra parte, su descenso puede ser ocasionado por competencia con 

otras bacterias presentes como por ejemplo las bacterias lácticas, por disminución 

de nutrientes o por cambio del pH 

 

4. Aerobios Totales 

 

El contenido de bacterias Aerobias Totales durante las 96 horas de la evaluación 

tuvo variaciones como se puede observar en el gráfico 7, a la hora 0 se determinó 

una media de 9,52x104 UFC/ml, a las 24 horas hubo un ascenso a 95,6x104 

UFC/ml, para las 48 horas se registró un importante aumento de estas bacterias a 

7840 x104 UFC/ml, de igual manera el pico de crecimiento de estas bacterias se 

registró a las 72 horas con una media de 12440x104 UFC/ml y finalmente se dio 

un descenso de éstas a las 96 horas de la evaluación quedando al final una carga 

de 5040 x104 UFC/ml. 

 

Gráfico 7.  Evaluación de las Bacterias Aerobias Totales del Preparado 

Microbiano Nativo con potencial uso en animales domésticos, durante 

diferentes periodos de tiempo. 
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La fermentación láctica es causada por algunos hongos y bacterias. Al inicio hay 

una mezcla de bacterias aerobias, anaerobias facultativas y anaerobias junto con 

mohos y levaduras. Se inicia la fermentación y se produce una bajada inicial del 

pH que impide el crecimiento de Gram-negativos y de esporulantes 

(http://www.unavarra.es (2015). 

 

Como indican Macedo, M. y Vola, M. (2008), los aerobios comprenden un amplio 

conjunto de bacterias agrupadas por sus características morfológicas y tintoriales. 

Característicamente, dentro de este grupo se encuentran bacterias capaces de 

esporular. Clostridium spp y Bacillus spp, son capaces de sobrevivir en medios 

hostiles mediante la formación de una estructura muy resistente. La gran mayoría 

de las especies bacterianas de este grupo no son patógenos primarios. Muchos 

forman parte de la flora normal del cuerpo humano, los animales y se encuentran 

ampliamente distribuidos en el ambiente. Estas bacterias son propias del proceso 

de fermentación láctica y proceden de los componentes con los que se elaboró el 

PMN. 

 

5. E. coli 

 

La presencia de E coli durante el análisis fue variante, a las 0 horas se determinó 

una carga media de 200UFC/ml, esta carga aumenta exponencialmente a 

5000UFC/ml a las 24 horas, y desciende a las 48 horas a 3800 UFC/ml, en la 

próximas 72 y 96 horas desaparecen del PMN como se puede apreciar (gráfico 

8). 
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Gráfico 8.  Evaluación de E. coli del Preparado Microbiano Nativo con potencial 

uso en animales domésticos, durante diferentes periodos de tiempo. 

 

Fuller, R. (1989), demostró que puede detenerse el crecimiento de E. coli 

ajustando el pH de un medio de cultivo a 4,5 mediante la adición de ácido láctico 

o clorhídrico. 

Años más tarde este mismo autor administrando yogurt (leche fermentada por L. 

bulgaricus y S. termophilus) a lechones destetados observó cómo descendía el 

recuento de E. coli en el estómago y duodeno afirmando que el efecto por el 

yogurt podría ser reproducido por leche acidificada por ácido láctico a un pH de 

4,2. 

 

Según Frazier, W. (1976) otra característica del grupo de bacterias ácido lácticas 

es su elevada tolerancia a pH ácidos, algunos sobreviven en rangos de pH entre 

4,8 y 9,6. Produciendo el ácido láctico y secretando bacteriocinas crean un 

ambiente hostil que inhibe el crecimiento de algunas bacterias patógenas como 

Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Yersinia pseudotuberculosis y Shigella 

sonnei. 
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6. Biomasa Bacteriana 

 

La biomasa bacteriana encontrada al inicio de la investigación tuvo un promedio 

de 0,58% y al final de la investigación a las 96 horas hubo un incremento donde  

se reportó un promedio de 0,66%. Este valor es más bajo que el reportado por 

León, M. (2014) en el que se obtiene una biomasa al inicio de 1,3% y al final de la 

evaluación (96 horas)  1,7%. 
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V. CONCLUSIONES 

 

1. Se determinó que el PMN presentó una fermentación de tipo aerobia con 

bacterias homofermentativas, del tipo acido lácticas cuyo producto final de 

metabolismo fue el ácido láctico en un porcentaje promedio que fue a las 0 horas 

de 1,45% y a las 96 horas de 3,5% lo que guarda estrecha relación con la 

disminución del pH que se dio desde la hora 0 que fue de 6,3, llegando al final de 

la evaluación fue de 3,9 lo que evitó la proliferación de otros organismos 

patógenos, además se encontró la presencia de enzimas proteolíticas en una 

concentración considerable de 68 UE/ml. 

 

2. En el PMN se determinaron cargas importantes de levaduras de 25800x103 

UFC/ml   y de bacterias acido lácticas de 270 x 10 5 UFC/ml al final de la 

evaluación, lo que lo hace una importante fuente de probioticos. Al inicio de la 

evaluación la carga bacteriana de E. coli fue de 200 UFC/ml, desapareciendo por 

completo al final de la evaluación, dato que resulta muy beneficioso. 

 

3. Se considera este PMN como apto para la alimentación animal, por sus posibles 

propiedades probióticas expresados en sus cargas de bacterias acido lácticas de 

2.7 x 10 7 UFC/ml, con lo que se proyecta como posible probiótico, ya que además 

posee ácido láctico y enzimas proteolíticas que contribuirían con beneficios para 

los animales que lo consuman.  

 

4. La proyección comercial de este producto biotecnológico necesita pruebas de 

campo en animales domésticos. 
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VI. RECOMENDACIONES 

 

En función de los resultados alcanzados se puede recomendar: 

 

1. Replicar los análisis del contenido de ácidos orgánicos con una mayor 

frecuencia en su evaluación (a las 0, 24, 48,72 y 96 horas) para conocer el 

comportamiento de las bacterias presentes en el PMN. 

2. Incluir el análisis de otros ácidos que no fueron analizados y que puedan 

traer algún beneficio para los animales.  

 

3. Realizar análisis microbiológicos a nivel molecular para determinar los 

microorganismos específicos presentes en el PMN, las cepas de Levaduras 

y BAL principalmente, ya que con estos datos éste preparado tendría una 

posible validación como probiótico y luego podría proyectarse para 

complementarlo con un prebiótico y tener como producto final un simbiótico, 

destinado a la producción animal. 

 

4. Investigar nuevas alternativas viables de fuentes de probióticos para 

reemplazar el uso de antibióticos en las explotaciones pecuarias y obtener 

así todos los beneficios. 

 

5. Transferir estos conocimientos a los productores pecuarios, como una 

contribución a su actividad. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Resultado del análisis de los Ácidos Orgánicos 

 

MUESTRAS DIAS Ácido 

láctico 

(%) 

Ácido 

succínico 

(%) 

Ácido 

propiónico 

(%) 

Ácido 

acético 

(%) 

Ácido 

piruvico 

(%) 

Ácido 

butírico 

(%) 

PMN1 1 1.39 0 0 0 0 0 

  5 5.12 0 0 0 0 0 

PMN2 1 1.5 0 0 0 0 0 

  5 3.08 0 0 0 0 0 

PMNN3 1 1.5 0 0 0 0 0 

  5 2.33 0 0 0 0 0 

PMN4 1 1.32 0 0 0 0 0 

  5 3.21 0 0 0 0 0 

PMN5 1 1.54 0 0 0 0 0 

  5 3.77 0 0 0 0 0 

PROMEDIO 1 1.45 0 0 0 0 0 

PROMEDIO 2 3.50 0 0 0 0 0 

 

Anexo 2. Evaluación del contenido de ácido láctico cuantificado por HPLC (5.23 

tiempo de retención) del PMN2 a las 96 horas 

 



 
 

 
 

Anexo 3. Estadística descriptiva de la variable pH 

 

Variable pH 

0 24 48 72 96 

Media 6.30 5.54 4.08 3.92 3.90 

Error típico 0.03 0.05 0.07 0.06 0.05 

Mediana 6.30 5.50 4.10 3.90 3.90 

Moda 6.30 5.50 4.10 3.80 3.90 

Desviación estándar 0.07 0.11 0.15 0.13 0.12 

Varianza de la muestra 0.01 0.01 0.02 0.02 0.02 

Curtosis 2.00 -0.18 0.87 -1.49 2.00 

Coeficiente de asimetría 0.00 0.40 0.55 0.54 1.36 

Rango 0.20 0.30 0.40 0.30 0.30 

Mínimo 6.20 5.40 3.90 3.80 3.80 

Máximo 6.40 5.70 4.30 4.10 4.10 

 

 

Anexo 4. Estadística descriptiva de la variable Temperatura 

 

Variable TEMPERATURA 

0 24 48 72 96 

Media 18.16 18.26 19.10 17.48 17.34 

Error típico 0.093 0.051 0.000 0.049 0.024 

Mediana 18.200 18.300 19.100 17.500 17.300 

Moda _ 18.300 19.100 17.500 17.300 

Desviación estándar 0.207 0.114 0.000 0.110 0.055 

Varianza de la muestra 0.043 0.013 0.000 0.012 0.003 

Curtosis -1.963 -0.178 _ 2.917 -3.333 

Coeficiente de asimetría -0.236 -0.405 _ -1.293 0.609 

Rango 0.500 0.300 0.000 0.300 0.100 

Mínimo 17.900 18.100 19.100 17.300 17.300 

Máximo 18.400 18.400 19.100 17.600 17.400 

 



 
 

 
 

Anexo 5. Estadística descriptiva de los Grados Brix 

 

Variable Grados Brix (°B) 

0 24 48 72 96 

Media 6.00 5.70 5.00 5.40 5.10 

Error típico 0.00 0.12 0.00 0.10 0.10 

Mediana 6.00 5.50 5.00 5.50 5.00 

Moda 6.00 5.50 5.00 5.50 5.00 

Desviación estándar 0.00 0.27 0.00 0.22 0.22 

Varianza de la muestra 0.00 0.08 0.00 0.05 0.05 

Curtosis _ -3.33 _ 5.00 5.00 

Coeficiente de asimetría _ 0.61 _ -2.24 2.24 

Rango 0.00 0.50 0.00 0.50 0.50 

Mínimo 6.00 5.50 5.00 5.00 5.00 

Máximo 6.00 6.00 5.00 5.50 5.50 

 

 

Anexo 6. Promedios de la Densidad óptica por espectrofotometría 

 

MUESTRAS DIAS Densidad Óptica 

por  

Espectrofotometría 

UFC/ml 

 PMN1 5 24620000000 

 PMN2 5 26250000000 

 PMNN3 5 27130000000 

 PMN4 5 26720000000 

 PMN5 5 25360000000 

  

 

 

 

 

 

Biomasa 

bacteriana % 

Promedio 

Día 1 0.582 

Día 5 0.66 



 
 

 
 

Anexo 7. Estadística descriptiva de la evaluación de Bacterias Acido Lácticas 

 

Variable Bacterias ácido lácticas (UFC/ml) 

1 2 3 4 5 

Media 163400 768000 1384000 91600000 27000000 

Error típico 23164 101311 124161 39634076 20787015 

Mediana 194000 720000 1520000 70000000 9000000 

Moda _ _ _ _ 9000000 

Desviación estándar 51796 226539 277633 88624489 46481179 

Varianza de la 

muestra 

2682800000 51320000000 77080000000 7854300000000000 2160500000000000 

Curtosis -3 -1 -2 1 5 

Coeficiente de 

asimetría 

-1 0 0 1 2 

Rango 104000 580000 640000 216000000 107000000 

Mínimo 102000 500000 1040000 15000000 3000000 

Máximo 206000 1080000 1680000 231000000 110000000 

 

 

Anexo 8. Bacterias Ácido Lácticas Gram+ (Coccobacillus) encontradas en el PMN 

 

  



 
 

 
 

Anexo 9. Estadística descriptiva de la evaluación de las Levaduras 

 

Variable 

Levaduras (UFC/ml) 

0 24 48 72 96 

Media 4200 456000 408800 17800000 25800000 

Error típico 583 36000 28939 7844743 2222611 

Mediana 4000 460000 420000 8000000 25000000 

Moda 3000 _ _ 5000000 _ 

Desviación estándar 1304 80498 64709 17541380 4969909 

Varianza de la muestra 1700000 6480000000 4187200000 307700000000000 24700000000000 

Curtosis -1 -1 -3 0 2 

Coeficiente de asimetría 1 -1 0 1 1 

Rango 3000 200000 140000 40000000 13000000 

Mínimo 3000 340000 340000 5000000 21000000 

Máximo 6000 540000 480000 45000000 34000000 

 

 

 

Anexo 10. Estadística descriptiva de la evaluación de  Coliformes Totales 

 

Variable 

Bacterias coliformes (UFC/ml) 

0 24 48 72 96 

Media 7400 17800 47000 100000 40000 

Error típico 1631 1881 4827 44721 24495 

Mediana 7000 18000 45000 100000 0 

Moda 7000 _ _ 200000 0 

Desviación estándar 3647 4207 10794 100000 54772 

Varianza de la muestra 

 

17700000 116500000 10000000000 3000000000 

Curtosis 1 0 -2 -3 -3 

Coeficiente de asimetría 0 1 0 0 1 

Rango 10000 11000 25000 200000 100000 

Mínimo 2000 13000 36000 0 0 

Máximo 12000 24000 61000 200000 100000 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

Anexo 11. Estadística descriptiva de la evaluación de las Bacterias Aerobias 

 

Variable 

Bacterias aerobias totales (UFC/ml) 

0 24 48 72 96 

Media 95200 956000 78400000 124400000 50400000 

Error típico 10495 27129 2293469 13987852 1886796 

Mediana 89000 960000 78000000 117000000 51000000 

Moda _ _ _ _ _ 

Desviación 

estándar 23467 60663 5128353 31277788 4219005 

Varianza de la 

muestra 

55070000

0 

368000000

0 

2630000000000

0 

97830000000000

0 

1780000000000

0 

Curtosis -1 0 -2 3 1 

Coeficiente de 

asimetría 0 0 0 1 -1 

Rango 61000 160000 12000000 83000000 11000000 

Mínimo 65000 880000 73000000 93000000 44000000 

Máximo 126000 1040000 85000000 176000000 55000000 

 

 

 

Anexo 12. Estadística descriptiva de la evaluación de E. coli 

 

Variable 

E Coli (UFC/ml) 

0 24 48 72 96 

Media 200 5000 3800 0 0 

Error típico 200 1304 970 0 0 

Mediana 0 4000 5000 0 0 

Moda 0 3000 5000 0 0 

Desviación estándar 447 2915 2168 0 0 

Varianza de la muestra 200000 8500000 4700000 0 0 

Curtosis 5 3 -2 _ _ 

Coeficiente de asimetría 2 2 -1 _ _ 

Rango 1000 7000 5000 0 0 

Mínimo 0 3000 1000 0 0 

Máximo 1000 10000 6000 0 0 

 

 



 
 

 
 

 


