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RESUMEN

En este trabajo se desarrolld6 una bebida probiotica utilizando
Aloe perfoliata var. vera (Sébila) y una cepa liofilizada de
Lactobacillus casei shirota. Se elaboré la bebida se partir de la
obtencién del jugo de las hojas de la planta Aloe perfoliata var.
vera (sabila); el cual se utilizé en proporciones 10% (50 mL), 15%
(75 mL), 20% (100 mL); a los cuales se le agregé Goma Xantan
como estabilizante, Acido Citrico como regulador de la acidez,
azucar de cafia sin refinar como edulcorante y agua purificada.
Ademas se procedi6 a pasteurizar la bebida, para la posterior

incorporacion del microrganismo estandarizado Lactobacillus

casei shirota a la concentraciéon de 10" UFC/mL.

Se realiz6 la medicion de los parametros de pH y Grados Brix, y
ademas la determinacion de Escherichia coli al jugo de Aloe
perfoliata var. vera (sédbila) sin pasteurizar y pasteurizado; Asi
mismo se evalué la estabilidad del microorganismo
estandarizado Lactobacillus casei shirota a la concentracién de 10’
UFC/mL en el jugo de Aloe perfoliata var. vera, mediante
recuento en placa en agar MRS, durante los periodos de 1, 2,5, 8y
15 dias.

Finalmente, se realizdé la prueba sensorial de Analisis Descriptivo
Cualitativo que se llevo a cabo con dos grupos de catadores, un
grupo conformado 25 docentes y el otro por 25 estudiantes, a
los cuales se les di6 una muestra de 30 mL de la bebida para

valorar las caracteristicas sensoriales y la aceptabilidad de la



bebida con relacion al aspecto, color, olor, sabor (dulce, acido,
residual), fluidez, grumosidad y calidad general.

Tomando en cuenta del estudio estabilidad de Lactobacillus casei
shirora en el jugo de Aloe perfoliata var. vera pasteurizado, se
concluyd que la muestra que brinda mejor estabilidad al
componente probidtico es la muestra 2. (15% de jugo de sabila)
cuya de una concentracion inicial de 7.00E+07 UFC/mL que se
mantiene por espacio de 2 dias con una concentracion superior a
1.00E+06 UFC/mL, finalizando a los 15 dias con 6.00E+07UFC/mL,
alcanzando el requerimiento minimo 10° necesario para que la
bebida sea considerada como probidtica; ademas en la prueba
sensorial del analisis descriptivo cuantitativo la muestra 2 (15% de
jugo de sabila), presento una buena aceptabilidad, tanto en
estudiantes como en docentes, ambos géneros; logrando obtener
un resultado de calidad general aceptable; el tiempo de vida util de
la bebida preparada fue de 8 dias, considerando tanto los valores
de pH y Grados Brix que presentaron una disminucién luego de

transcurrido el octavo dia de analisis.

Es recomendable que para la elaboracién de la bebida de Sabila
contar con un cultivo establecido de Aloe perfoliata var. vera, y que
durante todo el proceso de elaboracion de la bebida se mantenga
una cadena de frio. Asi mismo, evaluar el efecto sinérgico que se
desarrolla entre el jugo de sabila y el microorganismo probiotico;

tanto in vitro, como in vivo.
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1.0 INTRODUCCION

Los alimentos funcionales se definen como “alimentos que se consumen
como parte de una dieta normal y que contienen componentes
biologicamente activos que ofrecen beneficios para la salud y reducen el
riesgo de sufrir enfermedades”. ;; A partir del interés que ha surgido por
parte de la poblacién de consumir estos alimentos funcionales, se plantéa
la elaboracién de una bebida probiotica utilizando la planta Aloe perfoliata
var. vera (sébila) y la cepa probidtica Lactobacillus casei shirota, ambos
componentes actuando de manera sinérgica podrian brindar a la bebida
probidtica una diversidad de beneficios que son de gran importancia para
mejorar la calidad de vida de las personas, ya que podria mejorar de
manera significativa el funcionamiento del sistema gastrointestinal,
incluyendo la reduccion del nivel de colesterol en sangre, minimizando los
efectos perjudiciales de la terapia con antibiéticos y favorecen el

fortalecimiento del sistema inmunoldgico. () ), a3

El Aloe perfoliata var. vera (sébila) una de las especies mas estudiadas por
sus beneficios, se utilizara como un vehiculo no lacteo, para que el
probidtico llegue al consumidor, debido a que presenta todas las
caracteristicas para ser considerada una buena alternativa como medio de
crecimiento del microorganismo probiético Lactobacillus casei shirota, que
es uno de los microorganismos ampliamente estudiados, seleccionado por
su inocuidad, capacidad a sobrevivir en el tubo digestivo, asi como también
por presentar actividad inmunoestimulante, antibacteriana, antioxidante y

por lograr alcanzar al final de su vida atil al menos 10" UFC/g. 3.2

XVii



Para la elaboracion de la bebida se partié de la obtencion del jugo de Aloe
perfoliata var. vera (sébila); el cual se utiliz6 en proporciones 10% (50 mL),
15% (75 mL), 20% (100 mL); a los cuales se le agregé goma xantan como
estabilizante, &cido citrico como regulador de la acidez, azUcar de cafia sin
refinar como edulcorante y agua purificada; ademas se pasteurizé la
bebida, para Iluego realizar la incorporacibn del microrganismo

Lactobacillus casei shirota a la concentracion de 1x10° UFC/mL.

Al producto elaborado se le realizaron analisis fisicoquimicos como la
medicién de pH segun método 981.12/90 y Grados Brix segun método
932.12/90 ambos de la Association of Official Analytical Chemists
(A.O.A.C.), ademas de analisis microbiolégico de determinacion de
Escherichia coli segun criterios microbiolégicos para vigilancia de los
alimentos, Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA 67.04.50.08); asi
mismo se verifico estabilidad del componente probidtico mediante el
recuento en placa de agar MRS, esperando obtener una viabilidad de
microorganismo de 10" UFC/g; finalmente se realiz6 un analisis sensorial
para determinar la aceptacion de la bebida segun las caracteristicas
organolépticas evaluadas de aspecto, color, olor, sabor (dulce, acido,
residual), fluidez, grumosidad y calidad general; mediante la Prueba de

Analisis Cuantitativo Descriptivo. g) «s)

Mediante el estudio estabilidad de Lactobacillus casei shirora en el jugo de
Aloe perfoliata var. vera pasteurizado, se establecié que la concentracion
gue brinda mejor estabilidad al componente probidtico es la muestra 2.
(15% de jugo de sabila) cuya de una concentracion inicial de 7.00E+07
UFC/mL vy finalizando a los 15 dias con 6.00E+07UFC/mL, alcanzando el

requerimiento minimo 10° UFC/mL necesario para que la bebida sea
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considerada como probidtica; ademas en la prueba sensorial del analisis
descriptivo cuantitativo la muestra 2 presenté una buena aceptabilidad,
tanto de estudiantes como de docentes, en ambos géneros; logrando
obtener un resultado de calidad general aceptable.

El estudio experimental se realizO en el Laboratorio de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la
Universidad de El Salvador (UES) en el transcurso de los meses de Julio a
Septiembre del afio 2015.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una bebida probidtica de Aloe perfoliata var. vera
(sabila) utilizando Lactobacillus casei shirota.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Extraer el jugo del gel de las hojas de la planta de Aloe

perfoliata var. vera (Sabila).

2.2.2 Elaborar una bebida probittica pasteurizada a partir de un
extracto natural de Aloe perfoliata var. vera (Sabila) y

Lactobacillus casei shirota.

2.2.3 Determinar en la bebida pH, grados Brix y la ausencia de

Escherichia coli.

2.2.4 Comprobar la estabilidad de la cepa probibtica en el jugo de
Aloe perfoliata var. vera (Sabila), durante los periodos de 1, 2,
5, 8 y 15 dias.

2.2.5 Realizar la prueba sensorial para medir la aceptabilidad de la

bebida elaborada.
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3.0MARCO TEORICO

3.1 Alimentos Funcionales. () (s

Se consideran alimentos funcionales aquellos que, con independencia de
aportar nutrientes, han demostrado cientificamente que afectan
beneficiosamente a una o varias funciones del organismo, de manera
gue proporcionan un mejor estado de salud y bienestar. Estos alimentos,
ademas, ejercen un papel preventivo ya que reducen los factores de riesgo
gue provocan la aparicion de enfermedades.

Entre los alimentos funcionales mas importantes se encuentran los
alimentos enriquecidos. Estos alimentos funcionales deben consumirse
dentro de una dieta sana y equilibrada y en las mismas cantidades en las

gue habitualmente se consumen el resto de los alimentos. (17)

En las ultimas décadas, nuestros habitos dietéticos han variado. Ya no se
trata Unicamente de que reduzcan los alimentos cuyo exceso puede
ser perjudicial para la salud, sino de buscar aquellos que tengan beneficios
saludables y ayuden a retrasar la aparicién de algunas enfermedades.

Los ciudadanos japoneses llevan décadas consumiendo estos productos
gue gozan de gran popularidad. A mediados de la década de los 80, el
incremento de la esperanza de vida de la poblacion japonesa y el
consiguiente aumento del gasto sanitario, provocaron que el gobierno nipon
se planteara la necesidad de desarrollar productos alimenticios que

mejorasen la salud de los ciudadanos para garantizar un mayor bienestar y
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calidad de vida. En otros paises, como Canada y EEUU, el consumo de
alimentos funcionales esta muy extendido y aproximadamente un 40% de la
poblacion ya los ha incorporado a su dieta diaria. Esta incorporacion de
alimentos funcionales surge de la necesidad de compensar una
alimentacion desequilibrada, muy rica en grasas saturadas y pobre en

determinadas grasas insaturadas, minerales, vitaminas y fibra.

3.1.2 Caracteristicas de los alimentos funcionales. a9

Desde un punto de vista practico, un alimento funcional puede tener las

siguientes caracteristicas:

— Un alimento natural en el que uno de sus componentes ha sido
mejorado mediante condiciones especiales de cultivo.

— Un alimento al que se ha afiadido un componente para que produzca
beneficios (por ejemplo, bacterias probidticas seleccionadas, de
probados efectos beneficiosos sobre la salud intestinal).

— Un alimento del cual se ha eliminado un componente para que
produzca menos efectos adversos sobre la salud (por ejemplo, la
disminucion de &cidos grasos saturados).

— Un alimento en el que la naturaleza de uno o mas de sus
componentes ha sido modificada quimicamente para mejorar la salud
(por ejemplo, los hidrolizados proteicos adicionado en los
preparados para lactantes para reducir el riesgo de alergenicidad).

— Un alimento en el que la biodisponibilidad de uno o mas de
sus componentes ha sido aumentada para mejorar la asimilacion de

un componente beneficioso.
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3.2. Probiético. (), (20)

Un alimento probio6tico es, segun la Organizacion Mundial para la Salud
(OMS), un alimento que contiene microorganismos vivos que, suministrados
en cantidad adecuada, confieren un efecto beneficioso sobre la salud del
huésped. El término pro-biético es una palabra relativamente nueva que
proviene del griego (pro= a favor de; bidtico=vida) “a favor de la vida” y
actualmente se utiliza para designar las bacterias que tienen efectos

beneficiosos para los seres humanos y los animales.

Una  bebida probiética es una preparacion que contiene
microorganismos bien definidos, viables y en numero suficiente los cuales
son capaces de alterar la composicion de la micro flora en un
compartimiento de huéspedes y que, por ello, son capaces de ejercer un
efecto beneficioso para este. Logrando ser de gran beneficio para la

salud y mejoramiento de calidad de vida.

Los probidticos son principalmente bacterias lacticas pertenecientes a los
géneros Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. delbrueki) o
Bifidobacterium (B. lactis, B. bifidum, B. longum, B. adolescentis), que
han sido seleccionadas especificamente por su inocuidad, su capacidad a
sobrevivir en el tubo digestivo y por sus actividades inmuno estimulantes,
anti-bacterianas, anti-oxidantes o nutricionales beneficiosas para la
salud. Una vez consumida, estas bacterias exégenas alcanzan en forma
viable el colon, donde contribuyen a mantener el equilibrio de la microbiota

intestinal.
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También son capaces de estimular la inmunidad local y sistémica del
huésped. Por estas razones han sido utilizados en nifios y adultos para el
tratamiento de colonizacion gastrica por H. pylori, diarreas agudas, diarreas
del viajero, infecciones por rotavirus y diarreas asociadas al uso de
antibidtico. Los probioticos también pueden influir en la biodisponibilidad de
nutrientes gracias a sus actividades enzimaticas que hidrolizan la lactosa y

proteinas y participan en la sintesis de vitaminas.

La administracion de las cepas probiéticas de Lactobacillus sp., también
inhibe las actividades enziméticas pro-carcinogénicas (3-glucoronidasa, R3-
glucosidasa, ureasa, nitro-reductasa) expresadas por otras poblaciones
bacterianas. Algunas cepas también ejercen actividades anti-inflamatorias
y/o antioxidantes que pueden reducir procesos inflamatorios en el tubo

digestivo.

3.2.1 Probiéticos como alimento funcional. 1), 22

Los probidticos son ingredientes funcionales de caracteristicas fisicas y
quimicas distintas, capaces de modificar la flora intestinal y producir un
efecto beneficioso sobre el sistema inmune. Los microorganismos con estos

efectos deberian cumplir con una serie de condiciones:

— Existencia natural en la flora microbiana intestinal.
— Pueden subsistir durante el transito por el intestino delgado y el
colon.

— Tienen capacidad de adherencia al epitelio intestinal.
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— No son patdgenos. Los mas comunes son los lactobacilos y las

bifidobacterias.

Estudios realizados por el Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos de la Universidad de Chile (INTA), indican que el consumo de
probidticos contribuye a disminuir la colonizacién de la bacteria causante de
acidez y, por dicha via, la gastritis cronica o Ulcera.

La viabilidad de los microorganismos en un producto probiético durante toda
la vida util es imprescindible, porque condiciona su actividad, aun cuando no
hay acuerdos generales en cuanto a la concentraciébn minima necesaria del

probidtico para alcanzar ventajas terapéuticas. Algunos investigadores
6
sugieren niveles de concentracion mayores a 10 UFC/mL, otros estipulan

7 8
concentraciones mayores a 10 UFC/mL y 10 UFC/mL como niveles
satisfactorios.

3.2.2 Mecanismo de Accion de los Probioticos. (79

Aunque se sabe que ciertos probidticos pueden tener efectos beneficiosos,
apenas se conocen los mecanismos moleculares de los beneficios

notificados.

Esos mecanismos pueden variar de un probidtico a otro (para obtener el
mismo beneficio por diferentes medios) y pueden consistir en una

combinaciéon de eventos, haciendo con ello que esta sea una esfera muy
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problematica y compleja. Tales mecanismos pueden estar relacionados con
la produccion de uno o varios metabolitos o0 enzimas especificos que actian
directamente sobre uno 0 mas microorganismos, pero también existe la
probabilidad de que el probibtico sea la causa de que el organismo produzca
la accion beneficiosa. A continuacion se citan algunos ejemplos de posibles
mecanismos probidticos que intervienen en el control de patégenos

intestinales:

—  Produccién de sustancias antimicrobianas
—  Exclusién competitiva de la fijacion de patégenos
—  Competencia por los nutrientes

- Modulacién del sistema inmunitario

Se han realizado diversas pruebas con animales y estudios in vitro, que
demuestran que las cepas probibéticas ejercen una accidén protectora
contra la adherencia, la colonizacion, la reproduccion y la accién patdégena
de agentes enteropatdégenos especificos, mediante distintas mecanismo de
accion, que aun no han sido completamente esclarecidos. Los mecanismos

de accién mas significativos son los que representan en la Figura N° 1.

Los probidticos afectan la barrera epitelial en numerosas y diversas maneras.
Este enfoque multifactorial para mejorar la ayuda a la funcion de barrera
intestinal en el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis. Dependiendo
de la cepa de bacterias o levaduras y el modelo utilizado, los probidticos se

dirigen a la barrera epitelial en las siguientes tres areas. (19)



27

Probiotic bacteria
{CDCD probiotics _ \.nd y."t
=5
=% commensal -
=@ pathogen /:* = @
A Effects on epithelium C Effects on other bacteria
B Effects on
mucosal immunity l
- A
mucus ? \ slgA o= .
) A 5 7 A=
@ v =IO adherence
» TLTTERRTUR) (UTrrnm (o
! = = h
) o o e
goblet cell enterocyte ‘\~
) N
r" Yy
) @ X

Figura N° 1. Probioticos y los efectos en la barrera epitelial.

A: Efectos Directos Sobre el Epitelio: Los probidticos pueden aumentar la
expresion de mucina y la secrecion por las células caliciformes, limitando asi
el movimiento de bacterias a través de la capa mucosa. Producen el
aumento de las B-defensinas, por expresion y secrecién de el moco por las
células epiteliales para que pueden prevenir la proliferacion de patégenos y
comensales, contribuyendo asi también a la integridad de la Barrera.
Finalmente, los probidticos pueden mejorar la unidon estrecha la estabilidad,

lo que disminuye la permeabilidad epitelial a los patdgenos y sus productos.

B: Efectos Sobre la Inmunidad de la Mucosa: Los probiéticos pueden
aumentar los niveles de Células productoras de IgA en la lamina propia y

promover la secrecion de IgA secretora (SIgA) en la capa mucosa
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luminal. Estos anticuerpos limitan la colonizacion del epitelio por las
bacterias y sus antigenos de union, lo que contribuye a la buena

homeostasis.

C: Efectos Sobre Otras Bacterias que Rodean o que Infectan: Los probiéticos
pueden alterar la composicion de la microbiota y/o la expresion del gen, lo
gue conduce a la mejora de la barrera indirectamente a través de las
bacterias comensales. Ademas, algunos probiéticos pueden matar o inhibir el
crecimiento de bacterias patégenas a través de la expresion de factores
antimicrobianos tales como bacteriocinas directamente. Los probioticos
también pueden competir con los patégenos o comensales para sitios en
mucinas o células epiteliales de union, de ese modo prevenir la colonizacion

perjudicial y contribuyendo a la funcién de barrera.

Los efectos que los microorganismos probidticos ejercen sobre la salud
humana, provienen de un mecanismo de accion especifico para cada caso.
Cuadro N° 1. Estos efectos y mecanismo de accion se pueden clasificar de

la siguiente manera

Cuadro N° 1. Efecto y Mecanismo de Accion sobre los Probioticos. ¢

EFECTOS MECANISMOS

- Produccion de acidos grasos de cadena corta que
inhibe la enzima HMG-Co-A-reductasa

Accién -Inhibicién de micelas de colesterol
hipocolesterolemica | -Aumentan las salen biliares descongojada
-Produccidn de sustancias antimicrobianas:
acidos organicos, H202.




Cuadro N° 1. Continuacion.

EFECTOS

MECANISMOS

Antimicrobiano

-Bacteriocinas
-Competencia por nutrientes
-Competencia por sitios de adhesion

Alteracién de
metabolismo
microbiano y del
hospedador

-Estimulacién o produccién de enzimas que intervienen
en la digestion

-Reduce la produccién de sustancias toxicas

-Sintetiza vitaminas y otros nutrientes deficientes

en la dieta.

Proteccion de barrera
mucoepitelial

-Modifican las uniones estrechas

-Disminuyen la permeabilidad

-Alteran el potencial eléctrico

-Modifican las proteinas del citoesquelto
-Producen nutrientes y factores de crecimiento
-Aumenta produccion de moco y defensinas

Desintoxicacion

-Disminuye las bacteria pro-carcinégenas
-Disminuye la actividad enzimatica procarcinogenica

Produccién de agentes
antioxidantes

-Aumenta la produccién de GST, GSH, GR, SOD,GPX
-Produce moléculas antioxidants

Produccion de
moléculas protectoras
Inmunoestimuldor

-Produce butirato, propionato y acetato

-Activacion de macréfagos

-Modulan la funcién de los macréfagos y monocitos
-Estimulacién de células inmunes o competentes
-Generan niveles elevados de inmunoglobulinas

-Modulan la funcién de las células hepiteliales y
dendritas
-Modulacién de la actividad antitumoral.

Estimulacién de
motilidad intestinal

Aumenta el peristaltismo

29



3.2.3 Efectos a la salud de los Probi6ticos. o)1)

Los efectos potenciales de las bacterias probiéticas son resumidos como

sigue:

30

Produccion de nutrientes de especial importancia para la mucosa
intestinal, tales como acidos grasos, particularmente los de cadena corta
y aminoacidos como: arginina, glutamina y cisteina.

Producciébn de micronutrientes, especialmente vitaminas (algunas
vitaminas del complejo B), antioxidantes y aminas (histamina, 5-HT,
piperidina, tiramina, cadaverina, pirrolidina, agmatina, espermidina y
putrescina), muchos de los cuales son utilizadas por todo el organismo.
Prevencion del sobre crecimiento de microorganismos
potencialmente patdgenos. Algunas de estas bacterias protectoras
producen sustancias especificas con efecto antibiético.

Estimulacién del sistema de defensa inmunointestinal, referido como
sistema de tejido linfoide asociado al tracto.

Eliminacibn de toxinas y sustancias innecesarias del lumen. Por
ejemplo, los lactobacilos producen esteroides a partir del colesterol en
el colon y esto ayuda a reducir los niveles circulantes de
colesterol.

Participacion en la regulacion de funciones intestinales, tales como:
utilizacidbn de mucus, absorcion de nutrientes, motilidad gastrointestinal
y flujo de sangre, lo cual ocurre a través de produccion de acidos
grasos de cadenas cortas, hormonas, enzimas, poliaminas y citoquininas
y 6xido nitroso.

Previene la adhesién de los organismos patdégenos a la superficie del

tracto digestivo.
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Asi mismo podemos mencionar que la utilizacion de probiéticos lleva
aparejados diversos efectos en la salud. Figura N° 2. Hay datos que
demuestran en diversos grados la verificacion de tales efectos como en

trastornos relacionados con el aparato digestivo:

— Prevencion de la diarrea causada por ciertas bacterias patdbgenas vy
virus.

— Infeccion por Helicobacter pylori y complicaciones

— Enfermedades inflamatorias y sindromes intestinales

— Cancer

— Estrefliimiento

— Inmunidad mucosa

— Enfermedades inflamatorias y sindromes intestinales

La microflora intestinal desempefia probablemente una funcién decisiva en
los estados inflamatorios del intestino, y es posible que los probioticos
puedan corregir esas afecciones mediante una modulacion de la

microflora.;y

: 5 3 Restablecen Ia flora intestinal
Inhiben el crecimiento de durante/después de un tratamiento
patégenos potenciales con antibiGticos

Actlian como inmuno Prob i6tiC0 S Producen vitaminas

moduladores del grupo B
Reducen los sintomas asociados a Disminuyen los niveles de
la infolerancia a la lactosa colesterol en la sangre

Figura N° 2. Funciones de los probioticos.



3.2.4 Microorganismos probiéticos mas empleados.

Entre los microorganismos comunmente empleados como probiéticos,
se encuentran las bacterias acidos lacticas, que agrupan una gran
cantidad de géneros y especies. Las cepas utilizadas generalmente
pertenecen a especies de los géneros Lactobacillus, Enterococcus,
Bifidobacterium, y levaduras como Sacharomyces boulardii., (Ver Anexo
N° 8).

Se han identificado a 56 especies de lactobacilos y 29 especies de
bifidobacterias, siendo los siguientes los principales microorganismos
probidticos comercializados en el mundo: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
reuteri, bifidobacterium adolescentis, bifidobacterium longum,
bifidobacterium breve, bifidobacterium bifidum, bifidobacterium essensis,
bifidobacterium lactis, bifidobacterium infantis, bifidobacterium

laterosporus y bifidobacterium subtilis.

3.3 Genero Lactobacillus.

32

Presenta beneficios en la salud ocasionados, por su capacidad antagénica,

se basan en la produccion de acidos organicos y otros metabolitos
inhibidores, entre los que cabe mencionar el peréxido de hidrégeno (H.0,) y

otros derivados del metabolismo del oxigeno, asi como compuestos

aromaticos (diacetilo, acetaldehido), derivados deshidratados del glicerol

(reuterina), enzimas bacterioliticas, bacteriocinas y otros.
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El género Lactobacillus (lactis-leche; bacillus-pequefios bacilos) se
caracteriza por presentar células en forma de bacilos largos vy
extendidos, aunque con frecuencia pueden observarse bacilos cortos o
coco-bacilos; lo cual hace que se puedan confundir con géneros aislados
habitualmente de materiales clinicos. Estos bacilos se presentan
comunmente formando cadenas y en general son no motiles, pero cuando
tienen motilidad es por la presencia de flagelacion peritrica. Son Gram
positivos y solo las células muertas pueden dar resultados variables a
la tincibn de Gram. Ademas, no esporulan y algunas cepas presentan

cuerpos bipolares que probablemente contengan polifosfato.

3.3.1 Propiedades importantes del genero Lactobacillus. ¢

Las bacterias acido-lacticas y dentro de éstas, los lactobacilos, poseen un

grupo de propiedades importantes:

—Rango muy amplio de habitats, desde los productos lacteos y sus
derivados, las carnes, granos, frutas y vegetales fermentados, hasta la
flora normal de la boca, el tracto gastrointestinal y la vagina de muchos
animales y del hombre.

—Requerimientos nutricionales y de crecimiento muy similares, por lo que,
para su mejor caracterizacion, se ha propuesto el empleo de pruebas
moleculares, entre las que se destaca el uso de la reaccion en cadena de
la polimerasa, conocida como PCR.

—Utilizacion como probioticos, debido a su capacidad de control de la
microbiota intestinal y a su accion para evitar la colonizacién y el

crecimiento de bacterias patdégenas en el tracto gastrointestinal.
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—Produccion de sustancias antimicrobianas (acidos lactico y acético,
metabolitos) y de numerosas bacteriocinas, en las cuales se fundamenta
su potente accién probidtica, antimicrobiana y bioconservadora.

—Importante papel en los procesos de bioconservacion de la industria
alimentaria, funcién favorecida por su capacidad para la produccion de
bacteriocinas.

—Buenas caracteristicas de inoculantes biolégicos, ya que mejoran la
calidad fermentativa del ensilaje y sus indicadores de consumo Yy
digestibilidad de nutrientes, disminuyendo ademas la produccion de
metabolitos indeseables, lo cual repercute positivamente en el valor
nutritivo del alimento animal.

-Amplias perspectivas de utilizacion en el incremento de calidad de los
alimentos y en su conservacion a largo plazo; asi como en el mejoramiento

de la salud animal y humana.

3.4 Lactobacillus casei shirota.

3.4.1 Caracteristicas. @35

Lactobacillus casei shirota es una bacteria Lactica, gram-positiva, no
esporulada. ElI metabolismo de L. casei shirota es hetero-fermentativo
gracias a que posee una enzima llamada fosfocetolasa, que le permite
poder seguir la via de las pentosas convirtiendo hexosas (principalmente

glucosa) en pentosas.

Son bacilos cortos en cadenas cortas o largas con bordes enteros, su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 30°C y la maxima varia entre 37
y 40°C, en algunos casos se desarrolla hasta los 45°C, y su minima de
sobrevivencia puede llegar hasta los 10°C.
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Es una bacteria anaerobia facultativa; es decir crece de manera 6ptima en
condiciones anoxicas, pero puede presentar crecimiento si la concentracion
de oxigeno es baja, debido a que posee enzimas como NADH oxidasa,
NADH peroxidasa que minimizan la toxicidad de compuestos activados por el

oxigeno.

En un estudio realizado por Tuohy (2007) se comprobé la habilidad de L.
casei Shirota de sobrevivir el paso del tracto gastrointestinal humano,
comprobando su presencia aun después de una semana sin consumir el
producto probiodtico. Ademas en otro estudio realizado por Maragkoudakis et
al, (2006) este microorganismo sobrevivi6 a pH=3 durante 3 horas y
pH=2 durante 1 h, es resistente a la pancreatina y a las sales biliares, no

presenta actividad hemolitica.

3.4.2 Beneficios Atribuidos a Lactobacillus casei shirota. j5,,

- Se ha demostrado capacidad para eliminar microorganismos patégenos del
intestino, como cepas enterotoxigénicas de E. coli, Lysteria
monocitogenes, Shigella sunnei y Salmonella typhimurium, tanto en
estudios in vitro como con animales de experimentacion.

- Ha mostrado su eficacia frente a infecciones intestinales en nifios
producidas por rotavirus, y tienen efectos antitumorales en ratén. Estos
efectos pueden ser debidos a las glicoproteinas secretadas por las propias
bacterias.

- Las primeras experiencias indican que en nifios tratados con L. casei la
cantidad de Ig A circulante es mas elevada que en los no tratados y que

su respuesta ante infecciones del tracto digestivo es mucho mejor.
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- Ya que estas bacterias estan presentes en los intestinos, la boca y la
vagina promueve entre otras cosas una buena digestién y fortalecer la
asimilacion de la lactosa en el cuerpo.

- En el organismo son capaces de sobrevivir a los jugos géstricos biliares y
del duodeno llegando asi al tracto intestinal donde desarrollan gran parte
de sus benéficos como lo estan la recuperacion de la diarrea en los nifios

y problemas de intolerancia la lactosa.

Por la secrecion de enzimas se crea un proceso llamado inmunomodulador
gue estimulan el sistema inmunolégicos del huésped en este caso el cuerpo
humano activando a los macréfagos y modulando la respuesta IG As que
son anticuerpos que sirven como una barrera protectora secundaria. Con
estos mecanismos de accion del Lactobacillus casei shirota el cuerpo
humano se libra de algunas enfermedades como diarreas, control de
enfermedades inflamatorias de colon, fortalecimiento del sistema inmune, y

reduccion de alergias.

3.5 Sabila (Aloe perfoliata var. vera.) ;) 43 )

Las primeras referencias del Aloe vera se encuentran en los Papiros de
Ebers y existen numerosos documentos historicos de los egipcios, griegos,
romanos, algerianos, arabes, tunecinos, indios y chinos, entre otros, que

hablan de su empleo para uso medicinal.

Su nombre sabila viene del griego “aloe”; y en arabe se llama “alloeh”, que

significa: “la sustancia amarga brillante”; la palabra vera viene del latin y
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significa: “verdad”, asi como en sanscrito Aloe su significado se refiere a

diosa.

Existen mas de 180 especies de sébila, sin embargo, son 15 los géneros con
importancia en el sentido comercial y farmacoldgico, tales como Aloe L.,
Aloinilla, Aprica, Astroloba, Chortolirion, Gasteria, Goillauminia, Haworthi,
Kniphhofia, Lemeea, Leptaloe, Lomatophyllum, Poellnitzia, Pachidendron y
Tritoma, aunque, la mas beneficiosa recibe la denominacién de Aloe vulgaris,

sinbnimos: barbadenisis también perfoliata.

3.5.1 Taxonomia de la Sabila. 4, (Ver Anexo N° 10).

— Nombre cientifico: Aloe perfoliata var. vera L.

— Clase : Equisetopsida C. Agardh

— Subclase : Magnoliidae Novak ex Takht.
— Superorden : Lilianae Takht.

— Orden : Asparagales Link

— Familia : Xanthorrhoeaceae Dumort.
— Género : Aloe

3.5.2 Composicion Quimica de la Planta de Aloe perfoliata var. vera

(Sébila). ¢, 1y,

La sabila tiene cuatro componentes principales: la cascara, el latex, el
gel y el mucilago que envuelve al parénquima o filete de la gelatina. La

planta de Aloe vera estd constituida por una mezcla compleja de



38

compuestos y que mas de 20 de estas sustancias poseen actividades

benéficas para la salud. Cuadro N° 2.

Quimicamente el Aloe perfoliata var. vera se caracteriza por la presencia de
constituyentes fendlicos; estos compuestos se encuentran en la capa
interna de las células epidermales. La aloina es el principal componente del
acibar, que la planta secreta como defensa para alejar a posibles
depredadores por su olor y sabor desagradable. También interviene en el
proceso de control de la transpiracion en condiciones de elevada

insolacion.

La aloina es un glicosido antraquinonico que le confiere propiedades
laxantes al acibar y se utiliza en preparados farmacéuticos produciendo en
ocasiones alergias a personas sensibles. En la fabricaciéon de productos
alimenticios a base de Aloe vera, estos no deben contener aloina dado sus

propiedades laxantes y alergénicas.

El gel envuelto por el mucilago, contiene de 0.3 - 4% de sdlidos totales
consistentes de aproximadamente 75 compuestos, y 96 — 99.7 % de agua.
Este contenido puede variar segun la edad de la planta, manejo del
cultivo, método de extraccion y partes de la planta usadas frecuentemente
se hace énfasis sobre el contenido nutricional de la sébila, sin embargo éste
no es significativo ya que, por ser una planta adaptada para el
almacenamiento de agua, sus componentes solidos se encuentran en

cantidades bien pequenias.
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CUADRO N° 2. Componentes quimicos de la planta Aloe perfoliata var.

vera. ()

COMPONENTES

COMPUESTOS

Antraquinonas

Acido aloético, antranol, acido cindmico, barbaloina,
acido crisofanico, emodina, aloe emodin, éster del acido
cinamico, aloina, isobarbaloina, antraceno, resistanol.

Vitaminas

Acido félico, vitamina B1, colina, vitamina B2, vitamina
C, vitamina B6, betacaroteno.

Minerales

Calcio, magnesio, potasio, zinc, sodio, cobre, hierro,
manganeso, fosforo, cromo.

Carbohidratos

Celulosa, galactosa, glucosa, xilosa, manosa, arabinosa,
aldopentosa, glucomanosa, fructosa, acemanano, L-
ramnosa.

Amilasa, ciclooxidasa, carboxipeptidasa, lipasa,

Enzimas bradikinasa, catalasa, oxidasa, fosfatasa alcalina,
ciclooxigenasa, superéxido dismutasa.
Lipidos y Esteroides (campestrol, colesterol, B-sitoesterol), acido
Compuestos salicilico, sorbato de potasio, triglicéridos, lignina, acido
Orgéanicos arico, saponinas, giberelina, triterpenos.

Aminoacidos

Alanina, acido aspartico, arginina, acido glutamico, glicina,
histidina, isoleucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
tirosina, treonina, valina.

Saponinas, Taninos, Heteroxidos, Antracenicos, Sustancias pépticas.

Su valor esta en los fitoquimicos, sustancias estimulantes que contiene en

una combinacién Unica, proporcionando al organismo las condiciones para

la reconstitucién y optimizacion de las funciones metabdlicas celulares y

del sistema inmunoldgico, incrementando y regulando su funcionamiento

de forma que controles y rechace las infecciones bacterianas y virales.
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El Aloe perfoliata var. vera también contiene otros componentes tales

como.

— Acido salicilico. Es un compuesto parecido a la aspirina con
propiedades anti inflamatorias y anti-bacterianas.

— Acidos grasos. Agentes anti-inflamatorios, campesterol, sitosterol R y
lupeol a los que se les atribuyen propiedades antisépticas

— Amino Acidos. Constituyen los bloques de construccion de los tejidos
del cuerpo, en total contiene 17 de los 22 amino &cidos: alanina,
arginina, &cido aspartico, cisteina, acido glutamico, glicina, histidina,
hidroxyprolina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, tirosina, valina.

— Glucomanosas que tienen enlaces beta 1-4, lo que las hace
resistentes a las enzimas normales de la digestion en el tracto
gastrointestinal. Estas se incorporan al cuerpo por endocitosis es
decir que la célula las absorbe por medio de sus membranas.

La mayoria de estos polisacéridos oralmente ingeridos no se pierden, ya
gue estas cadenas de moléculas se unen a la mucosa intestinal por medio
de los receptores de la manosa, donde permanecen de 40 a 45 horas y
ejercen una funcién de barrera protectora de la mucosa gastrica, por
ejemplo contrarrestando los efectos de la gastritis, enteritis, colitis. Se
mencionan también acciones inmunomoduladoras a traves del incremento

en el numero de anticuerpos.

3.5.3 Beneficios de la utilizacion de Aloe perfoliata var. vera (Sabila).e

— Actividad gastro-protectora en enfermedades gastrointestinales
como la ulcera gastrica, enfermedad de Crohn, gastritis, Sindrome

del Intestino Irritable e incluso infecciones debido a bacterias como
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Helicobacter pylori se consideran un factor en el desarrollo de
lesiones cronicas agudas de la mucosa gastrica. La preparacion de
sabila inhibe la produccién de acido gastrico, estimula pepsina y
secreciones mucosas.

— Contribuye a la metabolizacion de grasas, disminuyendo los
niveles de colesterol y triglicéridos en la sangre; debido a que
favorece la eliminacién de las grasas y evita su acumulacion.

— Alivia  infecciones que se  producen por  diferentes
microorganismos como en caso de los estafilococos. Ayudando
de esta manera a combatir afecciones como: Gastroenteritis,
colitis, enterocolitis. Cervicitis, disenteria, etc.

— Reduce los efectos de indigestion, acidez estomacal,
ulcera estomacal, asi como afecciones del aparato digestivo
descongestionando el estbmago y el intestino delgado.

— Apoya al sistema inmune: Contiene polisacaridos de cadena
larga que nos ayudan a defender del ataque de bacterias.

— Mejora la absorcion significa mejor nutricibn, mayor aporte

de proteinas y mejor metabolizacion de grasas. () @7

Debido a sus propiedades nutricionales y composicion quimica, el Aloe vera
tiene un alto potencial para promover el desarrollo de bacterias probioticas.
Se ha comprobado que tanto el jugo como la pulpa de Aloe perfoliata var.
vera son buenos sustratos que permite el crecimiento de bacterias lacticas y

la consecuente produccion de acido lactico.

Investigadores han informado que el jugo de Aloe perfoliata var. vera

como sustrato vegetal puede ser utilizado como medio de propagacion in
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vitro para las especies probiodticas Lactobacillus plantarumy, Lactobacillus

casei, sus resultados son muy prometedores con viabilidades en el orden de

11

.
10 a 10 UFC/mL, por lo que el jugo de sabila pudiera ser utilizado en la

elaboracion de bebidas con bacterias lacticas. g, ().

3.6 Componentes para la formulacion de la bebida.

a)

b)

Azucar.

El azlcar de cafia (sacarosa) ofrece un gran niumero de beneficios
nutricionales cuando no pasa por el proceso de refinamiento, lo que
la hace una alternativa saludable a la azucar refinada comun. Es
recomendable utilizar azdcar sin refinar ya que si se utiliza otros
edulcorantes como miel de abeja o artificiales no se obtiene una

bebida de 6ptima calidad.

Estabilizantes.

Es un aditivo alimentario que no se consume normalmente
como alimento por si misma ni se usa normalmente como
ingrediente tipico del alimento, tenga o no valor nutritivo, cuya
adicion intencional al alimento para un fin tecnologico (inclusive
organoléptico) en la fabricacion, elaboracién, tratamiento,
envasado, empaque, transporte o almacenamiento, que pueda
esperarse razonablemente que provoque directa o indirectamente
que afecten sus caracteristicas. Esta definicion no incluye los

contaminantes, ni las sustancias afiadidas al alimento para
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mantener o mejorar las cualidades nutricionales. Aditivos
alimentarios posibilitan el mantenimiento de una dispersion

uniforme de dos o més sustancias no miscibles en un alimento.

- Goma Xantan. ;3

Polvo blanco o de color crema, insipido, con suave olor
organico; el polvo o las soluciones son estables a 25° C. Es una
goma polisacérida de elevado peso molecular producida por la
fermentacion de un cultivo puro de un carbohidrato con
Xanthomonas campestri. Por la estructura quimica que presenta
forma geles reversibles en presencia de alcoholes o sales,
altamente resistente a la degradacion enzimética por lo que es

utilizado como estabilizante.

3.7 Indicadores a determinar.

3.7.1 Determinacion de pH. ;

pH es el indicativo de acidez o alcalinidad de una solucién acuosa. Se
define como el logaritmo negativo de la concentracibn de iones
hidrogeno en moles por litro. El valor de pH es de 1 a 14, que indica la

concentracion de iones hidrégeno presentes en una solucién acuosa.

3.7.2 Determinacion de Grados Brix.

Es la cantidad de sdlidos disueltos en la bebida, expresada en grados

Brix porcentaje de masa. Los grados Brix (simbolo °Bx) miden el



44

cociente total de sacarosa disuelta en un liquido. Una solucién de 25 °Bx
tiene 25 g de azlcar (sacarosa) por 100 g de liquido o, dicho de otro modo,
hay 25 g de sacarosa y 75 g de agua en los 100 g de la solucién. Los
grados Brix se miden con un refractometro, que mide la gravedad especifica

de un liquido, o, mas facilmente,

3.8 Determinaciones microbioldgicas
3.8.1 Determinacion de Escherichia coli. s

La Escherichia coli, también conocida como E. coli, es una bacteria que se
encuentra comunmente en el sistema digestivo de los seres humanos y
animales de sangre caliente. Debido a su alta presencia en el intestino, la E.
coli se utliza como el indicador principal para detectar y medir la
contaminacion fecal en la evaluacion de la inocuidad del agua y de los

alimentos.

La E. coli es casi exclusivamente de origen fecal y se transmite a través de
la contaminacion fecal de los alimentos y del agua, asi como también a
través de la contaminacién cruzada o por contacto humano directo durante
la preparacion de los alimentos. A pesar de la gravedad o ausencia de los

sintomas de la enfermedad, las personas y animales infectados pueden

6 9
liberar entre 10 a 10 unidades formadoras de colonias (UFC) por
gramo de heces y la liberacién de la E. coli también se puede producir a

través de portadores asintomaticos.

Caracteristicas morfologicas:

—  Bacilo Gram negativo.
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— No forma esporas

—  Moviles (flagelos peritricos).

—  Miden 0.5 p de ancho por 3 u de largo.

—  Catalasa positiva.

—  Oxidasa negativos.

— Reducen nitratos a nitritos.

—  Producen vitamina B y K.

— Fermenta glucosa y lactosa con produccién de gas.

- Es anaerobio facultativo.

Las colonias de esta bacteria varian segun el medio de cultivo donde
crezcan, en este caso el medio de cultivo es Agar Eosina Azul de Metlileno
abreviado EMB, podemos observar que las colonias tienen en demasia una
coloracién verde-metalico, lo cual es caracteristico de E. coli, aunque hay
otras bacterias que logran producir este color es muy tenue y escaso. Se
logran ver colonias aisladas, son colonias medianas, circulares, convexas,

contorno verde-metalico, bordes redondeados.

3.9 Estabilidad del Componente Probidtico. , 3

El medio MRS estd basado en la formulacion De Man, Rogosa and
Sharpe con una ligera modificacion, es compatible con el crecimiento
cuantioso de todos los Lactobacillus de la cavidad oral, productos
lacteos, alimentos, heces y otras fuentes. La Proteasa peptona y el
extracto de carne aportan nitrégeno y compuestos del carbono. El extracto
de levadura aporta vitaminas del complejo B. La dextrosa es el carbohidrato
fermentable como fuente de energia. El Polisorbato 80 suministra los acidos

grasos requeridos para el metabolismo de los Lactobacillus. El acetato de
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sodio y citrato de amonio inhiben estreptococos, mohos y muchas otros
microorganismos. El sulfato de magnesio y sulfato de manganeso

proporcionan iones esenciales para la multiplicacion de los Lactobacillus.

3.10 Metodos de Evaluacion Sensorial.

El andlisis sensorial es una ciencia multidisciplinaria en la que se utilizan
panelistas humanos que utilizan los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto
y oido para medir las caracteristicas sensoriales y la aceptabilidad de los
productos alimenticios, y de muchos otros materiales. No existe ningun otro
instrumento que pueda reproducir o reemplazar la respuesta humana; por
lo tanto, la evaluaciéon sensorial resulta un factor esencial en cualquier
estudio sobre alimentos. El andlisis sensorial es aplicable en muchos
sectores, tales como desarrollo y mejoramiento de productos, control de
calidad, estudios sobre almacenamiento y desarrollo de procesos.

Las pruebas sensoriales empleadas en la industria de alimentos, se
dividen en dos grupos las Pruebas Analiticas y Pruebas Afectivas. (Figura
N° 3).

Cualquiera que sea la prueba que se va a emplear, es necesario que los
jueces entiendan la necesidad de efectuar la misma de la manera mas
objetiva posible, demuestren su capacidad para seguir las instrucciones y la

ejecuten de la manera correcta.
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Figura N° 3. Clasificacion de los métodos de evaluacion sensorial. ,

3.10.1 Prueba de Analisis Cuantitativo Descriptivo. g,

El método tiene como objetivo identificar y cuantificar todas
las caracteristicas sensoriales de un producto y la informacion
generada sirve para construir un modelo multidimensional que

describe los parametros que definen a uno o varios productos.



El método es ampliamente utilizado, ofreciendo un perfil
sensorial completo del alimento, permite establecer graficamente
patrones que pueden utilizarse en cualquier momento para describir
y analizar un producto. Para procesar los resultados y obtener los
valores dados para cada atributo se mide con una regla la distancia
gue existe entre el extremo izquierdo de la escala (cero) hasta la

marca vertical asignada por el juez.

3.10.2 Reclutamiento de personal. (34

Por lo general, el reclutamiento de panelistas, tanto para paneles
entrenados como para paneles no entrenados, puede iniciarse con el
personal que trabaja en la institucion u organizacion en que se lleve a
cabo la investigacion. La mayoria de personas que trabajan en
una organizacion son panelistas potenciales y usualmente estaran

interesados en participar si sienten que su contribucion es importante.
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CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO



4.0. DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

Prospectivo: Los resultados obtenidos en este trabajo son utiles para
continuar el estudio sobre el alimento funcional formulado con esta
cepa prebibtica Lactobacillus casei shirota y realizarle posteriores

estudios para su comercializacion.

De campo: Se realiz6 la recoleccion de las plantas en una finca
ubicada en el departamento de Santa Ana de la zona occidental del
pais, ya que dentro de los objetivos planteados se encuentra elaborar

un jugo de Aloe perfoliata var. vera (sébila).

Experimental: Se desarrollaron los andlisis microbiol6gicos vy
fisicoquimicos en los laboratorios de Microbiologia de Alimentos en el
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la
Universidad de El Salvador.

4.2 Investigacion Bibliogréfica.

La investigacion bibliografica se realizé en las siguientes fuentes:
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- Biblioteca “Dr. Benjamin Orozco”. Facultad de Quimica y Farmacia

de la Universidad de El Salvador.
- Biblioteca de Ciencias Agronémicas, de la Universidad de El Salvador
- Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador.

- Internet



4.3 Investigacion de campo.

La recoleccion de plantas se llevd a cabo en una finca ubicada en
Ataco, Santa Ana (zona occidental del pais), donde se obtuvo el Aloe
perfolian var. vera (sabila) que cumple con las caracteristicas
siguientes: Se encuentra en un area geografica con poca
contaminacion, en buen estado, libre de insecto y/o hongos, la tierra
donde se encuentra ha sido abonada y cuenta con los nutrientes

necesarios.

4.4 Parte Experimental

Se elaboré una bebida probiética, empleando las siguientes materias
primas: gel de las pencas de sébila (Aloe perfoliata var. vera), la cepa
probidtica Lactobacillus casei shirota, estabilizante, azicar y agua. Se
realizaron los siguientes andlisis: pH (segin método 981.12/90 de la
A.0.A.C), Grados Brix (segun método 932.12/90 de la A.0.A.C), al
jugo de Aloe perfoliata var. vera (sabila) sin pasteurizar y ya
pasteurizado y al jugo de Aloe perfoliata var. vera (sabila) con el
probidtico, y determinacion de Escherichia coli al jugo de Aloe perfoliata
var. vera (sébila) pasteurizado sin el probiético, de acuerdo al Manual
de Métodos Analiticos Microbiologicos y Bacterioldgicos (BAM) para los

Alimentos.

4.4.1 Preparacion del jugo de Aloe perfoliata var. vera (sabila) .,

51

a) Recoleccion de sabila. Se colectaron las hojas basales de la

planta, con mayor grado de turgencia y de color verde.

Removiendo la tierra adherida a la hoja y envolver en papel



52

periodico, este sirve como absorbente de la aloina (latex) al
drenarse. El transporte de las hojas del lugar de cosecha se hara

en canastas hacia el laboratorio, para reducir los dafios fisicos

b) Almacenamiento. Las hojas enteras de sabila se almacenaron

por 3 dias envueltas en papel perioddico, colocadas verticalmente
en canastas, a una temperatura de 4°C, antes de procesarlas. La
posicion vertical de las hojas contribuyé a promover un mayor
drenaje de aloina. Las hojas con dafios fisicos a causa del
transporte se ablandaron y perdieron una cantidad significativa de

agua, por lo que no se utilizaron.

Extraccién del jugo de sébila.

- Limpiar y desinfectar el area de trabajo y utensilios
utilizando una solucién de cloro al 0.1%.

- Lavar las hojas con abundante agua, detergente,
remover fisicamente la suciedad adherida a la superficie

- Desinfectar introduciendo las hojas en una solucion de
agua con cloro a 10 ppm por 10 minutos.

- Pesar las hojas maduras de plantas.

- Cortar las puntas y las espinas laterales de las hojas y
cortar las hojas transversalmente en trozos aproximadamente
de 8 cm., colocar en un recipiente previamente desinfectado.

- Remover el gel, cortando la tapa superior del trozo y luego la
inferior sin raspar la superficie interna de la hoja, para reducir
contaminacién con aloina. La mayoria de los procesos

recomiendan procesar la sabila lo mas rapido posible una vez
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gue se ha extraido el gel para evitar una disminucion en su
actividad biologico.
- Licuar el gel y se llena el recipiente dejando % de espacio
en el recipiente para la espuma que se produce por agitacion.
- Colocar el jugo en un vaso desinfectado. Pesar el jugo obtenido.
- Proteger de la luz el jugo extraido de la sabila.
- Pasteurizar el jugo de la sé&bila obtenido bajo el régimen
tiempo- temperatura de 65°C por 15 min.
- Medir la cantidad de 225 mL y colocarlos en 3 erlenmeyer
en las siguientes proporciones 50 mL, 75 mL, 100 mL.

- Almacenar en refrigeracion.

4.4.2 Formulacion de la Bebida

Cuadro N° 3. Propuesta de formula para la preparacion de la bebida

probidtica.
COMPONENTES CANTIDAD VARIABLES

Sacarosa (Azucar de cafia) sin refinar 8%

10% (50 mL)
Séabila (Aloe perfoliata var. vera) 15% (75 mL)

20% (100 mL) - pH
Concentracién de Inoculo 1x10" UFC/mL - Grados Brix
Estabilizante (Goma xantan) 0.05%-0.1%
Regulador de la acidez (Acido citrico) A determinar
Agua purificada Cantidad suficiente

para 500 mL
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La férmula propuesta se ha descrito con base en el analisis de productos en

el mercado ya que no existe datos exactos de la formula cualitativa y

cuantitativa en investigaciones previas.

4.4.3 Preparacion de la bebida. (Ver Anexo N° 1)

Primera etapa

Limpieza de area de preparacion.

Sanitizacion de area de preparacion.

Pesado del material vegetal (Jugo de Aloe perfoliata var. vera) en bolsas
plasticas estériles de capacidad adecuada.

Colocar en tres Erlenmeyer esterilizados el jugo de Aloe perfoliata var.
vera en proporciones 50, 75 y 100 mL, agua purificada hasta llegar a un
volumen de 500 mL.

Agregar a cada uno de los Erlenmeyer 40 gramos de Azucar, 0.5 g de
Goma Xantan y 0.15 g de Acido citrico.

Mezclar manualmente durante 3 minutos y dejar reposar por pocos
minutos.

Pasteurizar el jugo de la Aloe perfoliata var. vera obtenida bajo las
condiciones de temperatura-tiempo a 65 °C por 15 min.

Guardar en refrigeracion a temperatura de - 4 °C y protegido de la luz.

4.4.4 Indicadores del Jugo de Sabila,

4.4.4.1 Determinacion de pH. 4,

Procedimiento Calibracion del Equipo.

Mantener los electrodos en solucion de almacenamiento siempre que no
se esté utilizando (las soluciones pueden ser pH 4 y pH 7 y solucion de
KCI 3M).
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- Encender el equipo pulsando el boton on/off

- Sacar el electrodo de la solucion de almacenamiento, lavar con agua
destilada, secar con papel suave.

- Introducir el electrodo en la solucion, iniciar con buffer pH 7, leer y
anotar, sacar lavar y secar

- Introducir el electrodo en la solucion buffer pH 4 leer y anotar, lavar y
secar.

- Introducir el electrodo en la solucion buffer pH 10 leer y anotar, lavar y
secar.

- Enjuagar con agua destilada el electrodo y secar con un pafio suave

para eliminar el exceso de agua

Procedimiento para la medicion de la muestra.

— Colocar 30 mL de la muestra a analizar en vasos de precipitados de
50 ml

— Introducir el electrodo en la muestra, y tomar la lectura.

— Sacar los electrodos de la muestra, lavar con agua destilada y secar

con un pafio suave, repetir cada vez que se haga una medicion. (14

4.4.4.2 Determinacion de Grados Brix.

Preparaciéon de la Muestra: Transferir varias veces la muestra de un vaso
a otro vaso de precipitacion, para eliminar el anhidrido carbdénico existente.
La determinacion debe efectuarse por duplicado sobre la misma muestra

preparada.
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Procedimiento para la medicién de los Grados Brix.

— Limpiar el lente del brixobmetro con una torunda de algodon
impregnada de alcohol.

— Verificar si esta calibrado colocando una gota de agua destilada sobre
del lente del brixometro, realizar la lectura observando en direccion a la

luz.

— Con la ayuda de una micropipeta colocar 1 gota de muestra en el lente
del brixometro y realizar la lectura observando en direccién a la luz.

— Anotar el valor leido en el campo del lente del brixémetro.

4.4.5 Indicadores Microbiolégicos.

Previo a realizar el andlisis microbiolégico, fue necesario realizar diluciones a

cada una de las tres muestras preparadas en la primera etapa (diluciones

-1 -2 -3
10 ,10 y10 ) (Ver Anexo N° 7).

4.4.5.1 Preparacién de Diluciones

Medir 10 mL de muestra y colocarlos en un frasco conteniendo 90
mL de agua peptonada al 0.1%, agitar, esta seré la dilucion 10™

Pipetear 10 mL de la diluciébn anterior y afiadirlos a un frasco

conteniendo 90 mL de agua peptonada al 0.1%, agitar, esta sera la

dilucién 1072
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Pipetear 10 mL de la dilucion anterior y afadirlos a un frasco
conteniendo 90 mL de agua peptonada al 0.1%, agitar, esta sera la
dilucién 10

Realizar este procedimiento para cada uno de los tres erlenmeyer
preparados en la primera etapa de la preparacion de la bebida,
conservando a una temperatura 4°C en un refrigerador. (Ver Anexo N° 2)

4.4.5.2 Determinacion de Escherichia coli. (21), (29).

Técnica numero mas probable (NMP) (Ver Anexo N°3)

Preparar la cantidad de 3 tubos de concentracion doble conteniendo
caldo LMX

Inocular ImL de la muestra de cada dilucibn en los 3 tubos de
concentracion doble

Homogenizar cada serie de 3 tubos con una agitacion manual, luego
incubar los tubos por 24-48 horas a 35 + 2 °C.

Observar si hay cambio de color en el medio. Se considera positiva la
prueba para coliformes totales si los tubos presentan una coloracién azul
y presencia de gas.

De los tubos positivos tomar una asada y sembrar en agar EMB.

Incubar a 35 = 2 °C por 24-48 horas.

El desarrollo de colonias con un brillo metalico es confirmacion de la
presencia de E. coli

Como confirmacion de la prueba de los tubos con caldo LMX
positivos observar con luz UV, la presencia de fluorescencia y la
formacion de un anillo violaceo con el reactivo de indol son prueba

presuntiva de Escherichia coli. (Ver Anexo N° 7).
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4.4.6 Estandarizacion de la cepa probidtica Lactobacillus casei
shirota. ;3

Reanimacion de la cepa: (Ver Anexo N° 6)

- Colocar 0.1 g del liofilizado (Lactobacillus casei shirota) en 100 mL
caldo MRS

- Incubar en medio de anaerobiosis 5% CO; a 35°C+ 2°C, durante 48
horas.

- Colocar 1 mL de la suspension del microorganismo en una celda
espectrofotométrica y estandarizar en el Espectrofotometro a 630nm.

- Tomar 1 mL de la suspensién del microorganismo estandarizada y
colocarla en 9 mL de solucion salina.

- Hacer diluciones seriadas hasta llegar a la concentracién requerida

7
10 UFC/mL.
- Tomar 1 mL para la siembra utilizando la técnica de placa vertida en

20mL de agar MRS, de las tres ultimas diluciones 10_5, 10_6 y 10_7
sembrando en duplicado.

- Incubar en medio de anaerobiosis 5% CO, a 35°C+ 2°C, durante 48
horas.

- Realizar las lecturas.

4.4.7Etapa Final: Inoculacion. (13).

Inoculacion: A las tres muestras preparadas en la primera etapa y que
dieron negativos para E.coli, inocular con un 0.1 g de la cepa probiotica de

B
Lactobacillus casei shirota 1x10 UFC/mL (previamente pasteurizados),
mezclar para homogenizar el contenido en los frascos erlenmeyer y

guardar los frascos alejados de la luz. (Ver Anexo N° 1).
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4.4.8Estabilidad del componente probidtico. (), 13).

Para el analisis de la estabilidad del producto, se estudiara la viabilidad del
componente probidtico (UFC/mL) mediante recuento en placa en Agar
MRS. El estudio se realizara sobre muestras conservadas a temperatura de
4°C en un congelado. (Ver anexo N° 5).

Procedimiento

- Para la realizacion de las siembras se inicia con la toma de las tres
muestras (50, 75 y 100 mL del Jugo de Sabila (Aloe perfoliata var.
vera) e inoculadas con el Lactobacillus casei shirota) realizando una
primera dilucién (10™), esta se hard tomando 1 mL con una pipeta
diluyéndola en 9 mL de agua peptonada estéril y agitar
enérgicamente utilizando un agitador de vidrio durante 30 segundos.

- A partir de esta preparacion transferir 1 mL a cada tubo que contenga
9 ml de solucién salina estéril, realizar el mismo procedimiento hasta
llegar a la dilucién 10~

- En el dia 0 del andlisis de las diluciones 107>, 10° y 10~, tomar 1 mL
para la siembra utilizando la técnica de placa vertida en 20 mL de
agar MRS, sembrando en duplicado. Obtener asi las siembras 10°,

- 10° y 10’ respectivamente.

- Incubar en medio de anaerobiosis 5% CO, a 35°Ct 2°C, durante 48
horas.

- Realizar las lecturas.

- Realizar todo lo anterior alos 1,2, 5, 8 y 15 dias.
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4.4 9 Anadlisis Sensorial. (34).

La prueba sensorial de Analisis Descriptivo Cuantitativo se realizd para
definir los descriptores sensoriales de la formula pasteurizada, por una
cantidad significativa de 25 docentes y 25 estudiantes de la Facultad de
Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador. La evaluacién se
realizd proporcionando 30 mL de la bebida elaborada, a una temperatura
entre 10 °C y 12 °C. Las caracteristicas organolépticas mediante la Prueba
de Andlisis Cuantitativo Descriptivo en la cual se evaluara: Aspecto,
Color, Olor, Sabor (dulce, acido, residual), Fluidez, Grumosidad, y
Calidad general. (Ver Anexo N° 9).

- Para realizar el andlisis se brind6 las siguientes indicaciones, segun
los parametros establecidos:

- En el caso de Aspecto, color y olor: Realizar estas determinaciones se
antes de ingerir la bebida.

- En el caso de Fluidez indicar la textura, relacionada con la viscosidad.

- Retener la muestra en la boca por un tiempo de 2 segundos.

- En el caso de Sabor: Evaluar si se tiene un sabor dulce, acido o sabor
residual.

- En el caso de Grumosidad: Tomar en cuenta el tamafio de las particulas
en la solucion.

- En el caso de Calidad general: Establecer segun la totalidad de los

parametros evaluados



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Extraccién del jugo del gel de las hojas de la planta de Aloe

perfoliata var. vera (Sabila).

La extraccién del jugo del gel de las hojas de la planta de Aloe perfoliata var.
vera (Sabila), fue un punto critico en la investigacion, ya que a partir de este
se desarrollaron los diferentes ensayos. La extraccidon se realiz6 de acuerdo
a lo descrito en el numeral 2.4.1.Preparacion del jugo de Aloe perfoliata
var. vera (sabila). En la Figura N° 4 se observa el procedimiento que
se empleo para la extraccion del jugo del gel de las hojas de la planta de

Aloe perfoliata var. vera (Sabila).

Aoe perfoliata Separacion de
var. veralSahila). hojas

Jugo de sabila

L Limpieza de

Extraccion del gel de
las hojas licuadora

Figura N° 4. Esquematizacion de procedimiento para la extraccién del jugo a partir
de las hojas de la planta de Aloe perfoliata var. vera.
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5.2 Estandarizacion de la cepa probidtica Lactobacillus

casei shirota.

La estandarizacion del Lactobacillus casei shirota se realiz0 de
acuerdo a lo descrito en la metodologia en el numeral 2.6, en el cual se
describe el procedimiento realizado para obtener una concentracion de
10’UFC/mL. Los resultados obtenidos con esta estandarizacion se
desarrollaron utilizando 0.1 gramo de cepa liofilizada de Lactobacillus casei

shirota, representados en Tabla N°1.

Tabla N° 1: Resultados de la estandarizacion de la cepa probibtica
Lactobacillus casei shirota.

Longitud de onda (1) Tramitancia Absorbancia
5.00E+05 es g Obtenida Obtenida
equivalente a decir
1.0x10°ufc/mL. 630 nm 70.10% 0.151

Conteo de diluciones

10° 10° 107
UFC/ML 5.00E+05 4.10E+06 3.00E+07
UFC/mL 8.00E+05 3.00E+06 1.90E+07
£ UFC/mL 1.30E+06 7.10E+06 4.90E+07
P UFC/mL 6.50E+05 3.55E+06 2.50E+07

Se puede apreciar que con un valor de 0.151 de absorbancia y 70.10%
tramitancia, se obtienen valores semejantes de Lactobacillus casei shirota
de 107 ufc/mL. Los datos obtenidos pueden ser utilizados como referencia
para la realizacion de un analisis posterior en el que se desee conocer la
concentracion de la bacteria a wuna determinada tramitancia. El
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resultado obtenido de la estandarizacién de la cepa de Lactobacillus casei
shirota fue efectivo ya que presento buen crecimiento al sembrarlo en Agar
MRS y empleando la técnica de las diluciones seriadas, que fue lo més
indicado; tomando en cuenta que los conteos de la cepa probiética fueron
viables. (Ver Anexo N° 16).

5.3 Elaboracion de bebida probidtica pasteurizada a partir de un
extracto natural de Aloe perfoliata var. vera (Sabila) y

Lactobacillus casei shirota.

Para la elaboracion de la bebida a base de Aloe perfoliata var. vera (Sabila)
y con el microorganismo probiético Lactobacillus casei shirota, se partio
de un extracto del jugo de Aloe perfoliata var. vera (Sébila) el cual se
distribuyd en tres proporciones diferente, de la siguiente manera: Utilizando
10% (50 mL), 15% (75 mL) y 20% (100 mL) del jugo, a los cuales fueron
incorporados cada uno los siguientes componentes: 8% de azucar, 0.1 %
goma xantan, 1 % &acido citrico (cabe destacar que las cantidades de estos
altimos surgié de experimentos previos) y agua purificada para una bebida
de 500 mL (Segun numeral 4.4.4 Preparacion de la bebida probiética). (Ver
Anexo N° 13).

Posteriormente las diferentes mezclas se sometieron a un régimen de
temperatura-tiempo de 65°C por 15 min para su respectiva pasteurizacion;
una vez listo el jugo, se colocé en refrigeracién a una temperatura de 4°C
para enfriar y finalmente se incorporo la bacteria
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Lactobacillus casei shirota, (Siguiendo lo descrito en el numeral 4.4.7
Etapa final: Inoculaciébn) que es el responsable de impartir la calidad

probidtica a la bebida. La cantidad de probiético utilizada para obtener una

UFC/mL, fue

recomendaciones del proveedor de dicha cepa. Las cantidades de materias

7
concentracion de 10 tomada a partir de las

utilizadas para el desarrollo de la bebida de detallan en el cuadro N°4.

Cuadro N° 4. Cantidades utilizadas para la elaboracion de las tres
propuestas de bebida probiética.
CANTIDADES
COMPONENTES Muestra 1 Muestra 2 Muestra3
10% de jugo de | 15% dejugode | 20% dejugo de
sabila sébila sébila
Sacarosa (AzUcar de cafia)
40 g (8 %) 40 g (8 %) 40 g (8 %)

sin refinar

Sabila (Aloe perfoliata var.

vera)

50 mL (10%)

75 mL (15%)

100 mL (20%)

Concentraciéon de Inoculo

0.1g

0.1g

0.1g

Estabilizante (Goma xantan)

0.5g (0.1%)

0.5g (0.1%)

0.5 g (0.1%)

Concentracion de Acido
Citrico

0.15¢

0.15¢

0.15g

Agua purificada

450 mL

425 mL

400 mL

Las caracteristicas obtenidas son las siguientes: poco sabor y olor a

sabila, con pequefios residuos grumosos, consistencia fluida, color

levemente verde y con apariencia poco transparente adecuado para una
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bebida como son los néctares. Las imagenes del proceso de

elaboracion de las bebidas formuladas se encuentran en el Anexo N°1.

5.4 Determinacion de pH, Grados Brix y analisis microbiolégico.

Para verificar si la cepa bacteriana de Lactobacillus casei shirota
utilizada en la formulacion de la bebida  cumplen los requisitos de
sobrevivencia para realizar su efecto probiodtico, se determind al jugo
fresco de sabila, jugo pasteurizado sin probiético y jugo pasteurizado con
probidtico (Segun el procedimiento detallado en el numeral 4.4.2.
Indicadores del Jugo de Sabila). Asi mismo se realizd el analisis
microbioldgico del jugo pasteurizado sin probidtico de acuerdo a lo descrito
en la metodologia en el numeral 4.5 Indicadores Microbioldgicos.

5.4.1 Determinacion pH.

Se determind con el equipo pHmetro modelo Consort ¢-830, tomando una
cantidad de 30 mL de cada una de las muestras de jugo de sabila (50 mL,
75 mL, 100mL).

El resultado de pH obtenido del jugo de Aloe perfoliata var. vera (Sabila)
fresco fue de 4.52 y luego al someterse a tratamiento térmico el resultado
obteniendo fue un valor de 5.50 para la muestra de 50 mL, 5.47 para la
muestra de 75 mL y 5.33 para la muestra de 100 mL. Ver Tabla N° 2. (Ver

Anexo N° 14).



Tabla N° 2. Resultados de la determinacion de pH.

Valores de pH
Jugo sin . . o
TIEMPO U9 .I Jugo pasteurizado sin probiético
pasteurizar
Muestral Muestra 2 Muestra 3
50 mL (10%) | 75 mL (15%) |100 mL (20%)

Inicio 4.52 5.50 5.47 5.33

Jugo pasteurizado con probiotico

5.50 5.47 5.21

1 dia 5.59 5.65 4.87

2 dias 5.59 5.63 4.85

5 dias 5.61 5.63 4.56

8 dias 5.65 5.60 4.45

15 dias 5.67 4.58 4.20
6.5
6
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Figura N°5. Gréfico de la evaluacion de pH de las muestras del jugo pasteurizado
con probidtico. Muestra 1 (10%), Muestra 2 (15%), Muestra 3 (20%).
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Se puede apreciar que existen diferencias la sobrevivencia de la cepa

probidtica, Lactobacillus casei shirota a medida que transcurre el tiempo de

experimentacion, en las diferentes muestras (Figura N° 5).

Las muestras del jugo de sabila pasteurizado con probidtico, tuvieron el
siguiente comportamiento: En cuanto a la Muestra 1 (10%) se puede
observar que el valor de pH aumenta con respecto al tiempo durante los 15
dias en que se realiz6 en analisis, es decir se mantuvo estable; con
respecto a la Muestra 2 (15%) se observa un aumento en el valor de pH
del dia 1 al dia 8 y luego en el dia 15 presenta una disminucion y en cuanto
a Muestra 3 (20%), se dio una disminucion en el pH durante los 15 dias,
hasta llegar a un valor de pH de 4.20, siendo la muestra menos estable con

respecto al tiempo.

Se pudo evidenciar mediante los datos obtenidos a través del periodo de
experimentacion de las tres muestras elaboradas, que conforme se aumenta
la concentracién de jugo del gel de las hojas de la planta de Aloe perfoliata
var. vera (Sabila); el pH tiende a disminuir. Esta disminucién del pH puede
estar influida por el tiempo de almacenamiento, debido a que a medida
transcurre el tiempo, el jugo extraido de la planta puede variar sus
propiedades debido a la posible oxidacion por lo cual producir un incremento

de la acidez.

5.4.2 Determinacién de Grados Brix

Grados brix (Solidos solubles totales): se determinaron con un refractometro
digital modelo RFM 330. En cuanto a los valores obtenidos en la
determinacion de grados brix, se observa un aumento de un 5% a un 60%
en cada una de las muestras, luego de ser sometidas a tratamiento térmico.
(Ver Tabla N°3).
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Tabla N° 3. Resultados obtenidos de grados Brix para el jugo de Aloe

perfoliata var. vera (Sabila).

TIEMPO Jugo sin Jugo pasteurizado sin probidtico
pasteurizar
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
50 ml (10%) 75 ml (15%) | 100 ml (20%)
Inicio 5 60 60 60
Jugo pasteurizado con probiético
60 60 60
1ldia 64 62 64
2 dias 68 62 64
5dias 70 60 62
8 dias 70 58 60
15 dias 74 52 58
80
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Figura N°6. Grafico de la evaluacion de grados Brix de las muestras del
jugo pasteurizado luego de incorporar el microorganismo
probiotico Muestra 1 (10%), Muestra 2 (15%), Muestra 3
(20%).
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Los resultados en cuanto a Grados Brix (solidos solubles). Figura N 6, se
puede observar lo siguiente: en la Muestra 1(10%) los valores de solidos
disueltos aumenta con respecto al tiempo, en el caso de la Muestra 2
(15%) y las Muestra 3 (20%) existe una tendencia a disminuir conforme el
tiempo, siendo la muestra 2, la que presenta una mayor disminucién. Esta
disminucién del valor de grados brix podria atribuirse a que el
microorganismos probidtico L. casei shirota consume los azucares solubles
en las muestras que contienen jugo de sabila durante el periodo de

supervivenciay los metaboliza presuntamente produciendo &cido lactico.

5.4.3 Anélisis microbiol6gico (Determinacién de Escherichia coli).

Cuadro N° 5. Resultados del analisis microbiologico (Escherichia coli) para
el jugo de Aloe perfoliata var. vera (Sabila) sin pasteurizar.

Especificacion de Escherichia
coli en Néctares

Jugo sin pasteurizar Resultado obtenido
Limite permitido por el
RTCA < 3 NMP/mL
Muestra 1 (10%) < 3 NMP/mL CUMPLE
Muestra 2 (15%) < 3 NMP/mL CUMPLE

Muestra 3 (20%) <3 NMP/mL CUMPLE
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Fueron analizadas las 3 muestras de jugo de sabila sin pasteurizary sin
microorganismo probidtico (5%, 10% y 15% de jugo de Aloe perfoliata var.
vera) las cuales cumplen el limite establecido (<3 NMP/mL) por el
Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50.08, en lo referente
a “Bebidas: Néctares”. En el andlisis de los resultados microbiologicos se
hace constar que tanto las materias primas utilizadas en la elaboracion
como el jugo elaborado de Aloe perfoliata var. vera sin probidtico esta
ausente de Escherichia coli, detallado en el Anexo N° 15 y Cuadro N°5. Lo

cual indica que es apto para el consumo humanao.

5.5 Comprobacién de la estabilidad de la cepa probidtica en el jugo
de Aloe perfoliata var. vera (Sabila), durante un periodo de 1, 2,5, 8
y 15 dias.

Para el analisis de la estabilidad del producto, se estudié la viabilidad del
componente probiético en UFC/mL mediante recuento en placa en agar
MRS. Con la finalidad de analizar la estabilidad del componente probiético
en el tiempo y por lo tanto el limitante de la vida util del producto se analizé
su evolucién en conservacion a una temperatura de refrigeracion de 4°C
durante los tiempos de 1, 2, 5,8 y 15 dias, para determinar las cantidad del
probiético en el jugo de sabila al final del tiempo de prueba, como se
muestra en Tabla N° 4. Mediante las curvas de crecimiento vemos el
desarrollo de las cepas de Lactobacillus casi shirota. (Ver Anexo N° 17 y
18).



73

Tabla N° 4. Resultados de analisis de estabilidad de microorganismo
probiético de las muestras, en un periodo de 1, 2, 5,8 y 15

dias.

Muestra 1. (50mL)

Tiempo (Dias) Dilucién 10° Dilucién 10° Dilucién 107
1 6.00E+05 5.00E+06 4.00E+07
2 6.00E+05 5.00E+06 4.00E+07
5 5.00E+05 3.00E+06 3.00E+07
8 3.00E+05 2.50E+06 3.00E+06
15 1.00E+01 1.00E+01 1.00E+01
Muestra 2. (75 mL)
Tiempo (Dias) Dilucién 10° Dilucién 10°® Dilucién 107
1 8.50E+05 8.00E+06 7.00E+07
2 8.00E+05 7.00E+06 7.00E+07
5 8.00E+05 7.00E+06 6.00E+07
8 7.00E+05 6.50E+06 6.00E+07
15 7.00E+05 6.00E+06 6.00E+07
Muestra 3. (100mL)
Tiempo (Dias) Dilucién 10° Dilucién 10° Dilucién 10
1 9.50E+05 7.50E+06 6.00E+07
2 8.00E+05 6.00E+06 6.00E+07
5 5.50E+05 5.50E+06 5.00E+07
8 4.00E+05 4.00E+06 4.00E+07
15 4.00E+05 3.00E+06 6.50E+06
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5.5.1 Resultados obtenidos del analisis de estabilidad de la muestra 1
(10% de jugo de Aloe perfoliata var. Vera)

Mx 1 (10% de jugo de Aloe perfoliata var. vera)

5.0E+07
4.0E+07 § -
3.0E+07 »
2.0E+07
1.0E+07
ooero0 & T g
9 8 7 8 10 T2 16
Dilucion 1075 Dilucion 1076 Dilucion 1077
—— —e— #

Figura N° 7. Representacion grafica de resultados de estabilidad de
microorganismo probiodtico Lactobacillus casei shirota en
Muestra 1 en un periodo de 1, 2, 5,8 y 15 dias.

Al realizar andlisis de la estabilidad en un periodo de tiempo en la
concentracion de Lactobacillus casei shirota se muestra que en la
dilucién 10y 10°® el valor se mantiene constante hasta el dia 8 y luego en

el dia 15 el valor de microorganismo probioticos viables es de 1.00E+01

(Figura N° 7), sin embargo en la dilucién 10-’ se observé que la cantidad
de células viables fue disminuyendo paulatinamente en el transcurso del
tiempos (dia 5, 8 y 15), presentando una mayor variacion en el ultimo dia
de prueba (dia 15) , en el que se muestra crecimiento de la cepa probidtica
del1l.00E+01 (Tabla N° 4).
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5.5.2 Resultados obtenidos del andlisis de estabilidad de la Muestra 2

(15% de jugo de Aloe perfoliata var. vera)

Muestra 2 (15% de jugo de Aloe perfoliata var. vera)
8.0E+07

7.0E+07 ® &

6.0E+07 = = =
5.0E+07

4.0E+07

3.0E+07

2.0E+07

1.0E+07
0.0E+00 #—# *— Y

—#
‘ i 3 i 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 '5 16
Dilucion 1075 Dilucion 1076 Dilucion 1077

—— —— &

Figura N°8. Representacion gréfica de resultados de estabilidad de
microorganismo probidtico en muestra 2 en un periodo de
tiempo de 1, 2, 5,8 y 15 dias.

De acuerdo a la Figura N°8, se observa en la Muestra 2 en las diluciones
10'5, 10'6, gue el valor de microorganismos viables se mantuvo constante

durante los 15 dias de estudio sin embargo en el caso de la dilucion 1077
presento una disminucion en el dia 5 y luego mantuvo su valor constante
hasta el dia 15, por lo que puede decirse que las tres diluciones

tuvieron resistencia la cepa probidtica a través del trascurso del tiempo.
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5.5.3 Resultados obtenidos del anélisis de estabilidad de la Muestra 3

(20% de jugo de Aloe perfoliata var. vera)

Muestra 3(20% de jugo de Aloe perfoliata var. vera)
6.0e+07 "
5.0E+07
4.0E+07
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Figura N°9. Representacion grafica de resultados de estabilidad de
microorganismo probidtico en Muestra 3 en un periodo de 1,
2, 5,8y 15 dias.

Segun el andlisis estadistico del conteo de las células viables de la cepa
probidtica Lactobacillus casei shirota (Figura N°6), muestra que entre el
tiempo 1 y tiempo 2, no hay una diferencia en cuanto a la dilucién 10, sin
embargo en las diluciones 10° y 107 existen cambios relevantes en la
cantidad de células viables; ya que hay una disminucién en el transcurso del
tiempo (dia 5, 8 y 15). Existe una diferencia notoria de la interaccion de la
cepa probidtica entre las tres diluciones 10°, 10° y 107, pudiendo
observar que al realizar las diluciones disminuye el recuento de las células
viables.
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5.5.4 Comparacién de estabilidad obtenida de las tres muestras
evaluadas.

8.0E+07

—@= mx1l =@ mx2 =@ mx3

7.0E+07

6.0E+07

5.0E+07

4.0E+07

3.0E+07

2.0E+07

1.0E+07

0.0E+00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0TI 17 1317 8 16

Figura N° 10. Representacion grafica de comparacion de resultados de
estabilidad de microorganismo probidtico L. casei shirota

en las tres muestras en la dltima dilucion 107 en un
periodo de 1, 2, 5, 8 y 15 dias.

De acuerdo a la Figura N°10, los resultados de la estabilidad de
Lactobacillus casei shirota en el jugo de Aloe perfoliata var.
vera pasteurizado , para la Muestra 1 se observa inicialmente un
concentracion de 4.00E+07 UFC/mL, que se mantiene por espacio de 48
horas, finalizando a los 15 dias con una concentracion
1.00E+01UFC/mL, por lo cual se ve exhibido que dicha muestra no es
viable para mantener la sobrevivencia de la cepa probibtica; en cambio
para la Muestra 2 que se partio de una concentracion inicial de 7.00E+07

UFC/mL se mantiene por espacio de 2 dias con una concentraciéon
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superior a 1.00E+06 UFC/mL (necesaria para considerar un alimento
como probiético), finalizando a los 15 dias con 6.00E+07UFC/mL, por
lo cual demuestra que la muestra 2 es viable para mantener la
sobrevivencia de la cepa probidtica en el transcurso del tiempo de prueba;
en cuanto a la Muestra 3 se partié de una concentracion inicial de 6.00E+07
UFC/mL se mantiene por espacio de 48 horas, con una concentracion
superior a 1.00E+06 UFC/mL (necesaria para considerar un alimento como
probidtico), finalizando a los 15 dias con 6.50E+06UFC/mL, por lo cual se
observa que dicha muestra si es viable para mantener la sobrevivencia de
la cepa probidtica; sin embargo con un menor recuento de células viables

gue la muestra 2.

Al realizar andlisis los datos, se puede apreciar que existen diferencias
claras en lo que se refiere a los efectos principales de sobrevivencia del
Lactobacillus casei shirota. Esto quiere decir, que cada uno de estos
factores (tiempo y temperatura, pH, grados Brix y sustrato), si ejercen un

efecto sobre la sobrevivencia de la cepa probiédtica en el jugo de sébila.

El nimero de organismos producidos por cepa probiética Lactobacillus esta
relacionado con la concentracion de sustrato utilizado en el medio, ya que
en la muestra con menor cantidad de Aloe vera (10 % v/v) se registraron
crecimientos menores que en las muestras que contenian cantidades
mayores de este sustrato (15 y 20 %). Las cuentas viables mas elevadas
fueron las de la muestra 2 (15 % de jugo de Aloe perfoliata var. vera), lo cual
sugiere que se utilice esta muestra para la elaboracién de la bebida
probidtica por ser un sustrato adecuado para el desarrollo de la cepa

probidtica.
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5.5.5 Realizar prueba sensorial de Andlisis Descriptivo Cuantitativo
para medir las caracteristicas sensoriales y la aceptabilidad

de la bebida pasteurizada.

Para realizar la prueba sensorial se elabor6 una bebida que replicara las
caracteristicas que tenia la bebida de prueba Muestra 2 que contenia 75
mL de Sébila la cual se comprobd, mediante el estudio de estabilidad que
poseia las mejores condiciones en cuanto a componentes para mantener
la sobrevivencia de la cepa probidtica. Se prepard un volumen de 1.5 Litros
de la bebida de Aloe perfoliata var. vera con Lactobacillus casei shirota, la
cual se realizé de acuerdo a lo descrito en la metodologia en el numeral
4.4.9 Analisis sensorial. En el Cuadro N° 3 se presentan los componentes y
cantidades para la elaboracion de la bebida, la cual obtuvo un pH de 5.4 y
52 Grados Brix.

Cuadro N° 6. Cantidades utilizadas en la elaboracion de la bebida de Aloe
perfoliata var. vera con Lactobacillus casei shirota para

realizar el analisis sensorial.

Componentes Cantidades
Sacarosa (Azucar de cafia) sin refinar pulverizada 120¢g
Sabila (Aloe perfoliata var. vera) 225 mL
Concentraciéon de Inoculo 0.3g
Goma xantan (Estabilizante) 15¢g
Acido citrico (Acentuador de sabor) 3.0g9
Agua purificada 1,275 mL
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El analisis sensorial se llevd a cabo realizando 2 catas de la bebida, una a
25 docentes y la otra a 25 estudiantes, a los cuales se les dio una muestra
de 30 mL de la bebida para calificar las caracteristicas de aspecto, color,
olor, fluidez, grumosidad, sabor (dulce, &cido y residual) y calidad general,
en una escala del 1 al 10. De los 25 docentes, 10 fueron de sexo
masculino y 15 de sexo femenino y de los 25 estudiantes fueron 9 de sexo
masculino y 16 de sexo femenino, como se presenta en la Figura N° 11 y
12.

DOCENTES

MASCULINO
10

FEMENINO
15

Figura N°11. Docentes que se sometieron a la prueba sensorial.

ESTUDIANTES

FEMENINO
16

Figura N°12. Estudiantes que se sometieron a la prueba sensorial.

Se presentan los resultados obtenidos de la prueba sensorial en el
Cuadro N° 4 y 5, realizada para conocer las preferencias de la bebida
probiética de los docentes y estudiantes de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador, donde se realiz6 dicho
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experimento, se presenta el resumen de la calificacion del total de 50

muestras de la bebida probidtica.

Cuadro N° 7. Calificacion promedio de docentes en la prueba de sensorial.

CALIFICACION PROMEDIO DE DOCENTES

- SEXO
CARACTERISTICAS
MASCULINO FEMENINO Promedio
ASPECTO 8 8 8
COLOR 7 8 8
OLOR 5 5 5
FLUIDEZ 5 5 5
GRUMOSIDAD 3 4 4
SABOR DULCE 4 5 5
SABOR ACIDO 2 2 2
SABOR RESIDUAL 4 4 4
CALIDAD GENERAL 7 8 8
Calificacién promedio de docentes
9
8 8
8 8
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Figura N°13. Calificacion promedio de las caracteristicas organolépticas
de la bebida probiética por docentes.
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Para el caso de los docentes, en parametros como la calidad general se
observa un valor de 8 en cuanto a género femenino y un valor de 7 en cuanto
a género masculino,. Estos resultados nos indican que la aceptabilidad por
parte de los docentes es bastante alta, aunque se puede mejorar para
obtener un valor mayor. Asi mismo la bebida fue considerada, con un
olor y una fluidez bastante adecuada y con sabor poco acido. La
aceptabilidad varia debido a gustos de cada individuo que poseen formas
diferentes de percibir cada parametro evaluado.

Cuadro N° 8. Calificacion promedio de la bebida probiética de estudiantes en

la prueba de sensorial.

CALIFICACION PROMEDIO DE ESTUDIANTES

SEXO

CARACTERISTICAS
MASCULINO FEMENINO PROMEDIO

ASPECTO
COLOR
OLOR
FLUIDEZ
GRUMOSIDAD
SABOR DULCE
SABOR ACIDO
SABOR RESIDUAL
CALIDAD GENERAL

[o0)

| BN B W OO | ©©
~N A w| w w Ao NN
o B w| » w| 0| 0| | ©
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ESTUDIANTES
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Figura N°14. Calificacién promedio de las caracteristicas organolépticas de

la bebida probidtica por estudiantes.

Para el caso de los estudiantes, los resultados son similares a los obtenidos

en el analisis sensorial realizado a los docentes,. Se logra apreciar que los

resultados obtenidos en cuanto al sabor, muestran que la bebida probidtica

presenta un sabor dulce, con un poco de acidez, y que lo parametros de

color, olor, fluidez, son bastante aceptables. La bebida respecto a calidad

general es bien aceptada por la mayoria, a pesar de no ser muy

conocidos estos productos como lo son las bebidas funcionales, pero

esto varia entre los individuos debido a la manera que es percibida las

caracteristicas de la bebida, ya sea por género, edad y particularidades de

cada persona.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

1. El jugo extraido del gel de las hojas de la planta de Aloe perfoliata var.

vera (Sabila), fue un medio adecuado para el desarrollo del
microorganismo probidtico Lactobacillus casei shirota, y constituyé un

medio adecuado para elaborar una bebida que tenga la concentracién

necesaria para ser una bebida probiética (10° UFC/mL).

El descenso de pH con respecto al tiempo en la muestra 2 y muestra 3,
puede relacionarse con un aumento en la concentracién de &cido lactico;
obteniendo asi mismo valores de Grados Brix en los que se presume
gue el L. casei shirota consume los azlcares solubles en las muestras
gue contienen jugo de sabila durante su supervivencia y los metaboliza

posiblemente produciendo acido lactico.

En la determinacion de Escherichia coli, se probd que el proceso de
elaboracién de la bebida no afecta la calidad del producto, logrando
obtener una bebida que cumplio el limite exigido para este

microorganismo de acuerdo a la normativa.

Durante el periodo de desarrollo de estabilidad de la cepa probiédtica
Lactobacillus casei shirota en el jugo de Aloe perfoliata var. vera
(Séabila), se comprob6é que la concentracion de sustrato vegetal es la

adecuada para obtener resultados Optimos de crecimiento.

El jugo de Aloe perfoliata var. vera puede ser utilizado como medio de

crecimiento in vitro para la especies probidticas de L. casei shirota,
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alcanzando el requerimiento minimo 10° UFC/mL necesario para que
la bebida sea considera como probiotica; bajo este criterio se eligid la
muestra 2 (15% de jugo de séabila) como formulacion optima para la
elaboracion de la bebida probidtica, tomando en cuenta que fue la

formula mas estable en los diferentes pardmetros determinados.

El tiempo de vida util de la formulacion seleccionada (15% de jugo de
Sabila) es de 8 dias, considerando tanto los valores de pH (que
presentaron una disminucién al realizar la medicion en el dia 15); y
de Grados Brix (que presentaron una disminucion luego de transcurrido

el octavo dia de analisis).

. La prueba sensorial del andlisis descriptivo cuantitativo, demostré que la
bebida presenta una buena aceptabilidad, tanto de estudiantes como de
docentes, de ambos géneros. Presentando un olor y sabor residual
intermedio, que se mantiene en valores aceptables; con una fluidez y

grumosidad adecuada.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

1. Mantener durante todo el proceso de elaboracion de la bebida,
una cadena de frio para lograr conservar las propiedades tanto de la
cepa probidtica Lactobacillus casei shirota, como del juego de Aloe

perfoliata var. vera (Sabila).

2. Para la elaboracién de la bebida probiética es necesario contar con un
cultivo establecido de Aloe perfoliata var. vera, ya que, las caracteristicas
de un cultivo vegetal se ve influenciado por los aspectos ambientales y

agroecologicos del sitio de siembra.

3. Realizar un estudio amplio de estabilidad, en donde se tome en cuenta
el envase primario para poder determinar el tiempo de vida util de la
bebida envasada y proporcionar asi la informacion necesaria para su

comercializacion.

4. Evaluar el efecto sinérgico que se desarrolla entre el jugo de sabila y el

microorganismo probidtico in vitro.

5. Realizar identificacion y cuantificacion de los componentes presentes en
la planta Aloe perfoliata var. vera, con la cual dara 6ptimos resultados de

sobrevivencia de la cepa Lactobacillus.
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GLOSARIO (), 12), 17),(19)

-Acibar: (Sinénimo: Aloe)
Planta tropical de hojas perennes, largas y carnosas de las cuales se

extrae un j ugo resinoso y una fibra muy resistente a la humedad.

-Actividad hemolitica:

Fendmeno de ruptura o lisis de la membrana del eritrocito que
provoca la liberacibn de la hemoglobina. Como consecuencia se
produce anemia y hemoglobinuria, posteriormente ictericia por exceso

de hemoglobina transformada en pigmentos biliares.

-Agar EMB:

Este medio (también denominado E.A.M.) es utlizado para el
aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y
escasas exigencias nutricionales. Permite el desarrollo de todas las
especies de la familia Enterobacteriaceae.

-Agentes enteropat6genos:

Microorganismo que bajo ciertas circunstancias puede producir
enfermedad en el ser humano a nivel del sistema digestivo, se

transmite via oral-fecal.

-Andxica:

Carente de Oxigeno.



-Comensales:
Organismo o animal que obtiene alimento a expensas de otro sin

producirle dafio ni beneficio.

-Flagelacién peritica:

Tipo de flagelacion la que estos se encuentran por todo el cuerpo de la
bacteria.

-Flora microbiana:

La flora microbiana normal, también denominada microflora o
microbiota, se refiere a los diferentes microorganismos que habitan en
las superficies internas y externas de los seres humanos

convencionalmente sanos.

-Gram positivo:
Microorganismo que se caracteriza por medio de la tincibn y es
identificacado principalmente por poseer una pared gruesa envuelta

con multiples capas de peptidoglicano.

-Heterotoxigenicas:

Organismo capaz de producir diferentes toxinas.

-Homeostasis:
Proceso por el cual un organismo 0 un sistema mantiene
constantes  sus propios parametros independientemente de las

condiciones del medio externo mediante mecanismos fisiol6gicos



-IgA: (Inmunoglobulina A)

Es la clase predominante de anticuerpo en las secreciones seromucosas

del organismo.

-Lumen:
Usualmente denominado luz, es el espacio interior de una estructura

tubular, como en una arteria o intestino.

-Medio de cultivo MRS:
El medio de cultivo permite un abundante desarrollo de todas las

especies de lactobacilos.

-Microorganismo viable:
Es aquel con la capacidad de manifestar actividad biolégica al

encontrarse en condiciones favorables de desarrollo.

-Microorganismo patégeno:

Bacteria, virus u otros organismos de tamafio microscopico que

causan enfermedades.

-Mucina:

Mucopolisacarido, ingrediente principal del moco. La mucina se encuentra
en la mayoria de las glandulas secretoras de moco y es el lubricante que

protege las superficies corporales de la friccibn o erosion.


https://es.wikipedia.org/wiki/Arteria
https://es.wikipedia.org/wiki/Intestino

-Néctar de fruta:

Producto pulposo sin fermentar, pero fermentable, destinado al
consumo directo, obtenido mezclando toda la parte comestible de la
fruta finamente dividida y tamizada, en buen estado y madura,
concentrado o sin concentrar, con adicion de agua y con o sin adicion

de azlcares o miel y los aditivos alimentarios permitidos.

-Pancreatina
Extracto pancreatico de mamifero compuesto por enzimas con

actividades de proteasa, amilasa y lipasa.

-Técnica de numero més probable: (NMP)

La técnica se basa en la determinacion de presencia o ausencia (pos o
neg) en réplicas de diluciones consecutivas de  atributos
particulares de microorganismos presentes en muestras de suelo u

otros ambientes.

-UFC: (Unidad formadora de colonias)

Célula viva y aislada que se encuentra en un substrato y en
condiciones ambientales adecuadas y produce una colonia en un breve

lapso de tiempo.



ANEXOS



)

Muestra 1
50 mL de jugo
de Sabila.

ANEXO N°1

Muestra 2
100 mL de jugo
de Sabila.

)

Muestra 3
75 mL de jugo
de Sabila.

|

Adicionar a cada frasco 40
g de Sacarosa vy agitar. }

|

Adicionar a cada frasco 0.5 g
de Goma Xantan + 0.15 g de
Acido citricoy agitar.

f

Pasteurizar el jugo de la sabila

obtenido a 65 °C por 15 min.

Y

Inocular con la cepa de
Lactobacillus casei a la
concentracion de 1x10” UFC/mL.

|

Mezclar para homogenizar el
contenido en los frascos
Erlenmeyer y almacenar en
refrigeracion a temperatura de -4

°C y protegido alejado de la luz.

FiguraN° 4: Esquema de formulacién de la bebida probibtica.




ANEXO N°2

Procedimiento de preparacion de diluciones del jugo de Aloe perfoliata
var. verapasteurizado sin probidtico.



i'\.l. (e S——

Muestra 1
50 mL de jugo de
Aloe perfoliata
var. vera, Sabila.

i-.l.'. i

Muestra 2
75 mL de jugo de

Aloe perfoliata
var. vera, Sabila.

Pipetear 10m/

T

Pipetear 10m/ %r 10mL

-\.
-

igua Peptonada al 0.1'

igna Peptonada al 0.1
90 mL 90 mL
| |
Dilucién 10™ .
Dilucién 10™

Tupm g ==

&tear 10mL

-

igua Pe_ptonada al0.f igna Peptonada al 0.1"
90 mL 90 mL
|
5

Dilucién 10 Dilucién 107

Figura N° 5: Procedimiento de preparacion de diluciones.

= el ==

%ear 10mL

Dilucién 107

P upm e ==

%ear 10mL

Dilucién 107



/ Pipetear 10m|/ %tear 10mL

|'\.|. [T —
Tupandrpng s

=l ek ==

Pipetear 10mL

igua Peptonada al 0.1'

2 igua Peptonada al 0.1
90 mL 90 mL
b | - |
Muestra 3 Dilucién 10" Dilucién 107 Dilucién 1073

100 mL de jugo de
Aloe perfoliata
var. vera, Sabila.

Figura N° 5: Continuacion.



ANEXO N°3

fon Peptonsda 01 5;“. Peptonada il 0.1 G Peptonadal01
90 mL 90 mL 90 mL
- e =
» | .
0. -1 o : I 3
Dilucién 10 Dilucién 107 Dilucién 10
Inocular con

10 mL c/tubo
L - - .« -

Tubos con Caldo LMX
~ (Doble Concentracion)

4

—

Agitar para homogenizar e Incubar
los tubos por 24-48 horas a 35-372C

e

Observar si hay cambio de color en el medio. De
los tubos que tengan cambio de coloracién.

A
( | \

Observar con luz UV vy

Sembrar en agar
EMB e Incubar a
359C+2 por 24-48
horas.

N
\

colocar reactivo indol.

el

Colonias con un brillo metalico es

confirmacion de la presencia de E. coli.
-

Figura 6: Procedimiento para la determinacion de Escherichia coli por medio de
la técnica de Numero Mas Probable. @4 @y



ANEXO N°4

Procedimiento para la Realizacion de la Estabilidad del Componente Probiético.



il irate—

SRR |

: Qetear imL

f\f\f\f\f\f\

mL 1mL 1mL
9 mL Agua
peptonada

Dilucién 10™

Muestra 1
50 mL de jugo de
Aloe perfoliata

var. vera, SGbila. . . .
Agar MRS 0°
wetear 1mL

f\f\f\f\f\f\

mL Imb ol 1 mL
9 mL Agua
peptonada

Dilucién 10™ 10° 10° 107

/

= il A=

Sl BT

Muestra 2
75 mL de jugo de
Aloe perfoliata

var. vera, Sabila. . . .

Agar MRS 10°

Figura N° 7: Procedimiento para la Realizacién de la Estabilidad del
Componente Probidtico.




il irate—

SRR |

: Qetear 1mL

INOCNOCNONON

ImL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
9 mL Agua
peptonada
10 10° 10*

Dilucién 10™

Muestra 3
100 mL de jugo de
Aloe perfoliata

var. vera, Sabila.

Agar MRS

Realizar todo lo anterior Anaerobiosis 5%
en los dias 15 y 30, por _ CO; a 32°C+2, por
duplicado. 48 horas.

FiguraN°7: Continuacion.



ANEXO N°5

Pesar 0.1 g del polvo 4 Anaerobiosis 5%
liofilizado —_— sl CO2 a 37°C por 48
delacobacilluscaseis horas.

hirota.

Adicionar 100 mL

de Caldo MRS.
Estandarizar en 1 mL
el suspension
Espectrofotomet ¢ microorganismo  en
ro a A= 630nm

una celda
espectrofotométrica.

.\(‘.{.‘{‘{‘{‘{‘

ml = 1m

Hacer diluciones hasta
Imb =7 1
llegar a la dilucién l l l
Iml Azuz
o o adz
requerida de 107 "““’" ' '
|

Agar MRS

Lt B B &
1111000
w N

4

B
10

10% 0% 107 |

Incubar en medio de

Dilucidn 10* 10 0%

anaerobiosis 5% CO, a 32°C+
2°C, durante 48 horas y

realizar las lecturas.

Figura N°8: Estandarizacion de la cepa probiética Lactobacillus caseishirota.



ANEXO N°6

Tabla N°1.Criterios Microbiologicos para Vigilancia de los alimentos, segun el
Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA 67.04.50.08). s

14.0 Grupo de alimentos: Bebidas. Esta categoria incluye las bebidas envasadas no
carbonatadas (14.1), néctares (14.2), jugos no pasteurizados (14.3), agua envasada (14.4), te
y hierbas para infusién (14.5). Las bebidas lacteas figuran en la categoria 1.1.

14.1 Subgrupo del alimento: Bebidas envasadas no carbonatadas (jugos pasteurizados,

productos concentrados).

Plan de muestreo Limite
Parametro Tipo de Clase n m M
riesgo
Escherichia coli C 2 5 <3NMP/mL |  -—----




ANEXO N°7

CuadroN°4: Ejemplo de Cepas de Probioticos en Productos Alimenticios.

. . . Nombre de .
Cepa (Designaciones alternativas) marca Fabricante
BifidobacteriumanimalisDN 173 010 Activa Dananone/Dannon
Bifidobacterium animalis subsp. LactisBB-12 Chr. Hansen
BifidobacteriumYakult Bifiene Yakult
Bifidobacteriuminfantis35624 Align Procter y Gamble
Bifidobacterium lactisHN019 (DR10) Howaru' "Bifido Danisco

BifidobacteriumlongumBB536

Moringa Milkindustry

EnterococcusLAB SF 68 Bioflorin Cerbios-Pharma
Escherichia coli Nissle1917 Mutaflor Ardeypharm
Lactobacillus acidophilus NCFM Danisco
Lactobacillus caseiDN-114 001 Actimel, Danone/Dannon
DanActive
Lactobacillus caseiCRL431 Chr. Hansen
Lactobacillus caseiF19 Cultura Arla Foods
Lactobacillus caseiShirota Yakult Yakult
Lactobacillus lactisL1A Norrmejerier
Lactobacillus plantarum299V GoodB_eIIy, NextFoodsProbi
ProViva
Lactobacillus reuteriATTC 55730 Reuteri
Lactobacillus rhamnosusATCC 53013 (LGG) Vifit y otros Valio
Lactobacillus rhamnosusLB21 Verum Norrmejerier
Lactobacillus salivariusUCC118
DiarSafe, WrenLaboratories,

Saccharomycescerevisiae (boulardii)lio

Ultralevure y otros

Biocodex y otros

Analizado como mezcla:
Lactobacillus acidophilus CL1285 y Lactobacillus
caseil bc80r

Bio K+

Bio K+ International

Analizado como mezcla:
Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus reuteri
RC-14

FemDophilus

Chr. Hansen

Analizado como mezcla:
VSL#3 (mezcla de 1 cepa
deStreptococcusthermophilus, cuatro
Lactobacillus sppy tres cepas de
Bifidobacteriumspp

VSL#3

Sigma-Tau
Pharmaceuticals, Inc.

Analizado como mezcla:
Lactobacillus acidophilus CUL60 y
BifidobacteriumbifidumCUL 20

Analizado como mezcla:
Lactobacillus helveticusR0052 y Lactobacillus
rhamnosusR0011

A’Biotica y otros

InstitutRosell

Analizado como mezcla:
Bacillusclausii cepas O/C, NR, SINy T

Enterogermina

Sanofi-Aventis




ANEXO N°8

UHMIWERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMAC|A

e

TRABAJID DE GRADUACIOMN: DESARRCOLLS DE UMA BEBIDA PROBICTICA DE
Aloe perfolisis var vers (SABILAY UTILIZAMDS  sciobhscilus cgsei shinofs.
Responssbles: Julia P. Gonzalez, Marts Susana Sosa.

Evalué las caracteristicas relacionadas y que descrben el producto analizado a
continuacion marque con una “X" el valor que le parezca convenients.

sExo: F [

Estudianta [ |

Cocente |:| kA |:|
Aspecto |1 |= |=_ |4 |_5 |e. |? |$ |-a |-|-:- |
Mo uniformne  Pooo uniformsa Unifarms Ky wniforms
Color |1 |E |3 |,_ |,_; |e, |? |s |-a |-|-:- |
Mo uniforms Foco uniforms Uniforms Muy uniforms
Olor |1 |: |z. |,._ |,5 |e. |? |.3 |-a |-|.:. |
by d=biil D=kil Fusr= My fusrs
Fluidez ! 2 |s [a s le [z e |s 1 |
Muy fluido Fluido Espeso Muy espeso
Grumosidad | . ls o e e [+ le la Ja |
Sin grumes Focos grumos Grumoso Ky grumaoso
Sabor dulce [ = s o Je e |z le & lia |
Muy d&bil Débil Fusre Muy fusre
Sabor acido | . (. le e le |s le ls lia |
My d2bil D=kil Int=nso Muwy Intenso
sabor [ T2 [s Jo Je [s [v [s [+ Tw ]
residual Mury dhil Dkl Intenso Muy Intenso
'Cillil:l-ﬂl:I' |1 |E |=_ |4 |_5 |e. |? |3 |-a |-|-:- |
genera Mals Regular Busna Muy busna

Figura N°9: Instrumento para evaluacién de la prueba de andlisis cuantitativo

descriptivo. sy



ANEXO N° 9

Asociacion Jardin Botanico La Laguna

Antiguo Cuscatlan, 10 de Julio de 2015

A quicen corresponda.
Presente.

Hago del conocimiento a los interesados, que las Sritas. Julia Patricia Gonzdlez Guzman
¥y Marta Susana Stephany Sosa Quintanilla, estudiante de la carrera de Lic. en Quimica
y Farmacia de la Universidad de El Salvador, con carnet de estudiante GG0506 y
SQ06002, sc hicieron presentes a nuestro herbario con una planta conocida
comuinmente como “sabila™.

La especic se sometid a revision taxonémica, para determinarle de la siguiente manera:

Clase: Equisctopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Super-orden: Lilianae Takht.

Orden: Asparagales Link

Familia: Xanthorrhocaceae Dumort.
Géncro: Aloe L.

Especie: Aloe vera (L..) Burm. f.

Espero que ¢l apoyo sea de mucha importancia para el desarrollo de tan importante
investigacion.

Atte.

Urbanizacién Industrial Plan de La Laguna, Antiguo Cuscatlan La Libertad, Tel.(503) 2243 - 7970 / 2243 - 7968
Email: jardinbotanico@jardinbotanico.org.sv  Sitio Web: www.jardinbotanico.org.sv

Figura N°10: Resultado de la revisibn taxondmica de la planta
Aloeperfoliatavar.vera (sabila).



ANEXO N° 10

Monografias y hojas de Especificaciones de Materias primas
utilizadas en la formulacion de la bebida probidtica.



Xanthan Gum

1 Monproprietary Mames
BP: ¥Xanthan Gum

FhEur Xanthan Gum

TJSP-MF; Xanthan Gum

2 Synonyms

Com sugar gumy B415; Grovdsted; Keldent; Keltrol, polysmacchande
B-145%; Rhodicare 5 Khodigel Vanzan NF; xantham gummi
Xantural,

3 Chemical Name and CAS Registry Number
Kanthan gum [11138-66-2]

4  Empirical Formula and Molecular Weight
(G H s sl approsimately 12 10°

The IEP32-MF2T dewribes xanthan gum as a high molecular
weight polwaccharide gum, It comtains Dglucese and Drmannose as
the dommant hexose units, along with D-glucummie add, and =
prepared a5 the sodivm, potasium, or cakdum salt.

5  Structural Formula

CH L
aH
Q
(= )
THOR,
W b, K, 1y
QH
OH o
Bo=tHm —ren
PR
0 ooy WE
W R, -
oH ] —,
CHOR, “
CH B Fa=H
&} o
or
H oH T —

Each xanthan gum mepeat unit contains five sugar read uee v
ghovse, two mannese, and ome ghewronie acid. The polymer
backbome comsits of four fFo-gluooss units nked at the 1 and 4
pesitions, and & therfore ddentical m structure too osl ok s,
Trsaccharide sile chams on ahernating anhydroghioose unis
distinguish xanthan from cellibose, Bach sde cham comprises a
ghucuromic acid redds betwesen two mannose units. At most of the
termunal manmoss units is 3 pyruvate modety; the manmoss neamest
the main cham camies a smgle group at C-6. The rewultng soff
polymer chain may exist in sohbon as a angle, double, or triple

helix that interacts with wther xanthan gum maolecules to form
complex, loosely bound netwiorks. *!

& Fundional Category

Geelling agent; stabilring agent; sspendng agent; sstained-rlease
agEnt; visooa ty-i nerEasng agent.,

ki ﬂiﬂ:ﬁm in Pharmaceutical Fermulation or

gy

KXanthan gum & widely wed in oml and topical phamacesteal
formulations,, cosmetics, and foods as a suspending and stabilzing
.qmt“_"“]:t is also wsed a5 a thickening and emul= fng agent. It =
nomtie, compatible with most other pha macewti cal mgredients,
andd has greod stability and vscoaty propertes over a wide pH and
temperature range; see Secton 11, Xanthan gum gels show
reewdoplastic behavior, the shear thinning beng directly propoe-
timal too the shear mte, The visoosity returns to normal immediatehy
wom meleane of shear st

Kanthan g has been wed as a mmpending agent for
comventional dry™ and sustained-nsleage™ s pensions, When
xanthan gum & miced with certan morgame aspending agents,
sch 25 magnesium ahmimum silcate, or organie gums, synengshc
rheological effects ocewr™ In general, moxtures of xanthan gum and
magnesium ahmmimum silicate i mtos between 1:2 and 1:9
prduce the optimum properties. Similady, optmum synenpstc
effects are obmined with xanthan gum : guar gum mbes between
3T and 1: 9,

Althvugh primarily used as a suspending agent, xanthan g
has als bem wed to prepare sustained-relezie matrx tableps ™
Comtrolled-release tablets of diltazem hydrochkode prepared
wang xanthan gum have been reported to sstain the dog releass
i a predictable manner, and the drug release profiles of these ables
wene ot affected by pH and agitation rate ¥ Xanthan gum has
alsey been weed 1 praduce di rctly compresed matrices that display
a high degree of swelling due towater u and a small amount
of erceaon dus to polymer melaxation. ™ Tt has ko been used n
eombination with i;]'l.'i'blﬂ:l‘h‘“"lj.l SR e laetoman-
nam, M and sodivm algmate™ to prepane sustzined-rel ease matrix
tablets Xanthan gum has besn wsed as a bmder™ and m
combination with Konjac glucomannan™* iz umedas an excipient
foar comtrolled colome drug delivery. Xanthan gum with boswellia
{31/ and guar gum (10: 208 have shown the best meleass
]'m:rﬁl:: for the u:-hm—eqm:iﬁs: un'n:prenim cnated systems of 5-
fluerouracl for the treatment of colorectal cancer. Xanthan gum
has aka hﬂﬂ\uﬂI“’iﬂ'l.gl.Llrg‘lﬂl‘l fur the development of a floating
drug delivery systern™™ It has aleo has derivatized o sodiom
car boxymethy] xanthan gum and ercesbnked with alummum xns
to prepare mucroparticks, as a camer for protein debivery =%

Xanthan gum has been incorporated in an ophthalmic hguad
dosage form, which mteracts with muem, thereby helpmg m the
prolonged retention of the dosage form m the precorneal area ®
When added to hguid ophthalmics, xanthan gum delays the releass
of active substances, :i:m;ru.-u'nF the thempertic activity of the
pharmaceutical formml ot onse

Xanthan gum can be used to merease the bioadhesive strength m
vaginal formulations. ! Xanthan gum aleme or with carbopal
GT4F has been uwsed 25 a muooadhed ve contmol led-release excipent
for buceal drug delivery 5 Modified xanthan filrs have been
wed as a matrix system for tansdermal debivery of aenolkl™
Xanthan gum has ako been used as a gelling agent for topical
formulations incorporating solid lipid nanoparticles of vimmin
A or micremubkion of ibuprofen. ™! A combined polymer

Figura N°11: Monografia de Goma Xantan.



system comsisting of xanthan gum, carboxy methykellulose and a
polyvinyl pymobdone backboned polymer has been used for
relieving the symptoms of xerostomia ®7' Xanthan guem can akao
be used as znem]’nﬂitﬁ:qr spray -drying and {Tﬂﬂ:ﬂ.l.l'wnﬁpﬂm'ﬂ
for better resube ™™ [t has been accssafully u-ul 1]1:-:1.e or in
oo bination with agar for micrebial culwre media 14

x.mﬂungl.u'n:-ul'u:-w:ﬂl asa hydmsoolloid m the 'I:m:-ul:nulu.-:t'y,
and m cosmetics it has been weed as a 'ﬂm.'l-iau:n.g agent in
shampoo,*" Polyphosphate with xanthum gum m -iqut d.rm]s.-: B
suggested to be effective at reducing eroson of enamel "=+

8 Descipfion
Xanthan gum occurs a5 a cream- or white-colored, ododes, free-
Flonwing, fine powder

¥  Pharmooopeial 5pecfications

[
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1100 1200 1500 1700 1900 2100 2300 2500

Wavelength,/nm

See Table 1. Hmlrmdmmﬂmrﬁnwmww
Tabls & Pharmacopeial s pacii msions for xanthan gum .
Table Ik Pasicls size distibution of seleded mmmercialy availbbl

Test PhEur 6.4 USPI2-NFET grades of xanthan gum.
Identifimfion i i .
Cha ; o Grode Partide -II#II"
pH &.0=-8.0 - Kaltml CG 100 < 18D
Wismsity &0 mPas 2&00mPas Gringstad Xonthan 80 180
PmpanZal £ 750 ppm Z£0075% Grindstad Xonthan 200 75
Osher polysaacharides i - Grindstod Xonthan Eay B50
Lioss on drying = 150% = 150% Gringstod Xonthan 5 1180
Tobal ash & 515 0% & 5=16.0% Gringsind Xonthan L 180
Micobia contaminafon { i Grindkted Xanthan T5C 250

Bactedia =107 hufg - Gringsind Xanthan Cleor 80 180

Fung Z10F Ry - Grinkind Xanthan Claar 200 75
Pyruvic acid - =15% Grindstod Xonthan Claar Ensy B50
Arsemic - =3ugfg Gringsind Xanthan Clear Supro 1180
Lesad = {_"tng,'rg “onzon MF 180
Heavy matals - =0.003% ‘Wanzon MNF-F 75
Azsoy - P 10=108.0% ‘Wanzon MFLC 180

Wanzon MF.ED 1180
“Wanzon MF-ST 753

10 Typical Properties

Aciditgalbalinity pH = £0-B0 for 2 1% whiv aqueous solubion,

Freezing point (°C for 2 1% wiv agueous soleton.,

Heat of combustion 146 & (3. 5calig)

Moelting point  Chars at 2700 C.

NIR spectra  see Figune 1.

Particle size duimbuten  Varous grades with different partcle
smes are available; see Table T

Refractive index v = 1333 (1% whv agueous soluton).

Solubildy FPractically msoluble in ethanol and ether; soluble in
cokd or warmm water,

Specific gravity 1600 at 25°C

Viscosity (dynammc) 1200-1600mPas (1200-1600cP) for a 1%
wiy aqueous sohuton at 25°C

11 Stabiity and Storage Condifions

Xanthan gum i astable material. Agqueous solutions are stable over
a wide pH mange (pH 3-12}, akthough they demonstra®e maximum
stability at pH 410 and tempemtunes of 10-80°C., Xanthan gum
solutions of ks than 1% wiv concentration may be advemely
affected by higher than ambient temperatures for example,
viscosity 15 reduced. Xanthan gum provides the same thaickening,
stabilizing, and suspending properties during long-term storage at
dm'h:nltﬂnpﬂ:hl.r\e: as it does at ambient comditions. In x].u.h‘blm,
it ensures excellent freere—thaw stabality. Solutons are also stablein
the presence of encymes, salts, acids, and bases. Vanzam NF-ST &
especially dedgned for uwe m systerms containmg hagh salt
concentrations as it dissolves directly m salt solutons, and s

Figura N° 11: Continuacion.

viscosity & relatively unaffected by high sk level as compared with
general purpose grades.

The bulk material should be stored ina well closed containerina
conl, dry place.

12  Incompatibiities

Xanthan gum & an aniomic matenal and & not waally compat ble
with catiome ::1.|.r|:.Iv;:l'.l:rl.‘t:1 ]'.‘l:qh.':l'l.‘l:‘l’!i‘ ar pmm:ﬁve;, s pru::ipciti-
tomn oocurs. Andonie and amphoteric surfactants at concentratons
above 15% wh came precipitation of xanthan gum foom a
solution,

Under highly alkaline conditions, polyvalent metal wns such as
calenmm cause gelation or precipatat ong this may be mbhdbited by the
addtion of 2 glucoheptonae sequestrant, The presence of kw levels
of bortes (< 300 ppm jcan akocause gelation, Thismay beavoided
by mereasing the boron jon comcentration or by owering the pH of
a formulation to les than pH 5. The addmon of ethylene glyeol,
soarbibol, or manmitol may also prevent this gelation,

Xanthan e ® ump.ltibh with maost .-n_m'ﬂ'l.-ei:i:: and natwl
viscosity-mcressing agents, many strong mineral ackds, and up to
0% :imug,zn:iﬁ: salte. If & = to be combmed with osllhlos
denvatives, then xanthan gum free of cellulase should be used to
prevent d.c]w:h-mﬂ'iz:ﬁtm of the cellulose denvative. Xanthan gum
solutions are stable n the presence of up to 0% water-misci ble
omanic solvents such a5 acetone, :I'l.'E‘I‘]ll:I'I.I)L -E‘I‘]'I.II'UI:-J.' far propan-2-
ol However, above this comcentraton precipitation or gelaton
ARCCrs.



Citric Acid Monohydrate

1 Honproprietary Mames
BP: Cirric Acid Manohydrare

JP: Cirric Acid Flydrase

PhEur: Cimic Add Manchydraze
RSP Cirric Acid Maonoh pdrare

2 Synonyms
Addum drricum monohydricumg E330; 2+ pdroxypropane-1,2,5
rricarhoay hic acid monohydrae.

3 Chemica Mame and CAS Registry Mumber
ZHydroy-1,2, 3-propanerricarbaeylic add monohydrate 949
ra]

4  Empirical Fermula and Molecular Weight
CH O H O 24014
5  Structura Formula
[+ ]
SHyD
HO oH oM
L= D

&  Fumnchonal Category
Addifying agenr; anrioxidant buffering agenr; chelating agenr;
flavar enhancer; pressrvative.

T  Applications in Pharmooeutical Formulation or
Technology

Cirric acid {as either the monchydrate or anhydrows maenal) &
widely wsed in pharmacewrical formularions and food prodocrs,
primarily o adjus e pH of sohmions. k has also heen nsed
experimentally to a djuss the pH of mbler mamices in enreric-cnaned
formularions for colonspedfic drug defivery 7 Cirric add mona-
hydrare i nsed in the preparaton of effervescens granules, while
anhydrous cirric acid is widely usad in the preparation of
effervescens rablers ™ Cirric acid has alsn hesn showm roimprove
the :wﬂ."li]:'rp af spray-dried insulin powder in inhalation formuls-
mions !

In fond produce, citric acid is used as a flavor enhancer for is
tar, acidic mee. Ciric add monohydrare s wsed a5 a sequesering
agent and ansoxidant synengiss see Table L kis akoa componens
of anricnagulanr cirrare solurions. Therapeudcally, prepararions
conmining arric add have been used oo dissolve renal calonhi

Table 11 U of citde acd monohydnote

e Comeriramon [
BecBer s, 0.1-20
Flervor embarmeas foar liguid 03-210
fowm oo
Seuestering agmd 03-20
&  Descriphion

Cirric acid monchydrae aours a5 anborles s or rranshcenr arysrals,
or a5 3 whie aysalline, effloresenr powder. k is adorless and hasa
strong addic tasre. The crystal srucrure is onthorhomdbsic,

9 Phormoopeid Specifications
Ser Tahle 1. S alen Sacrions 17 and 18.

Table ll1 Praoy moc ool g o atond for aw o ocd mono hydroe jamd
enlvyelrs).

Teesd X Phifor 4.0 PSP X2
Idemrficn fom - - -
Chiaracen - - -
App e ans of wleton - - -
‘W
ms fmm ) FEo.M TSR FE9A
v flowm)) =1 10% =1 0% =1 0%
Srarlby - - -
B tarial amedoncoiog - -
Bectiche om igaision =01% - =01%
Selfaikd ad - =0.1% -
Coletiom - —_ -
Alomeem — =02 pgem =02 g
Crwali acid - =340 ppm =0.034%
B how SRE BB
maly E « -
w{ﬂn‘h ) = [ = P =
sk e -
=
S o
995101 0%
9510055

=) W it in | cbsled o inenced For e in dobaa

Maore thar the JP XV, PhEuwr &0 and ISP 32 have separare
managraphs for the monohypdrare and anhyd rous manerial.

10 Typica Properties
Aadiwalkalinity pH= 22 (1% wf aquemus solurion)
Dizeoaation comstant
PRap 3128 ar 2570,
PR 4781 ar 2570,
PRax 6396 ar 25°C.
Density 1542 g/am’
Heat of combustion  ~ 1972 kFmol |~ 47 1.4 ke Vmal]
Heat of sobefionn ~ 163 kJfmal |~ 3.9 kcalfmal] ar 25°C
Hygrsaopiaty  Ar relative lnmidiges lesss than abour 65%, amic
a2kl monohydrare sflonesces ar 25°C, theanh pdrows acd being
formed ar relative humidiges less than abour 40%. Ar rdative
humidiri=s herwreen aboar £5% and 75%., cirric acd maonn-
hydra® absorhs insignificant amouns of modsture, bur under

Figura N°12: Monografia de Acido Citrico.



SEM 1: Exoipéent cifric awcid mon aindrobs; mandacturer: Pz [3d;
magrification : &0« .

SEM 2: Exaipiant citric acid mon afydraie; manfacturer: Pz 159
magnification : SO0 .

substantial amounts of water are

mure humid comditions

absanrbeed.
Melting point = 1007 C (softens at 75°C)
NIR spectra see Frgure 1.

Particle size detmbution  Vanous grades of atric acid monohy-
drate with different particle szes are commercally available.
Solubility Soluble 1in 1.5 pans of ethanol ($5%) and 1 in les
than 1 part of water; spanngly soluble in ether.

Viscorty [dymami)
&S mPas (6.5 &) for a 50% wiv agueous solution ar 25
See alsn Section 17,

11  Stabiity and Storoge Conditions

Critric ackd momohy drate boses water of crystalizaton m dry air or
when heated to about 40 Ttis shghtly deliquescent m moast aic
[Mhete agqueous solutons of atric acid may ferment on stand mg.

FiguraN°12: Continuacion.
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Figure 1: Mearinfored spectum of citric acid mon ohydnale meosured
by reflactonce.

The bulk rm:rru:-hg.\'lr.a‘be dar nnh.g.-d.rl:-l.u matenal should be stored

n airtgght containers in a cool, dry place.
- ¥R

12  Incompatbiites

Citne acid & incompatible with potasaum tartrate, alkali and
alkaline earth carbonates and bicarbonates, scetates, and sl fides.
Incompatibilites alo melude oxdming agents, bases, reduwcng
agpents, and natrates. It is potentally exploave m combination with
metal nitrates. On storage, suerose may crystalize from syrups m
the presence of are acid.

13 Method of Manufacure

Citrie acid occurs naterally in a number of plant speces and may be
extracted from lemon juice, which contams 5—8% citric acid, or
pmeapple waste, Anhydmous atric acd may ako be produced
mdustrally by mycological fermentation of crude sugar solutons
swch as molasses, vang strains of Aspengdbes miger . Citnc acid is
punfied by recrystallmation; the anhydrous form s obtamed froma
hot comcentrated agueous solution and the monchydmte foom a
cold comncentrated i s sl whiom.,

14 Safety

Citrie acid & found naturally in the body, mamly in the bones, and 15
commonly comsumed a5 part of 2 normal diet. Orally mgpested atric
acid is absorbed and is generally reganded 25 a nomtoocde material
when used 25 an excipient. However, excesive or freguent
comsumption of atnc acid has been sssociated with emsion of the
teeth !

Citrie acid and citrates ako enhance intesinal alummem
absompion mn renal patents, which may lead to meressed, hammul
serum ahominum levels. Ithas thersfore been suggested that patens
with renal failwe taking aluminum compounds to  control
phisphate absorption should not be prescnbed atrie acid or
citrate-~contaming products, ™

See Section 17 for anhydrous ctnec acid ammal sty data.

15 Handling Precautions

Observe nommal precautions apprspriate to the creemstances and
quantity of matenal handled. Eye protecton and gloves are
recommended. Dhrect comtact with eyes can cause senous damage.
Citrie ackd should be handled in 2 well-ventilated emammment or a
dust mask should be worn, Tt s oom busti ble.

16 Regulatory Skatus
GRAS lsted. The anhydrous form is accepted for use a5 a food
additive m Burope. Included in the FDA Inactive Ingredients



ANEXO N° 11

Tabla N°2.indice de NMP vy limite de confianza del 95% para varias
combinaciones de resultados positivos para una serie de 3 tubos
cada uno con 10, 1, 0.1, 0.01 g o mL de muestra.s

Combinacio NMPlg Limites de confianza | Combinacio NMP/g Limites de confianza
nde tubos | . del 95% ndetubos | del 95%

s dmL . , . 6mL . .
positivos Inferior | Superior | positivos Inferior | Superior
0-0-0 3 - - 3-0-0 23 4 120
0-0-1 3 <05 9 3-0-1 39 7 130
0-1-0 3 <05 13 3-0-2 64 15 380
1-0-0 4 <05 20 3-1-0 43 7 210
1-0-1 7 1 21 3-1-1 75 14 230
1-1-0 7 1 23 3-122 120 30 380
1-1-1 11 3 36 3-2-0 93 15 380
1-2-0 11 3 36 3-2-1 150 30 440
2-0-0 9 1 36 3-2-2 210 35 470
2-0-1 14 3 37 3-3-0 240 36 1300
2-1-0 15 3 44 3-3-1 460 71 2400
2-1-1 20 7 89 3-322 1100 150 4800
2-2-0 21 4 47 3-3-3 >2400

2-2-1 28 10 150




ANEXO N’ 12

PESADO DE MATERIA PRIMAS

Figura N° 20. Fotografias de proceso de elaboracion de la bebida probidtica



ANEXO N°13

Figura N° 21.Fotogracias de medicion de pH de las bebidas A.
Bebidas sin probidtico, B. Bebidas con probiético
C. Medicién de pH, D. Lecturas de pH.



ANEXO N° 14

Figura N° 22. Fotografias de determinacion de E. coli mediante técnica
del Numero mas probable .A. Tubos con caldo LMX
Florocult, B. Tubos inoculados con las bebidas sin
probitocos, C y D tubos después del tiempo de incubacion
visto con lampara UV.



ANEXO N° 15

Figura N° 23. Fotografias de estandarizacion de Lactobacillus
casei shirota. A. Materiales y equipo, B. Tubo con
solucién salina estéril y caldo MRS con la cepa

probiotica, C y D Estandarizacion en
espectrofotometro.



ANEXO N’16

Figura N° 24. Fotografias de estabilidad de microorganismo probiéticos
Lactobacillus casei shirota.



ANEXO N° 17

Resultado de la Estabilidad de microorganismo probiotico en las tres
muestras elaboradas.



MUESTRA 1 (Dilucién 10°)

"

Figura N° 25. Recuento de Lactobacillus casei shirota en la Muestra 1 (10%

de jugo de Aloe perfoliata var. vera) en la dilucién 10'7. A. 1 dia,
B. 2 dias, C. 5 dias, D. 8 dias, E. 15 dias,



MUESTRA 2 (Dilucién 10°)

Figura N° 26. Recuento de Lactobacillus casei shirota en la muestra 2 (15%

de jugo de Aloe perfoliata var. vera) en la dilucion 10'7.A. 1 dia,
B. 2 dias, C. 5 dias, D. 8 dias, E. 15 dias,



MUESTRA 3 (Dilucién 10°)

Figura N° 27. Recuento de Lactobacillus casei shirota en la muestra 3 (20%
de jugo de Aloe perfoliata var. vera) en la dilucion 10'7.



ANEXO N° 18

Fotografias de equipo utilizado para realizar las diferentes mediciones
durante el proceso de elaboracion de la bebida.



Figura N° 29. Refractdbmetro. Equipo utilizado para la determinacién de
grados Brix (solidos solubles).

Figura N° 30. Lampara de luz UV. Equipo utilizado para la determinacion de
la presencia de fluorescencia en caldo LMX.



Figura N° 32. Camara de flujo laminar. Equipo utilizado para la inoculacién
del Lactobacillus casei shirota.

Figura N° 33. Espectrofotometro. Equipo utilizado para la estandarizacion
del Lactobacillus casei shirota.



Figura N° 34. Incubadora.

Figura N° 35. Cuenta colonias.



