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RESUMEN

En la presente investigacion se trabajo para verificar que un probiético adicionado
a un azucar de dieta que se comercializa en los diferentes supermercados de
San Salvador cumpliera con las condiciones necesarias (sobrevivir al tracto
gastrointestinal, tolerancia a bilis) para ser catalogado como probidtico, para esto

fue necesario corroborar lo rotulado por el fabricante.

Asi mismo determinar la capacidad que tiene el microorganismo, presente en el
azucar de dieta, de funcionar como probiético mediante estudios de resistencia a
condiciones gastrointestinales, como la supervivencia a jugos gastricos (pH3 y
pH8) y a sales biliares (0.3%p/v) y resistencia a la adicion de diferentes bebidas,
dichas bebidas fueron café y limonada. Se realiz6 la prueba de cuantificacion de
glucosa por el método del Acido 3,5-Dinitrosalicilico para determinar la cantidad
de glucosa en sangre que es capaz de degradar el microorganismo mediante un

estudio in vitro.

En el recuento total de microorganismo se encontré una cantidad inferior de
microorganismos a la rotulada por el fabricante (125 millones de UFC/sobre)
obteniendo un resultado de 1,400 UFC/sobre, también se encontr6 que el
microorganismo presente difiere con el microorganismo que rotula el fabricante
Bacillus coagulans obteniendo como resultado la presencia de Bacillus circulans
gue no es el especificado por el fabricante el cual no tiene la capacidad de
supervivencia a pHs gastricos ni a sales biliares, tampoco sobrevive al ser
adicionado a bebidas acidas y bebidas calientes no tiene la capacidad de
disminuir glucosa en sangre, debido a que en la prueba de cuantificacion de
glucosa por el método del Acido 3,5-Dinitrosalicilico, se determiné que el

microorganismo la aumenta.



Se recomienda realizar mas lotes de muestras para verificar la viabilidad del
probiético rotulado que se incorpora en el azlcar de dieta para definir posibles

causas del hallazgo de este estudio.

Los analisis se realizaron en el periodo de octubre 2018 a febrero 2019, en los
laboratorios de Laboratorio de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo
en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El Salvador
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1.0 INTRODUCCION

Una compafia encargada de elaborar endulzantes dietéticos ha desarrollado un
endulzante sin calorias 0 azUcar de dieta el cual rotula el contenido del probiotico
Bacillus coagulans. Han publicado que el producto es formulado con el probidtico,
por lo tanto, cada sobre rotula que contiene 125 millones de UFC de
Bacillus coagulans y cada cucharadita del producto granulado contiene 62,5
millones de UFC de Bacillus coagulans.

De acuerdo con investigaciones internacionales el probidtico Bacillus coagulans
es capaz de producir la enzima glucosa isomerasa, la cual es capaz de degradar
la glucosa; por lo cual se realizaron pruebas para cuantificar la cantidad de
glucosa que es capaz de degradar esta enzima mediante la determinacién de
azucares reductores por espectrofotometria método del &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS)

En El Salvador sélo esta azlucar de dieta rotula la presencia de probidticos,

especificamente de Bacillus coagulans.

En la presente investigacion se comprobd la presencia del probidtico
Bacillus coagulans en la azucar de dieta, utilizando 50 muestras del azlUcar de
dieta, se aislo el microorganismo mediante calentamiento de la muestra a 100 °C
para eliminar cualquier célula vegetativa que pudiese estar presente e interferir
con la identificacién del microorganismo; para identificar el microorganismo se
hizo uso de la galeria AP1 50 CH/B y de la galeria API 20 E para obtener un perfil
completo del microorganismo. También se comprobd la concentracion del
microorganismo en el producto mediante uso de la Técnica de Recuento en

Placa.
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Para que un microorganismo sea considerado como probidtico debe de ser capaz
de resistir a las condiciones de ambiente gastrointestinal por lo cual se realizaron
pruebas in vitro de acidez gastrica y de sales biliares, al mismo tiempo se
determind la supervivencia del microorganismo después de ser incorporado en
alimentos, comprobando la resistencia a cambios de pH y temperatura en
bebidas calientes (limonada y café).

Se determind que el microrganismo presente en la azlUcar de dieta es
Bacillus circulans; microorganismo que se encuentra presente principalmente en
el suelo. El recuento obtenido por cada sobre de azucar de dieta fue de
1,400 UFC/ sobre.

La resistencia del microorganismo frente a acidez gastrica y sales biliares fue de
0% y 50% respectivamente; en cuanto a resistencia a bebidas con pH éacido y

bebidas calientes fue de 0% en ambos casos.

Bacillus circulans no es productor de la enzima glucosa isomerasa la cual es
capaz de degradar la glucosa, por la tanto al realizar la prueba de DNS (método
del acido 3,5-dinitrosalicilico) se obtuvo un grafico con linea ascendente
interpretdndose como un aumento en los niveles de glucosa con respecto al
tiempo, dicho resultado es consistente con la bibliografia consultada que dice que

Bacillus circulans posee la capacidad de aumentar los niveles de glucosa.

Todas las pruebas fueron realizadas en el Laboratorio de Alimentos del Centro
de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El
Salvador en un periodo comprendido de Octubre de 2018 a Febrero de 2019.
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2.00BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Comprobar el efecto probiético de Bacillus coagulans incorporado en azlcar

de dieta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

222

2.2.3

224

2.2.5

Aislar el probiético Bacillus coagulans presente en el azlcar de dieta
comercial mediante la técnica de calentamiento para eliminar toda

célula vegetativa que sea diferente a células del género Bacillus

Identificar el probiotico Bacillus coagulans por medio de descripcion de
morfologia macroscépica, microscépica mediante tinciones Gram y

Wirtz y pruebas rapidas confirmativas Analithycal Profile Index (API).

Cuantificar la presencia del probiético Bacillus coagulans en la azucar
de dieta comercial mediante técnica de recuento en placa para la
verificacion del cumplimiento del etiquetado respecto a la cantidad
rotulada del probiético en el producto.

Determinar el efecto probiético del Bacillus coagulans en el ambiente
gastrointestinal mediante pruebas in vitro de acidez gastrica y sales
biliares, asi mismo la capacidad de resistencia del probidtico a
cambios de pH y temperatura en bebidas acidas y calientes.

Calcular la cantidad de glucosa que es capaz de reducir la enzima
Glucosa isomerasa producida por el probidtico Bacillus coagulans
mediante la determinacion de azucares reductores por

espectrofotometria Método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
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3.0MARCO TEORICO

3.1 Aditivos alimentarios

Hoy en dia, el concepto de aditivo se refiere a cualquier sustancia que,
independientemente de su valor nutricional, se afade intencionadamente a un

alimento con fines tecnoldgicos en cantidades controladas. (16)

En un sentido mas amplio tenemos la definicion de aditivo segun el
“Codex alimentarius: “cualquier sustancia que no se consume normalmente como
alimento por si misma ni se usa como ingrediente tipico del alimento, tenga 0 no
valor nutritivo, cuya adicién intencional al alimento para un fin tecnolégico
(inclusive organoléptico) en la fabricacion, elaboracion, tratamiento, envasado,
empaquetado, transporte o almacenamiento provoque 0 pueda esperarse
razonablemente que provoque (directa o indirectamente), el que ella misma o sus
subproductos lleguen a ser un complemento del alimento o afecten a sus

caracteristicas.”

Esta definicion no incluye “contaminantes” o sustancias afiadidas al alimento para

mantener o mejorar las cualidades nutricionales. (28)(12)

3.1.1 Historia de los aditivos alimentarios. (16)

La incorporacion de sustancias a los productos alimenticios, aunque de forma

accidental, posiblemente tenga sus origenes en el paleolitico:

La exposicion de los alimentos al humo procedente de un fuego favorecia su
conservacion. Posteriormente, en el Neolitico, cuando el hombre desarrolla la
agricultura y la ganaderia, se ve obligado a manipular los alimentos con el fin de

gue resulten mas apetecibles o que se conserven mejor.
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Con el primer objetivo se utilizaron, entre otros, el azafran y la cochinilla'y con el

segundo, se recurrid a la sal y al vinagre.

El empleo de estas y otras muchas sustancias era empirico, pero con los avances
experimentados por la quimica en el siglo XVIIl y con las nuevas necesidades de
la industria agroalimentaria del siglo XIX, la busqueda de compuestos para afiadir

a los alimentos se hace sistematica.

No es hasta finales de este siglo cuando en el lenguaje alimentario se incluye el
término “aditivo”.

Y se hace de un modo confuso, ya que bajo esta denominacion también se
agrupaban diversas sustancias con distintos efectos sobre la salud humana: las

especias, los enriguecedores, los coadyuvantes tecnoldgicos, las impurezas y los

contaminantes.

3.1.2 Regulacion legal de los aditivos. (16)

El uso generalizado que la industria alimentaria actualmente hace del uso de
sustancias obliga a establecer unos mecanismos de control que regulen su
correcta utilizacion y que verifiquen sus resultados. Para que una sustancia sea
admitida como aditivo debe estar bien caracterizada quimicamente y debe
superar los controles toxicolégicos establecidos por parte de los

correspondientes organismos sanitarios.

Asimismo, ha de demostrarse su necesidad de tal modo que su uso suponga

ventajas tecnoldgicas y beneficios para el consumidor.
Los motivos por los que debera establecerse dicha necesidad son:

— Conservar la calidad nutritiva de un alimento.
— Proporcionar alimentos con destino a un grupo de consumidores con

necesidades dietéticas especiales.
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— Aumentar la estabilidad de un alimento o mejorar sus propiedades
organolépticas.

— Favorecer los procesos de fabricacion, transformacién o almacenado de un
alimento, siempre que no se enmascare materias primas defectuosas o

practicas de fabricacion inadecuadas.

Son varios los organismos con competencias en materia de aditivos alimentarios.
Asi, la Organizacién para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), en colaboracion
con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), cre6 un conjunto de comités que

evallan diversos aspectos de los aditivos.

3.1.3 Seguridad de los aditivos y concepto de ingesta diaria admisible.

Para regular la incorporacién de una sustancia a los alimentos son necesarias
unas pruebas que aseguren su inocuidad a las dosis idéneas para su uso. Se
puede definir la toxicidad de una sustancia como su capacidad para producir

efectos nocivos en un organismo vivo.

Esta toxicidad depende de factores tales como: dosis (cantidad de sustancia
absorbida), frecuencia de administracion (Unica o repetida), grado de toxicidad

de la sustancia y tiempo para que se manifiesten los efectos. (16)

Los Comités de Expertos en Aditivos FAO/OMS caracterizan el riesgo de un

aditivo o contaminante de una de las dos siguientes maneras:

— Por medio de la cuantificacion de la dosis en la cual o por debajo de

aquella que es juzgada como no tener un riesgo apreciable.

— Por la descripcién de las relaciones entre la ingesta y la probabilidad de

una respuesta adversa del organismo humano.
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El proceso anterior, también denominado de “valoraciéon de seguridad”, es
utilizado por el Comité de Expertos cuando se asigna la “Ingesta Diaria
Aceptable” (IDA).

A un aditivo alimentario y las ingestas tolerables o admitidas para contaminantes,
gue debe entenderse como aquel nivel de ingesta (expresada en mg/K de peso
corporal) frente al cual no hay una apreciacion de riesgo, que son usadas como

medida de seguridad de una sustancia a dicho nivel de ingesta. (28)

Para su calculo se toma la dosis que no haya causado ningun efecto toxicolégico
en la especie animal mas sensible y se reduce mediante un factor de seguridad
para aplicarlo al uso humano. Normalmente se admite un factor de seguridad de

100, aunque en algunos casos también puede usarse un factor de 1000. (15)

Tabla N°1. Tipos de Ingesta Diaria Aceptable (IDA), fijadas por el Comité de
Expertos sobre Aditivos Alimentaros de la Junta FAO/OMS, para la

clasificacion de las sustancias segun criterios toxicoldgicos.

IDA Observaciones sobre la sustancia
No La toxicidad es tan baja que no representa ningun peligro para la salud.
especificada
Temporal El uso de la sustancia es seguro a corto plazo, pero se necesita mas

informacién a largo plazo.

Sin asignar Cuando no hay datos disponibles o cuando la toxicidad es tal que hace

desaconsejable su uso.

El Comité Conjunto de Expertos sobre Aditivos Alimentarios de OMS y la
Organizacion de Alimentos y Agricultura (FAO), ha establecido la siguiente
Ingesta Diaria Admisible. (30)2)

—  Acesulfame de potasio: 15 mg/kg de peso corporal por dia

—  Aspartame: 40 mg/kg de peso corporal por dia



—  Ciclamato: 11 mg/kg de peso corporal por dia

—  Sacarina: 5 mg/kg de peso corporal por dia

—  Sucralosa: 15 mg/kg de peso corporal por dia
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Por otra parte, el EFSA (Agencia de Seguridad Alimentaria Europea) ha
establecido los siguientes (IDA) (30) (2)

— Acesulfame de potasio: 9 mg/kg de peso corporal por dia

— Aspartame: 40 mg/kg de peso corporal por dia

— Ciclamato: 7 mg/kg de peso corporal por dia

— Sacarina: 5 mg/kg de peso corporal por dia

— Sucralosa: 15 mg/kg de peso corporal por dia.

Tabla N°2. indice de dulzor de edulcorantes. (2)

Sustancia Dulzor Sabor Disolucion Termoestabilidad
Sacarina 300 Amargo Réapida Termoestable
Ciclamato 50 Metalico Rapida Termoestable
Aspartame 180 Sui generes Lenta Termolabil
Acelsufame 200 Muy amargo Rapida Termoestable
Sucralosa 600 Indetectable Lenta Termoestable

3.1.4 Clasificacion de los aditivos.

Dentro de la clasificacion de los aditivos encontramos:

— Colorantes

— Conservantes

— Antioxidantes

— Gelificantes, Espesantes y Estabilizantes

— Potenciadores del sabor
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— Edulcorantes

— Aromatizantes

3.2 Edulcorantes. (7)

La historia del uso del azucar demuestra que el hombre, desde tiempos

ancestrales, ha tenido una marcada preferencia hacia los alimentos dulces.

En el siglo IV D.C. el hombre solia ingerir alimentos azucarados, a fines del siglo
XVII D.C. una nueva idea se apoderé de la comunidad médica, se decia que el
azucar era causante del escorbuto y como resultado, surgieron diversas
organizaciones que estaban en contra de su consumo debido a los efectos que
producia en el cuerpo humano y al mismo tiempo querian que su consumo fuera
prohibido. Ante estas situaciones surgio la necesidad de buscar un aditivo que
pudiera sustituir el azucar de los alimentos, proporcionado de las mismas
cualidades y sensaciones que producia el azucar. "Es asi como nacen los
edulcorantes, aditivos alimentarios que son capaces de simular la presencia del

azucar en los alimentos".

Estos compuestos son universalmente consumidos debido a las respuestas
positivas que ejercen en los humanos, no solo en cuanto al sabor, sino a las

sensaciones que son capaces de producir.

Un sustituto del azucar o edulcorante es un aditivo para los alimentos que tiene
mayor efecto en el dulzor que del azucar, pero que usualmente tiene menos

energia. (30)

6.2.1 Tipos de edulcorantes

Existen dos categorias basicas de edulcorantes: los nutritivos y los no nutritivos,

con relacion a su aporte energético. (30)(9)
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Edulcorantes nutritivos:

Son aquellos que al consumirse producen 4 kilocalorias por gramo.
Dentro de este grupo se encuentran la sacarosa o azUcar, la glucosa, la
fructosa, la miel, los polialcoholes como el sorbitol, manitol y el xilitol. Los

polialcoholes aportan 2.4 kcal por gramo.

Edulcorantes no nutritivos:

Son sustancias que endulzan pero que no aportan kilocalorias, o por la
poca cantidad que se utiliza el aporte calérico es minimo. Se destacan por
su sabor intensamente dulce. Dentro de este grupo encontramos
Sacarina, aspartame, ciclamato, sucralosa, manitol, acesulfamo-K,

neohesperidina.

Algunos edulcorantes no nutritivos tienen limite maximo de uso en
determinados alimentos, como por ejemplo en alimentos con valor
energético reducido o en bebidas reducidas en calorias. Pero también se
los puede clasificar en naturales o artificiales en funciébn de su

procedencia. (1)

Edulcorantes naturales o caloéricos:
Son aquellos que provienen de los alimentos o de otras sustancias de la

naturaleza.

Edulcorantes artificiales o no caldricos:
Son sustancias que tienen un alto poder edulcorante, aungue no aportan
calorias. Suelen combinarse dos tipos de edulcorantes diferentes, ello

hace que aumente su poder endulzante.
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3.3 Sucralosa

CH,OH
c CH,CI
o)
OH HO
O CH,CI

Figura N°1 Estructura molecular de la sucralosa.

Es el nombre corriente para un nuevo edulcorante de alta intensidad derivado del
azucar comun. Fue descubierta en 1976 y es conocida como Splenda (R). En la
Union Europea es también conocido bajo el cédigo de aditivo E955. Es 600 veces
mas dulce que el azlcar, casi el doble de la sacarina y cuatro veces mas dulce

que el Aspartame. (30) (7)

Se fabrica por halogenacion selectiva del azdcar, donde los tres grupos hidroxilos
de la sacarosa se reemplazan por Cloro dando 1,6-dicloro-1,6-dideoxi-B-Dfructo-
furasonil-4-deoxi-a-D-galactopiranosido o (Ci2H19Cl30s), obtenido por la

halogenacién selectiva de la molécula de sacarosa. (30) (7) (9)

A diferencia del Aspartame es termoestable y resiste variedad de pH, por esta
razon es utilizado por productos de larga vida, es muy soluble en agua y estable
bajo condiciones normales de proceso y almacenamiento de bebidas de fantasia.
Es pobremente absorbida a través del tracto gastrointestinal, mas de cien
estudios cientificos aseguran que puede ser consumida por cualquier persona,
no se transforma en el organismo; es no calérico. Ademas, en 1990 fue aprobada

por la Administracién de Alimentos y Farmacos (FDA) de Estados Unidos (30) (7)
)
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3.3.1 Beneficios de la sucralosa.

La sucralosa posee una alta calidad de dulzura, buena solubilidad en agua y
excelente estabilidad en una amplia gama de alimentos procesados y bebidas.
En combinacién con otros edulcorantes de dieta tiene un efecto edulcorante
sinérgico. Con el azucar, la sucralosa se hidroliza en solucion, pero solo a lo largo
de un extendido lapso bajo condiciones extremas de acidez y temperatura. No

provoca caries dentales. (30)

3.3.2 Usos de la sucralosa. (7)

La Sucralosa es el Unico edulcorante de bajas calorias que se fabrica a partir del
azucar y se utiliza en su reemplazo para bebidas dietéticas, la molécula de
sucralosa tiene la particularidad de ser inerte y de pasar por el cuerpo sin

alterarse ni metabolizarse y es eliminada después de consumida.

Méas de cien estudios realizados en 18 afios demuestran su seguridad y
presentan los siguientes beneficios:
— No es toxica
— No causa cambios genéticos
— No afecta la reproduccion masculina o femenina
— No causa defectos congénitos
— No afecta el sistema nervioso central
— No afecta la secrecion normal de insulina ni el metabolismo de los hidratos
de carbono en personas con diabetes.
— Se absorbe en pequefias cantidades y se excreta rapidamente sin causar
efectos secundarios gastrointestinales indeseables.
— No fomenta el desarrollo de caries dentales.

— No se hidroliza ni pierde moléculas de cloro durante el metabolismo.
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3.3.3 Aplicaciones de la sucralosa. (30)

La sucralosa puede ser usada en una amplia gama de productos:
— Edulcorantes de mesa
— Frutas procesadas
— Bebidas carbonatadas
— Bebidas no carbonatadas
— Goma de mascar
— Productos horneados
— Productos de mezcla seca
— Untables de fruta
— Productos lacteos
— Postres congelados

— Aderezos para ensaladas

3.4 Alimentos funcionales. (19)

Son productos nutritivos y no nutritivos que, no sélo alimentan, sino que actdan
sobre determinadas funciones del organismo, producen un efecto beneficioso
nutricional, mejorando la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo de algunas

enfermedades.

En diversas investigaciones, se ha visto que la adiciébn de probidticos a los
alimentos genera beneficios en la salud, entre otros, mejora las funciones
gastrointestinales, fortalece el sistema inmunologico y disminuye el riesgo del

cancer de colon.
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3.4.1 Probibticos. (19) (4)

El término probidtico, como tal, fue empleado por primera vez por Vergio en 1954,
cuando comparaba los efectos adversos que los antibiéticos ejercian sobre la
microbiota intestinal, con las acciones beneficiosas ejercidas por otros factores
gue no pudo determinar. Una década mas tarde, Lilly y Stillwell se referian a los
probidticos como microorganismos que promovian el crecimiento de otros
microorganismos. Fuller redefinio a los probidticos como “aquellos suplementos
alimenticios integrados por microorganismos vivos que afectan beneficiosamente
al hospedador que los consume mediante la mejora de su equilibrio microbiano

intestinal”. ()

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define los probidticos como
“microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren un beneficio de salud en el huésped.” Los tipos mas comunes de estas

bacterias beneficiosas son los lactobacilos y las bifidobacterias.

La palabra probiético significa en pro de la vida. Son cultivos activos (tales como
las bacterias lacticas y las sustancias) que contribuyen al equilibrio microbiano
intestinal, para restituir la poblacién del medio interno y proteger la integridad
intestinal, debido a que son capaces de sobrevivir la digestion llegando vivas al

colon.

Los probidticos proporcionan muchos beneficios, sobre la microbiota intestinal y
las funciones inmunitarias; también intervienen en la mejora de las funciones
respiratorias y en el balance microbiolégico. Es decir, desempefian un papel
importante en la prevencién de enfermedades, por lo que alimentos adicionados

con estos probioticos deben formar parte de la dieta diaria de personas sanas.
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Se ha comprobado que los probidticos contribuyen a disminuir la concentracion

de sustancias potencialmente cancerigenas, del intestino.

En el mercado podemos encontrar diferentes productos que contienen
probidticos en su composicion: especialidades farmacéuticas (medicamentos),
complementos alimenticios, soluciones de rehidratacion oral, formulas de
continuacion, alimentos. Muchos de ellos no presentan una Unica cepa, sino que
son combinaciones de varias especies de microorganismos, en ocasiones

asociadas también con vitaminas, sustancias prebioticas, etc. (27)

Las principales especies de probidticos que se integran en alimentos
(ver Tabla N°3) son bacterias capaces de producir acido lactico y que pertenecen
a dos géneros principalmente: Lactobacillus, utilizados en la fermentacion de
alimentos y Bifidobacterium, gérmenes anaerobios estrictos. También se
emplean microorganismos no bacterianos, como Saccharomyces boulardii
(levadura no patodgena), y bacterias no patdbgenas como Streptococcus

termophilus y Escherichia coli nissle 1917. (27)

Tabla N°3: Microorganismos utilizados como probidticos.

Lactobacilus Bifidobacterium ] ] o Bacteria no acido
Bacteria acido lactica o
spp. spp. lactica
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus cereus
L. amylovorus B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli
) N ) Saccharomyces
L. casei B. bifidum Leuconostoc mesenteroides )
cerevisae
_ ) o Saccharomyces
L. crisparus B. breve Sporolactobacillus inulinus i
boulardii
L. gallinarum B. infantis Bacillus coagulans
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Si bien es cierto que el principal sector asociado al uso de probiéticos sigue
siendo el de los productos lacteos, especialmente yogur, los progresos de la
microbiologia y de la tecnologia de alimentos (y en particular de los procesos de
microencapsulacion), estan permitiendo la incorporacion de estos
microorganismos a productos tan variados como jugos, helados, cereales, barras
nutritivas, soya, queso, mantequilla, leche en polvo, mayonesa, chocolate y

galletas. (27)

Los factores que deben ser abordados en la evaluacidén de la eficacia de la
incorporacion de las cepas probioticas en este tipo de productos son, ademas de
la seguridad, la compatibilidad del producto con el microorganismo y el
mantenimiento de su viabilidad a través de la elaboracion de alimentos, embalaje,
y las condiciones de almacenamiento. ElI pH del producto, por ejemplo, es un
factor significativo para determinar la supervivenciay el crecimiento del probiotico
incorporado, y esta es una de las razones por las que los quesos blandos parecen
tener un nimero de ventajas sobre el yogur como sistemas de liberacion para los

probidticos viables al tracto gastrointestinal. (27)

3.4.1.1 Caracteristicas de los probidticos. 27) (4)

Para que un microorganismo pueda considerarse como probiético debe cumplir

con una serie de caracteristicas de seguridad, funcionales y tecnoldgicas:

1. Requerimientos de seguridad que una cepa debe cumplir durante el proceso
de seleccion de un probiotico:

— Las cepas para uso humano deben de ser preferentemente de origen humano,
ya que, en teoria, las cepas aisladas de seres humanos sanos presentan una

mayor facilidad para colonizar el intestino humano, y probablemente, no sean
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patégenas. Para referirse a esta caracteristica, es muy utilizado el acrénimo
en inglés “Generally Recognized As Safe” (GRAS) o sustancias seguras

No obstante, se han utilizado probioticos de origen no humano, como
Saccharomyces cerevisiae, demostrandose su seguridad tras el consumo
regular por el hombre.

No patdégenos ni toxicos

No portar genes transmisibles de resistencia a antibioticos.

. Caracteristicas funcionales que es conveniente que presente el probiético:

Sobrevivir a las condiciones del ambiente gastrointestinal, ya que, si los
microorganismos probidticos han de llegar viables al intestino, es preciso que
resista el pH gastrico, las enzimas digestivas y la accién detergente e
inhibidora de las sales biliares.

Adherencia a las superficies epiteliales y persistencia en el tracto
gastrointestinal, ya que, si los microorganismos probidticos han de llegar
viables al intestino, es preciso que resista el pH gastrico, las enzimas
digestivas y la accion detergente e inhibidora de las sales biliares.
Inmunoestimulacién, pero sin efecto proinflamatorio.

Actividad antagonista contra patégenos.

Propiedades antimutagénicas y anticarcinogénicas.

. Aspectos tecnoldgicos a considerar del probiotico

Contener un numero adecuado de cepas viables que conduzcan al efecto
beneficioso demostrado. La dosis necesaria de probidticos varia mucho
dependiendo de la cepa y el producto. Si bien muchos productos de venta libre

administran un rango de 1-10 miles de millones de ufc por dosis, algunos
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productos han demostrado ser eficaces a niveles inferiores, mientras que otros
requieren muchisimas mas. (23)

— Resistencia a fagos.

— Viabilidad durante el procesado.

— Estabilidad en el producto y durante el almacenamiento.

— Evidencia cientifica: estudios controlados de eficacia en seres humanos.

— Almacenamiento: sustancias de vehiculo o relleno que no afecten a la
viabilidad de la cepa.

— Nomenclatura especifica: una cepa probiética se identifica por su género,
especie, y una designacion alfa numérica. La comunidad cientifica ha
acordado una nomenclatura para los microorganismos, por ejemplo,
Lactobacillus casei DN-114 001 o Lactobacillus rhamnosus GG. La
comercializacion y los nombres comerciales no estdn regulados, y las
comparfiias pueden ponerle el nombre que quieran a sus productos probiéticos,
por ejemplo, LGG.

— Etigueta adjunta: donde especifique estas caracteristicas de forma clara y

veraz.

Los productos que contienen probidticos han tenido un enorme éxito en Europa,
Asia, y mas recientemente, en otras regiones del mundo. Este éxito en la
comercializacién promueve el consumo, el desarrollo de nuevos productos y la

investigacion.

3.4.1.2 Dosificacion y calidad de los probidticos en productos. (23)

Las formas mas comunes en que se presentan los probidticos son productos
lacteos y alimentos fortificados con probidticos. Sin embargo, también hay

comprimidos, capsulas, y sachets que contienen las bacterias liofilizadas.
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La dosis necesaria de probidticos varia mucho dependiendo de la cepa y el
producto. Si bien muchos productos de venta libre administran un rango de
1-10 miles de millones de ufc por dosis, algunos productos han demostrado ser

eficaces a niveles inferiores, mientras que otros requieren muchisimas mas.

Por ejemplo, Bifidobacterium infantis 35624 mostré6 su eficacia en aliviar los
sintomas de Sll (Sindrome de Intestino Irritable) a dosis de 100 mil millones de
ufc/dia, mientras que los estudios con VSL#3 (mezcla de una cepa de
Streptococcus thermophilus, cuatro Lactobacillus spp., y tres cepas
Bifidobacterium spp.) utilizaron sachets con 300—-450 miles de millones ufc tres
veces por dia; por lo cual no es posible establecer una dosis general necesaria
para probidticos; la dosificacion debe basarse en estudios en humanos que

muestren un beneficio a la salud.

Si bien hay un consenso cientifico, no existe una definicion legal del término
“probiotico.” Los criterios minimos que se debe cumplir para los productos
probiéticos son que los probioéticos deben:

— Especificarse por género y cepa la investigacion sobre determinadas cepas
especificas de probidticos no se puede aplicar a cualquier producto
comercializado como probidtico.

— Estar vivos en el producto.

— Administrarse en dosis adecuadas hasta el final de la vida util (con variabilidad
minima de un lote a otro).

— Haber demostrado ser eficaces en estudios controlados en humanos.

— Ser inocuos para el uso para el que estarian destinados.

3.4.1.3 Mecanismo de accion de los probioticos

El estudio de los mecanismos de accion que permitan explicar los posibles

efectos beneficiosos de los probioticos sobre la salud es uno de los aspectos mas
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dinamicos en la investigacion sobre estos microorganismos. Sin embargo, debe
subrayarse el caracter multifactorial de estos mecanismos de accion ya que no
todos los probidticos emplean los mismos mecanismos para ejercer un beneficio
en el hospedador, lo que acentua la importancia de documentar cientificamente

los beneficios que se propongan para cada cepa probibtica. (21)

Los probiéticos pueden actuar en el huésped a distintos niveles:

— El lumen intestinal, mediante interaccion con la microbiota intestinal o
ejerciendo un efecto metabdlico directo.

— La mucosa y el epitelio intestinales, incluyendo los efectos de barrera, los
procesos digestivos y el sistema inmunoldgico asociado a la mucosa.

— Otros 6rganos como el sistema inmune sistémico y el cerebro.

Los mecanismos que se conocen son los siguientes: (4)

3.4.1.4 Mejorade lafuncion de la barrera intestinal. (23) (27)

El tracto gastrointestinal, cuenta con diferentes mecanismos que impiden la
insercion de compuestos o agentes potencialmente lesivos, dentro de ellos se
encuentra la formacion de una barrera fisica por la unién estrecha entre los
enterocitos y la formacion de moco; otro mecanismo, consiste en la produccion
de Inmunoglobulinas “A”, que son capaces de bloquear la union de
microorganismos patodgenos al epitelio intestinal, y forman también grandes

aglomerados de virus y bacterias que son atrapadas en el moco intestinal.

Las bacterias probioticas, se unen al epitelio intestinal y forman una barrera con
la que impiden la uniébn de microorganismos patdgenos (ver figura N°2) y

compiten con ellos por los sitios de union, asi como por los sustratos disponibles,
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por lo tanto, favorece la eliminacion de los patdgenos en las excreciones y

evitando su replicacion.

Tracto intestinal

Competencia por =
sitios de adhesion Creando un = =i
ambiente hostil .//{_('::.:—_‘—. \.
e W @&\ 1’/./ iy -
=) P} .\ —_— /.

Competencia
por nutrientes

Activacion del @D = Bacleria Probiotica
sistema inmune = ;

Figura N°2. Mecanismo de accién de los probidticos en mejora de la funcién de
La barrera gastrointestinal.

3.4.1.5 Produccion de nutrientes para la funcion intestinal. 23) (27)

Los &cidos grasos de cadena corta principalmente el acetato, propionato y
butirato, generados principalmente en el intestino grueso, son productos de la
fermentacion realizada por las bacterias de la flora bacteriana comensal de los
carbohidratos ingeridos en la dieta humana, que no son digeridos en el intestino

delgado.

Estos productos son la principal fuente de energia de los colonocitos ademas,
poseen efectos tréficos sobre el epitelio intestinal, que ayudan a la recuperacion
de la integridad del epitelio en casos de alteraciones de la funcion de barrera,

como es el caso de la enfermedad inflamatoria intestinal.
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Un ejemplo concreto de este tipo de mecanismo es la produccion de
transglutaminasas por accion del butirato. Dichas enzimas tienen un papel

fundamental en la restauracion de la mucosa dafada.

3.4.1.6 Efectos inmunomodulatorios. (23) (27)

Se ha propuesto que los probioticos tienen un efecto inmunomodulador al actuar
sobre el Tejido Linfoide Asociado al Intestino (GALT); y aunque, se desconoce
cOmo actlan especificamente, se sugiere que estimulan la produccion de

Inmunoglobulinas “A” y la activacion de las células “K” (ver figura N°3).

L}

— ]
Patégenos i ﬁ-.}_«m{F j [}
Probioe— > > -

Produccion de Dostiiccion de Exclusion £ i
antimicrobianos recepiores de competitiva Produpcwn
toxinas de acido barrera
] .
— Produccion
) b XX XX delgA

Inmunorregulacion

Linfocito

Figura N°3. Mecanismo de accion de los probiéticos para la estimulacion de la
produccion de Inmunoglobulinas A.

También, se ha propuesto la capacidad que tienen los probioticos en la actividad
fagocitica de los linfocitos intestinales y promover la proliferacién de linfocitos tipo
“B.

3.4.1.6.1 Competicion con bacterias patdgenas. (23) (27)

Uno de los mecanismos de accién implica la disminucion del pH del lumen
intestinal por la produccion de acidos organicos de cadena corta, como el lactato,

butirato, acetato y propionato, que son resultado del metabolismo bacteriano que
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se origina de la fermentacion de los azucares consumidos en la dieta humana y
que no son digeridos en el intestino delgado, azicares mejor conocidos como

fibra dietética.

Sin embargo, el mecanismo principal con el cual disminuyen la colonizacion de
las bacterias patdégenas (ver figura N°4), es por la produccién de bacteriocinas,
gue son sustancias producidas durante la fase estacionaria del crecimiento
microbiano y que son responsables de inhibir el crecimiento de otras bacterias

que compiten por el sitio de unién al intestino.

Produccion S8 Patogeno
sustancias
antimicrobianas 008888 P robistico

Competicion
m puntos unién
| al epitelio

‘I .

Figura N°4. Mecanismo de accién de los probiéticos por la competicién con
bacterias patégenas.

3.4.1.7 Aplicaciones de los probiéticos.

El efecto beneficioso para la salud es dependiente de las cepas administradas,
dosis-dependiente, forma de administracion y caracteristicas inherentes al
huésped. (5) A continuacion, se resume la visidbn actual de las aplicaciones

clinicas para diversos probidticos o prebioticos. (22)

— Enfermedad cardiovascular:
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— Céancer de colon

— Tratamiento y prevencion de la diarrea
— Erradicacién de Helicobacter pylori

— Alergias

— Respuesta inmunoldgica.

— Enfermedad Intestinal Inflamatoria (EII)

— Sindrome de Intestino Irritable (SlI)

3.4.2 Probiéticos no pertenecientes al tracto gastrointestinal: formadores

de esporas como probiéticos. (4)

Previamente se menciond que idealmente una bacteria probiotica, debe ser parte
de la flora normal del intestino humano, ya que, al ingerirse la colonizacion del
intestino es mucho mas facil y descarta posibles interacciones perjudiciales con
el huésped. Sin embargo, un acercamiento mas pragmatico del concepto de
probidtico reconoce que la actividad probiotica deriva la accién que realiza la
bacteria en diferentes sitios (incluyendo sitios no intestinales como la boca, el
estdbmago o el tracto vaginal) y una variedad de mecanismos, algunos de los
cuales no requieren de los atributos de la flora nativa, como lo es la habilidad de
adherirse a las células epiteliales o la colonizacion del tracto gastrointestinal.
Dentro de estos probidticos no pertenecientes al tracto gastrointestinal, tenemos

a las bacterias formadoras de esporas del género Bacillus.

3.4.2.1 El género Bacillus.

El género Bacillus a través de la historia de las bacterias, ha sido considerado
como un grupo bastante heterogéneo de bacterias Gram-positivas productoras
de catalasa. Con la llegada de la taxonomia molecular ha resultado que el género

se vuelva menos heterogéneo a medida que las especies se han trasladado a
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nuevos géneros. Las especies de interés para los microbiologos de alimentos son

ahora encontradas en varios géneros y en mas de una familia. (16)

Los Bacillus son detectados facilmente utilizando una amplia gama de medios.
Las especies que mayor probabilidad tienen de ser encontradas en alimentos
generalmente tienen un requerimiento nutricional simple y pueden crecer en
medios como un agar nutritivo. Todas las especies crecen aerébicamente y
algunos son anaerobios facultativos. La morfologia de las colonias a menudo es

distintiva, con una considerable variacion observada. (16)

3.4.2.1.1 Eleccion del método de analisis. (16)

El método de analisis puede ser seleccionado de acuerdo al propésito de la
investigacion, el tipo de alimento que sera examinado, la forma del organismo

(espora o células vegetativas) y el nivel de sensibilidad requerida.

En cuanto al propésito de la investigacion, la prueba puede ser dirigida para
determinar causas de deterioro de alimentos, en este caso la prueba
seleccionada debe ser capaz de detectar un amplio rango de microorganismos.

La prueba puede estar dirigida a la busqueda de un microorganismo especifico
como un patdgeno, en el cual se deberan utilizar medios de cultivo selectivos y
diferenciales. Los métodos mas realizados para Bacillus son pruebas para
microorganismos mesofilos aerobios formadores de esporas y microorganismos

termdfilos anaerobios formadores de esporas.

3.4.2.1.2 Tipo de prueba segun el tipo de comida.

El tipo de comida, el empaque y las condiciones de almacenamiento pueden

ayudar a seleccionar el método de analisis adecuado. Productos secos, en los
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que interfiere el pH e incluso los productos enlatados pueden ser afectados por

los Bacillus.

Tabla N°4. Asociacion de Bacillus con alimentos y su naturaleza de
descomposicion.

Especies/ grupo funcional. Alimentos

i Cereales, productos lacteos, especias, legumbres y alimentos
Bacillus cereus i o
asociados a enfermedades caracteristicas.

Mesofilicos aerobios Harinas, pan, ingredientes relacionados con panaderia,
formadores de esporas almidén, frutos secos, vegetales, leche en polvo, especias,

cereales y productos enlatados de pH bajo ( pH>4.6)

Esporas anaerobias ’ o : :
» Azlcar, almidén, harina y especias.
termofilicas

3.4.2.2 Aspectos generales para el analisis del género Bacillus. (20

3.4.2.2.1 Tamarfo de la muestra.

Se toma un minimo de 10 g en un intento de asegurar que la muestra sea
representativa, sin embargo, algunos autores sugieren que para asegurar que
una muestra sea representativa se debe probar una muestra superior a los 50g.
La cantidad de muestra que debe inocularse en el medio debe ser de 1 g de
producto, deben realizarse diluciones cuando se espera un numero grande de

microorganismos en el alimento.

3.4.2.2.2 Calentamiento. (18)

Las muestras que son examinadas para la presencia de esporas son calentadas
para destruir organismos vegetativos y asi promover la germinacion de esporas.

Generalmente es aceptado que a 80 °C por 10 minutos es suficiente para
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inactivar las células vegetativas. La geminacién de esporas es necesaria para

obtener un adecuado conteo de esporas.

Algunas esporas son mas resistentes al calor que otras lo que genera que el
calentamiento sea mas selectivo. Cuando la muestra es sometida a calor,
muchos factores hay que tomar en cuenta, como que las esporas pueden
germinar de manera muy rapida, por lo que se recomienda que el proceso de
preparacion de la primera dilucion y el calentamiento dure menos de 10 minutos

a la menor temperatura posible.

Algunos métodos sugieren que la muestra sea adicionada al agar antes de
someter a calentamiento, en estos casos el agar se debe mantener alrededor de
los 50 °C antes de adicionar la muestra, una vez adicionada la muestra el agar
es calentado rapidamente. Después de haber calentado el tiempo requerido, el
agar es enfriado tan rapido como sea posible, teniendo el cuidado de no provocar

que el agar gelifique.

3.4.2.2.3 Incubacion. (18)

Una temperatura de 30-37°C es utilizada para mesoéfilas y de 50-55°C para
termofilas. Cuando se incuba a altas temperaturas las placas deben ser selladas
en bolsas de plastico o en contenedores con agua para que el contenido de las
placas no se deshidrate. Es habitual examinar las placas durante el periodo de
incubacion requerido, para garantizar que las placas no se cubran de colonias
grandes o dispersas y que las reacciones acidas no vuelvan alcalinas mediante

la incubacion continua.

3.4.2.2.4 Termofilicos formadores de esporas.

El método para azlcar permite que sea tanto para productos solidos como

liquidos, si el producto es solido se pesan 20 g de azucar seca (ver Tabla N°5).
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Luego se calienta a 100 °C, 2 mL de la solucién de azucar calentada se agrega
a cada una de las cinco placas de Petri antes de agregar el medio agar MRS. (18)

Las colonias tipicas estan alrededor de 1 a 5 mm de diametro, con una mancha
opaca en el centro y un halo amarillo en el agar (puede que presente 0 no este
halo). Se obtienen colonias con superficies compactas que puede localizar en

tamano.

Tabla N°5. Cuadro resumen del procedimiento para la deteccion de la especie

Bacillus en alimentos.

Muestra Dilucién Calentamiento | Plaqueo Incubacion
Dilucion 101en
Esporas 50 g de 80 °C por 30
Ff . . g agua peptonada ) P 5 Placas 35°C, 48h
Mesofilicas alimento minutos
al 0.1%
Esporas 20 g de 100°C por5 | 2 mL en cada 50-55°C,
termdfilicas azlcar Agua a 100 mL minutos 5 placas 48-72 h
100 °C por 3
Esporas 20 g de minutos luego | 5 placas con 50-55°C,
termdfilicas almidén Agua a 100 mL 108°C por 10 2% agua 48-72 h
minutos
Esporas 20mLog qurOXIdO de 108°C por 5 1 ml en cada 50-55°C,
Aciduricas de sodio al 0.02N Minutos dos placas 48h
producto hasta 100 mL ' DTA

3.4.2.3 Bacillus coagulans.

3.4.2.3.1 Taxonomia. (19)

Dominio: Bacteria.
Filo: Firmicutes.
Clase: Bacilli.
Orden: Bacillales.
Familia: Bacillaceae.
Género: Bacillus.
Especie: coagulans
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34232 Generalidades.

Aislado por primera vez de la malta verde Bacillus coagulans es un
microorganismo que sobrevive a temperatura ambiente, en su forma esporulada
sobreviven y proliferan el tracto gastrointestinal, es una bacteria Gram-positiva

formadora de esporas y productora de glucosa isomerasa. (6)

Por su capacidad de producir esporas, son extremadamente resistentes a
factores adversos como la radiacion ultravioleta, la desecacion, la temperatura
alta, la congelacion y productos quimicos. Es un microorganismo aprobado por
la FDA como aditivo para alimentos por ser una sustancia GRAS. Es un
microorganismo no patégeno y no produce sustancias toxicas. Es capaz de
producir una enzima insoluble de glucosa isomerasa (Xilosa isomerasa) (ver
Anexo N°8); La glucosa isomerasa es una enzima que ha ganado recientemente
mucho interés debido a su aplicacion de catalizar la isomerizacién reversible de

glucosa a fructosa y la de xilosa a xilulosa. (6)

3.4.2.3.3 Glucosa (xilosa) isomerasa

Producida por la fermentacion controlada de Bacillus coagulans. Es una enzima
gue ha ganado recientemente mucho interés debido a su aplicacién de catalizar
la isomerizacion reversible de glucosa a fructosa y la de xilosa a xilulosa. Se
utiliza en la preparacion de jarabe de maiz con alto contenido de fructosa y otros
jarabes de almidon de fructosa. (6)

Se presenta como granulos de color entre blanco y marréon (preparacion
inmovilizada) o liquidos, insolubles en agua (granulos), etanol, cloroformo y éter.
Las preparaciones inmovilizadas se vuelven insolubles en agua mediante
tratamiento con gelatina (vehiculo) y glutaraldehido (agente de inmovilizacion).
(6)
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Las preparaciones enzimaticas de glucosa isomerasa insoluble se derivan de
especies reconocidas de microorganismos clasificados, no patégenos y no
toxicos, incluidos Streptomyces rubiginosus, Actinoplane missouriensis,
Streptomyces olivaceus, Streptomyces olivochromogenes y Bacillus coagulans

cultivados en una fermentacion de cultivo puro que no produce antibiéticos. (13)

3.4.2.3.4 Proceso de manufacturacion de esporas. (13)

La preparacion de esporas de Bacillus coagulans (LactoSpore®) se fabrica de
acuerdo con las buenas practicas de fabricacion actuales (BPM). En resumen, la
fabricacion de esporas de B. coagulans implica tres pasos: (1) preparacion del

indculo, (2) fermentacion y (3) procesamiento de la corriente abajo.

En el primer paso, se inocula el cultivo puro de Bacillus coagulans en medio de
siembra estéril que se incuba con agitacion a 37-39 ° C durante 22-24 horas.

El cultivo de siembra se transfiere al fermentador que contiene el medio de
fermentacién para la incubacién a 37-39 ° C durante 35-37 horas. El caldo de

incubacion se cosecha y se procesa mas.

En la etapa de procesamiento posterior, la cosecha de caldo se centrifuga y las
células bacterianas se separan. La torta humeda de células bacterianas
esporuladas se mezcla con agua desmineralizada (DM) esterilizada y se filtra a

través de malla (tamafio 100 #).

La suspension filtrada se seca por pulverizacién y se concentra. El polvo secado
por pulverizacion se mezcla con maltodextrina hasta la concentracion final
deseada de las esporas de Bacillus coagulans. El procedimiento de fabricacion
garantiza un producto consistente y de alta calidad que cumple con las

especificaciones. Las ayudas para el procesamiento, el medio de fermentacion y
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los diluyentes utilizados en la fabricacion de LactoSpore® estan aprobados como
aditivos alimentarios o como sustancias GRAS.

3.4.2.3.5 Identificacion de microorganismos formadores de esporas acidas

planas termofilas (18)

Este método es el de la National food Processors Association de EE. UU.; los
métodos para la adicion del azucar tienen la aprobacion como un método oficial

para la Association of Official Analytical Chemists (AOAC).

El método para analisis de azUcar permite tener muestras de azucar sélida o
liquida. Si se analiza el producto liquido, la cantidad afiadida a la dilucion inicial
se ajusta para que contenga un equivalente a 20 g de azucar en seco. Después
de calentar a 100 ° C, se afiaden 2 ml de la solucion de azucar calentada a cada
una de las cinco placas de Petri antes de agregar Man Rogosa Sharpe Agar
(MRS). En el procedimiento de la AOAC las placas son incubadas a 55°C de 35
a 48 horas. Las colonias tipicas son redondas, de 1-5 mm de diametro, con un

punto opaco en el centro, halo amarillo en el agar. Este halo puede desaparecer.

3.5 Fundamento de la identificacion fenotipica.

Se basa en la identificacion de caracteristicas conocidas del microorganismo que
se desea identificar, la confiabilidad de la identificacion se basa en el nimero de
caracteristicas similares que presente. Primero se busca realizar las pruebas que
son rapidas de realizar que llevan poco tiempo para ver los resultados como
evaluacion maco y microscopica, la tincion al Gram, oxidasa y catalasa. Luego
de ver la similitud con estas pruebas se busca especificar el género del
microorganismo en estudio estas pruebas pueden ser de fermentacion de
glucosa, produccion de esporas, crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis y
movilidad.Por ultimo, se busca determinar la especie en investigacion, para lo

cual es muy Uutil la realizacién de pruebas bioquimicas, las cuales aportan un alto



52

grado de precision de las caracteristicas individuales de los microorganismos,
permitiendo de esta manera concluir con certeza la especie del microorganismo

analizado.

3.5.1 Evaluacion microscopica.

Las tinciones son el primer paso de la identificacion, las cuales permiten ver la
forma, manera de agruparse, estructura de las células y el tamafio. La tincién
mas utilizada e imprescindible es la tincidon al Gram, esta es la herramienta que
nos permite hacer un diagnaéstico provisional. En las tinciones se puede observar:
la forma de tefirse, si posee capsulas, endosporas, la disposicién, el tamafio, los

bordes.

3.5.2 Evaluacién macroscépica.

Para poder observar la morfologia macroscopica y dar un diagnostico preliminar
es necesario que sean colonias frescas y que provengan de medios no selectivos,
ni diferenciales, deben utilizarse colonias aisladas de cultivos puros para
asegurar las colonias son producto de células Unicas. Los medios selectivos
contienen aditivos especificos que permiten la proliferacion de un cierto grupo de
microorganismos e inhiben el crecimiento de otros. Los medios diferenciales se
utilizan para que los microorganismos manifiesten caracteristicas especificas y

generalmente son en base al color de las colonias.

3.5.3 Pruebas bioquimicas. (26)

Permiten observar las caracteristicas metabdlicas de los microorganismos,
existen dos tipos de pruebas; una de corta duracion que evalla enzimas

preformadas y tienen una duracion de entre unos pocos segundos a unos
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minutos, la de larga duracién necesita de la formacion de colonias por lo que

requiere un periodo mas largo de horas a dias de incubacion.

Al grupo de pruebas de larga duracion pertenecen la mayoria de las pruebas que
detectan componentes metabdlicos o aquellas que determinan la sensibilidad de
un microorganismo a una sustancia dada tras ser cultivado en medios de

identificacion que contienen el sustrato a metabolizar.

3.6 Fundamento de la identificacién confirmatoria.

3.6.1 Sistemas miniaturizados API®(3)

Los sistemas miniaturizados API® son métodos rapidos que permiten la
identificacion de microorganismos a través de la realizacion de diferentes

pruebas bioquimicas.

Estos sistemas consisten en un dispositivo de plastico con varios microtubos que
contienen diferentes medios de cultivo deshidratados o diferentes sustratos de

enzimas de acuerdo al tipo de prueba que se requiere montar.

Entre algunas de las pruebas bioquimicas que pueden realizarse con estos
sistemas estan las pruebas de fermentacion de carbohidratos, la determinacion
de la produccion de H2S, la determinacion de la hidrélisis de la gelatina, entre

otras.

3.6.2 API® 50 CHB/E

Permite la identificaciébn de microorganismos pertenecientes al grupo de Bacillus

y Enterobacterias, es una galeria formada por 62 microtubos.

Las reacciones que se producen durante la incubacion se traducen en cambios

de color, bien espontaneos o bien provocados mediante la adicion de reactivos
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(ver Figura N°5). La lectura de estas reacciones se realiza con la ayuda del
manual de interpretacion y la interpretacion se realiza tras consultar la lista de

perfiles numéricos o con la ayuda de un software de identificacion.

Cuando se utiliza esta galeria las cartas de colores correspondientes a las
pruebas negativas y positivas son las siguientes:

Tests negativos Tests positivos
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Figura N° 5: Lecturas de pruebas API® 50 CHB/E

3.7 Fundamento para la Simulacién de tolerancia a jugo géastrico y sales

biliares.9) (8)

3.7.1 Simulacion de tolerancia a jugos gastricos.

El ensayo de tolerancia a jugos gastricos se realiza a diferentes bacterias que
intentan ser probidticos ya que estos deben tener la capacidad de sobrevivir al

tracto gastrointestinal.

Para llevar a cabo la simulacion de la tolerancia a los jugos gastricos es necesario
preparar una suspension que este entre 107y 108la cual se sometera a diferentes
pHs. Los pHs deben ser pH 3 y pH 8 para simular los diferentes pHs gastricos,

debe simularse condiciones reales por lo cual se tiene que incubar a temperatura
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corporal durante no mas de 2 horas, debe hacerse un recuento a tiempo cero y
después del tiempo de incubacion, luego calcular el porcentaje de supervivencia

de células viables de la siguiente manera (8):

) ] Log UFC N;
% supervivencia = m X 100
0

Donde:

N1: Total de células viables a las 4 horas.

No: Total de células viables a las cero horas.
UFC: unidad formadora de colonias.

Log: logaritmo base 10.

3.7.2 Simulacidon de tolerancia a sales biliares.

Para la evaluacion de tolerancia a sales biliares es necesario preparar una
suspension del microorganismo en estudio que este entre 107 y 108 la cual sera
expuesta a contacto con sales biliares que puede variar la concentracion desde
0.05% hasta 1% p/v. Debe simularse condiciones reales por lo cual se tiene que
incubar a temperatura corporal durante no mas de 2 horas, debe hacerse un
recuento a tiempo cero y después del tiempo de incubacion y calcular el

porcentaje de supervivencia de células viables de la siguiente manera (8):

. ) Log UFC N;
% supervivencia = W X 100
0

Donde:

N1: Total de células viables a las 4 horas.
No: Total de células viables a las cero horas.
UFC: unidad formadora de colonias.

Log: logaritmo base 10.
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El porcentaje de supervivencia de células viables reportada es del 20% por 2

horas para Bacillus coagulans.

3.8 Fundamento de determinacién de azucares reductores por

espectrofotometria. Método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)(11)

Es importante determinar la concentracién de azlcares reductores totales en una
muestra, y con esta cuantificacion se obtiene una curva de calibracion siguiendo
el método del acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS).EI método DNS determina la
presencia de grupos carboénicos libres (C=0) de los azucares reductores. El
procedimiento se basa en una reaccion redox que ocurre en la utilizacion de &cido
3,5 dinitrosalicilico para provocar la oxidacion de los azucares y al mismo tiempo
su propia reduccion endotérmica. Un mol de azlcar reacciona con un mol de
acido 3,5-dinitrosalicilico, dando lugar a una reaccion estequiométrica que

permite conocer la cantidad de azucares reductores presentes en la muestra.

COOH COOH
. _OH l
f Y glcal . OH
| | + Azicar - - | + Azicar oxidado

Acido 3,5-dinitrosalicilico 3-amino-5-nitrosalicilato

Figura N°6: Reaccion de oxidacion de azUcares reductores. Método DNS.

Se continda con la determinacion, haciendo lecturas de absorbancia en el

espectrofotometro a 540 nm.
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La reaccion es colorimétrica, el &cido 3.5 dinitrosalicilico es de color amarillo,
mientras que la aparicion de acido 3-amino-5-nitrosalicilico provoca un viraje a
pardo oscuro, cuya intensidad sera proporcional a la cantidad de azucares
reductores. Por esta razon, el método no es recomendable para muestras
coloreadas, ya que pueden afectar en la lectura que se realice en el

espectrofotometro.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1Tipo de estudio

4.1.1 Estudio experimental

Se realiz6 el aislamiento e identificacion del microorganismo presente en el
azucar de dieta, realizando pruebas de resistencia al microorganismo aislado, la
parte practica se llevd a cabo en el Laboratorio de Alimentos del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El
Salvador.

4.1.2 Estudio exploratorio

Este estudio sirve para determinar el efecto probiético del Bacillus coagulans en
azucar de dieta, especificamente al producir la enzima: Glucosa isomerasa; la
cual tiene la capacidad de disminuir la concentracion de glucosa. Se cuantificara
la cantidad de glucosa que es capaz de disminuir la enzima mediante el método
de determinacion de azucares reductores por espectrofotometria (Método DNS).
También se determiné la capacidad del probiético de adicionarse y sobrevivir a

Sdiferentes alimentos, sometiéndolos a diferentes parametros como temperatura

y pH.

4.2 Investigacion bibliografica.

Se consultaron las siguientes bibliotecas:

- Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

- Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM)

- Universidad Centroamericana José Simedn Cafias

- SSSSRepositorio institucional Universidad de El Salvador.

- Repositorio Centroamericano SIIDCA-CSUCA.
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- ScienceDirect.com | Science, health and medical journals, full text articles and
books.

- Internet.

4.3 Investigacion de Campo.

Se realizé en los diferentes supermercados de la cadena de supermercados

super selectos cercanos a la Universidad de El Salvador; la cual consistiéo en

investigar cuales son las marcas de azucar de dieta que se comercializan en los
supermercados y rotulan la presencia de probiéticos.

— Universo: Azucar de dieta comercializada en los supermercados

— Muestra: Azucar de dieta comercial que rotula la presencia del probiotico
Bacillus coagulans.

— Tamafo de muestra: 50 cajas de azucar de dieta que rotulan la presencia de
probioticos; las 50 cajas de azucar de dieta se tomaron de 5 lotes diferentes
de la marca Nevella, de cada lote se tomaron 10 cajas de azucar de dieta.
De cada caja se tomaron 20 sobres de azlcar de dieta que rotulan 1g de
azuUcar por sobre. Se tom6 una muestra de 50 cajas de la azucar de diferentes
lotes, rotulandolas con niumeros correlativos del 1 a 50 en orden de compra,
esta muestra se determind a conveniencia de los investigadores, debido que
s6lo existe una marca de azucar de dieta comercializada en el pais que rotula

la presencia del probidtico.

Tratamiento de la muestra

Las muestras se recolectaron en una bolsa de plastico con su respectiva etigueta
y codigo de identificacion; luego se transportaron al Laboratorio de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), para su

almacenamiento y andlisis.
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Hipotesis
¢Existe la presencia de probidticos en azucar de dieta comercializada en
El Salvador?
Hipotesis nula.
Ho = El promedio del nimero de colonias en la dilucién 10! es mayor a 10, con
un 95% de confiabilidad.
Hipotesis alternativa
H1 = El promedio del nimero de colonias en la dilucién 10 es menor a 10, con
un 95% de confiabilidad.

4.4Parte experimental

Para realizar el analisis microbiolégico del azucar de dieta se utilizd el
procedimiento para la deteccion de la especie Bacillus en alimentos,
especificamente el método para esporas termofilicas en azucar, se estudiaron
los siguientes parametros:

- Presencia del probiotico en el azlucar de dieta.

- Identificacion de microorganismos terméfilos anaerobios

- Recuento total de microorganismos terméfilos anaerobios.

- Resistencia del probiético a cambios de temperatura y pH.

- Cuantificacion de reduccion de glucosa.

4.4.1 Presencia del probiotico en azucar de dieta. (18)

Realizar el siguiente procedimiento para cada una de las 50 muestras (ver

Anexo N°1):

— Retirar el azucar de dieta de los sobres contenidos en una caja en un beacker
de 200 mL.

— Pesar 20 g de azucar de dieta de los sobres de cada una de las muestras.

— Disolver el azucar en un Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de agua

(dilucion inicial).
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Tomar una alicuota de 10 mL y adicionarla en un Erlenmeyer de 150 mL
conteniendo 65 mL de Man Rogosa Sharpe Agar (MRS) (previamente
calentado a 50 °C).

Calentar rapidamente hasta 100 °C durante 5 minutos.

Enfriar hasta 45 °C.

Verter aproximadamente 15 mL en cada una de 5 placas estériles.

Incubar a una temperatura de 50°C a 55°C de 48 a 72 horas en una jarra de
anaerobiosis.

Las colonias tipicas observadas deben de ser redondas de 1- 5 mm de color

crema a blanco.

4.4.1.1 Siembra del microorganismo en Agar Tripticasa Soya (TSA). (14)

Antes de realizar las tinciones fue necesario sembrar las colonias obtenidas en

el medio MRS en medio TSA debido a que este es un medio incoloro y no

interferird en la interpretacién de las tinciones.

Realizamos el siguiente procedimiento por duplicado para cada una de las 50

muestras:

Tomar una colonia del microorganismo obtenida en el paso 4.4.1 con ayuda
de un asa de siembra.

Sembrar en superficie por el método de estriado en cuadrante en placas Petri
conteniendo medio TSA

Incubar a una temperatura de 50°C a 55°C de 48 a 72 horas en una jarra de

anaerobiosis. (Ver Anexo N°1)

4.4.1.2 Tinciébn de GRAM. (21)

Esta tincion permite ver si las bacterias en estudio pertenecen a bacterias Gram

positivas 0 negativas.

Realizamos el procedimiento para cada una de las muestras:
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Tomar una colonia presuntiva de Bacillus coagulans en TSA con ayuda de
un asa de siembra.

Extender la colonia en una gota de solucion salina en un portaobjeto.
Fijar muestra con la flama del mechero.

Colocar el portaobjetos en una horquilla de alambre.

Adicionar de 2 a 3 gotas de cristal violeta y dejar reposar por 1 minuto
Lavar con abundante agua.

Adicionar de 2 a 3 gotas de Lugol y dejar por 1 minuto

Lavar con abundante agua

Agregar de 2 a 3 gotas de alcohol cetona y dejar por 30 segundos
Lavar con abundante agua

Agregar de 2 a 3 gotas de fucsina Gram, dejar por 30 segundos
Lavar con abundante agua y secar con cuidado con papel toalla
Observar al microscopio con un aumento de 100X

Anotar morfologia observada. (Ver Anexo N°1)

4.4.1.3 Tincién de Wirtz. (21)

Esta tincion permite observar la presencia de endosporas bacterianas.

Tomar una colonia presuntiva de Bacillus coagulans del medio TSA con
ayuda de un asa de siembra.

Extender la colonia en una gota de solucion salina en un portaobjeto.

Fijar muestra con la flama del mechero.

Teflir con verde de malaquita al 7.6%, dejar por 8 minutos.

Lavar con agua por 15 segundos

Agregar de 2 a 3 gotas de safranina al 0.25%, dejar por 30 segundos

Lavar con abundante agua y secar con cuidado con papel toalla

Observar al microscopio con un aumento de 100X
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— Anotar forma y posicion de la endospora dentro de la célula madre

bacteriana. (Ver Anexo N°1)

4.4.2 ldentificacion del probiético utilizando pruebas bioquimicas. (21)

Se realiz6 el siguiente procedimiento para cada una de las muestras:

4.4.2.1 Prueba de la catalasa

— Tomar una colonia presuntiva de Bacillus coagulans en medio MRS con
ayuda de un asa de siembra y colocarla en un portaobjetos.

— Agregar una gota de peroxido de Hidrogeno al 3%

— Observar el aparecimiento o no de liberacion de burbujas. (Ver Anexo N°2)

La reaccion es positiva si existe liberacion de burbujas a los pocos segundos.

4.4.2.2 Prueba de la oxidasa

— Cortar tiras de papel filtro Whatman N°1 de 6-8 cm de ancho

— Saturar las tiras afiadiendo gotas de tetrametil-p-fenilendiamina al 1%
(Reactivo de Kovacs)

— Secar rapidamente las tiras

— Colocar en cada tira con reactivo de Kovacs una colonia presuntiva de
Bacillus coagulans utilizando un palillo de madera estéril. (Ver Anexo N°2)

Si hay aparicion de una coloracion azul oscura en el sitio de inoculacion a los 10

segundos la prueba es positiva, la ausencia de coloracion o la decoloracion de la

tira saturada es prueba negativa.

Como control positivo de la prueba utilizar una colonia de la cepa de Vibrio

parahaemolyticus ATCC 17802.

4.4.3 Identificacion del probiético utilizando pruebas API. (3)
Se empled el sistema de API 50 CHB/E utilizado para caracterizar el metabolismo

de los carbohidratos de Bacillus.
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La identificacion completa del probidtico Bacillus coagulans se realizara mediante
utilizacion de la base de datos APIWEB.

4.4.3.1 Preparacion de galeria API (Ver Anexo N°2)

Ver las instrucciones API 50 CH (uso opcional).

Reunir fondo y tapa de una camara de incubacién y repartir aproximadamente

3 mL de agua desmineralizada estéril en los alvéolos, para crear la atmosfera

hameda, escribir el nombre de la cepa en la lengleta lateral de la camara y sacar

la galeria de su envase individual.

4.4.3.2 Preparacion del inéculo.

Se deben usar soluciones preparadas extemporaneas.

Abrir una ampolla de API 50 CHB de Suspension Medium
Tomar con un asa estéril varias colonias de la suspension
Realizar una suspension de turbidez de 2 McFarland.

Debe usarse inmediatamente después de su preparacion.

4.4.3.3 Procedimiento general de estandarizacién de McFarland

Preparar el estandar de concentracion deseada, agregando la cantidad de
los reactivos: cloruro de bario dihidratado (BaCl2.2H20 0.048M; 1.175% P/V)
2.0 mL; y de &cido sulfarico (H2S04 0.18 M, 0.36 N, 1% V/V) 98.0 mL.
Verificar la densidad correcta del estandar usando un espectrofotdmetro
Distribuir de 4 — 6 mL en cada uno de los tubos similares para preparar el
inoculo

Mantener los estandares guardados a temperatura ambiente y protegido de
la luz.

Agitar vigorosamente el estdndar antes de su uso para lograr una turbidez

homogénea.
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4.43.4 Preparacion del microorganismo de prueba para la
estandarizacion por medio de MCFarland

— Tomar con asa bacteriologica estéril, 4 6 5 colonias aisladas del
microorganismo de un cultivo en medio TDA.

— Suspender las colonias en un tubo que contiene 4 mL de solucion salina.

— Por comparacion visual, llegar a la concentracién de 2 McFarland, diluyendo
la suspension del microorganismo o agregando mas microorganismos.

— Agitar en vortex.

— La suspension estandarizada del in6éculo debe de ser utilizada en los

siguientes 15 minutos de su preparacion.

4.4.3.5 Inoculacién de la galeria.

— Repartir la suspensién bacteriana precedente en los tubos, evitando la
formacion de burbujas (para ello) inclinar la camara de incubacién hacia
delante y colocar la pipeta en un lado de la cupula.

— Llenar el tubo y la cupula del ensayo DIM (100uL aprox.), cuidando que no
se produzca un menisco convexo.

Nota: La calidad de llenado es muy importante: los tubos con cantidad excesiva

o insuficientemente llenos originan resultados falsos positivos 0 negativos.

La adicidén de aceite de parafina es opcional; sin embargo, se desaconseja para

las bacterias aerobias estrictas.

4.4.3.6 Incubacion de la galeria.

Para las especies termofilas, incubar a 55°C + 2°C durante 3 horas — 3:30 horas,
6 horas — 6:30 horas y 24 horas (+ 2 horas) mantener ligeramente elevada la
base de los tubos (para conservar cualquier produccion de gas).

Cerrar la camara de incubacion.
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4.4.3.7 Lectura de la galeria

(Consultar fichas técnicas APl 50 CH para realizar una lectura adecuada de los
resultados obtenidos)

Revelar los resultados y anotar los resultados en la hoja de resultados.

En cada tubo se investiga la acidificacion producida, que se traduce por el cambio
de color rojo a AMARILLO por el fenol contenido en el medio.

El ensayo de esculina (tubo N°25) se observa un cambio de color del rojo al
NEGRO.

NOTA: Si, durante la siguiente lectura, un ensayo inicialmente positivo se hiciera
negativo, s6lo se tendra en cuenta el resultado positivo (se trata de una

alcalinizacion debida a la produccién de amoniaco a partir de la peptona).

4.4.3.8 Interpretacion.

El perfil bioquimico obtenido puede ser identificado a partir de la base de datos
(V4.0), con la ayuda del sistema ATB TM, mini API, o el programa de
identificacion apiweb TM.

NOTA: El perfil bioquimico puede igualmente: utilizarse con otros resultados para

un estudio taxonomico y registrar tal cual.

4.4.4 Recuento total del probidtico presente en la azlicar de dieta. (25)

Se realiz6 recuento en placa para comprobar el nimero de microorganismos
presente en el producto de acuerdo con lo rotulado por el fabricante.

El producto rotula que contiene 1.25x108 UFC de probiético en cada sobre por lo
gue se realizaron diluciones seriadas para obtener un conteo preciso del
contenido en el producto.

— Tomar sobres de una caja de azucar de dieta hasta obtener 20 g de azlcar.
— Disolver el azucar en un Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 180 mL de agua

(Concentracion 107). Esta sera la diluciéon 101
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Tomar una alicuota de 10 mL y adicionar a un frasco con 90 mL de agua
(Concentracién 10°)

Tomar una alicuota de 1 mL adicionar a un tubo con 9 mL de agua
(Concentracién 10%)

Tomar una alicuota de 1 mL adicionar a un tubo que contiene 9 mL de agua
(Concentracién 10%), y asi sucesivamente hasta llegar a una concentracion
de Concentracién 10*

Tomar una alicuota de 1 mL de las concentraciones 10%, 10?2 y 103 y se
colocaran sobre placas de Petri por duplicado

Adicionar a cada una de las placas de Petri aproximadamente 20 mL de Agar
MRS

Homogenizar la muestra haciendo movimientos circulares (técnica de 8)
sobre la superficie de la mesa y dejar gelificar

Incubar a una temperatura de 50 - 55°C durante 48 - 72 horas en una jarra
de anaerobiosis.

Realizar el conteo de las colonias y calcular el numero de Unidades

Formadoras de Colonias por cada gramo. (Ver Anexo N°3)

NOTA: los 20 g de azucar se obtendran de 20 sobres del producto a analizar.

El recuento de las Unidades Formadoras de Colonia se realizard mediante la

siguiente formula:

Y. Promedio de nimero de colonias por diluciéon

UFC =
Yde la dilucién

UFC
sobre

UFC/g —
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4.5 Evaluacion de la resistencia del probidtico a las condiciones
gastrointestinales in vitro. (31) (8)

Para evaluar la resistencia del probiotico al ambiente gastrointestinal se

realizaron ensayos especificos para comprobar la supervivencia del

microorganismo a estas condiciones.

4.5.1 Resistencia del probiético a pH acido y basico

Se evalué tanto la resistencia a pH3 como a pH8.

Siguiendo el procedimiento para ambos pH. Cada prueba se realiz6 por

duplicado.

— Se ajustan 9 mL de cada uno de los 2 tubos conteniendo caldo MRS al pH
requerido; adicionando ya sea HCL o NaOH.

— Medir el pH de cada uno de los tubos con el pHmetro.

— Inocular los tubos con 1 mL de la dilucién 101 (Concentracién de
microrganismo de 107 UFC/mL).

— Se realizara recuento en tiempo inicial, tomando una alicuota de 0.1 mL de
cada tubo inoculando en placas Petri con agar MRS por técnica de siembra
en superficie.

— Incubar las placas a temperatura de 37°C por 48 horas en jarra de
anaerobiosis. (Ver Anexo N°4)

— Incubar los tubos con el probiético a temperatura de 37°C por 4 horas en
jarra de anaerobiosis.

— Tomar una alicuota de 0.1 mL de cada tubo y sembrar en superficie en
placas con MRS.

— Incubar las placas a temperatura de 37°C por 48 horas en jarra de
anaerobiosis.

— Realizar conteo de colonias en las placas Petri utilizando un contador de
colonias. (Ver Anexo N°4)

— Calcular el porcentaje de supervivencia con la siguiente formula:
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) ) Log UFC N;
% supervivencia = W X 100
0

Donde:

No: recuento de colonias al tiempo cero.

N1: recuento de colonias después de haber incubado por 4 horas.

Log: logaritmo base 10

4.5.2 Resistencia del probiético a sales biliares.

Ajustar a pH 3 cada uno de los 2 tubos de ensayo conteniendo caldo MRS
enriquecidos con 0.3% p/v de sales biliares.

Inocular el tubo con 1 mL de la dilucién 10! (Concentracion de
microrganismo de 107 UFC/mL) obtenida en el procedimiento 2.4.4

Se realizara recuento en tiempo inicial, tomando una alicuota de 0.1 mL de
cada tubo inoculando en placas Petri con agar MRS por técnica de siembra
en superficie.

Incubar las placas a temperatura de 37°C por 48 horas en jarra de
anaerobiosis. (Ver Anexo N°4)

Incubar los tubos a temperatura de 37°C por 4 horas en jarra de
anaerobiosis

Tomar una alicuota de 0.1 mL de cada tubo y sembrar en superficie en
placas con MRS.

Incubar las placas a temperatura de 37°C por 48 horas en jarra de
anaerobiosis.

Realizar conteo de colonias en las placas Petri utilizando un contado de
colonias. (Ver Anexo N°4)

Calcular el porcentaje de supervivencia con la siguiente formula:
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) ) Log UFC N;
% supervivencia = W X 100
0

Donde:

No: recuento de colonias al tiempo cero.

N1: recuento de colonias después de haber incubado por 4 horas.

Log: logaritmo base 10

4.5.3Resistencia del probidtico a cambios de pH y temperatura en

bebidas. (26)

Se realizaron pruebas in vitro para comprobar la resistencia del probid6tico frente

a cambios de pH y de temperatura en bebidas, comprobando la viabilidad del

probidtico al ser incorporado en bebidas calientes y de pH acido.

4.5.3.1 Resistencia a bebidas calientes.

En esta parte se trabajo con una bebida caliente: café; para ambas muestras se

siguié el procedimiento que se detalla a continuacion:

Tomar sobres de una caja del azlucar de dieta hasta obtener la cantidad de
40 g de azUlcar.

Disolver en 200 mL de la bebida caliente (Café)

Tomar una alicuota de 10 mL de la muestra y adicionar en 65 mL de MRS
(previamente calentado a 50 °C).

Enfriar hasta 45 °C.

Verter aproximadamente 20 mL en cada una de las 5 Placas estériles por
técnica de vertido en placa.

Incubar a una temperatura de 50°C a 55 °C de 48 horas a 72 horas en jarra

de anaerobiosis.
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Observar morfologia macroscoépica de las colonias.

Realizar tincion de Gram. (Ver Anexo N°1)

453.2 Resistencia a bebidas acidas.

En esta parte se trabajé con una bebida de pH acido: limonada; se realizo el

siguiente procedimiento:

Tomar sobres de una caja de azlcar de dieta hasta obtener la cantidad de
40 g de azucar.

Disolver muestra en 200 mL de limonada previamente preparada. (Ver
Anexo N°7)

Tomar un alicuota de 10 mL y adicionar a 90 mL de agua peptonada
buferada.

Adicionar 10 mL de la muestra en 65 mL de Agar MRS (previamente
calentado a 50 °C).

Enfriar hasta 45 °C. Verter en 5 Placas estériles.

Incubar a una temperatura de 50°C a 55 °C de 48 horas a 72 horas en jarra
de anaerobiosis

Observar morfologia macroscépica de las colonias.

Realizar tincion de Gram. (Ver Anexo N°1)

4.6 Cuantificacion de glucosa mediante determinacion de azucares

reductores por espectrofotometria. Método del acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS). (11)

4.6.1 Curvade calibracion.

La curva de calibracion de glucosa se utilizé para poder determinar la

concentracion de glucosa presente en las muestras.
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Se realiza una curva de calibracion de glucosa (Tabla N°6), para poder cuantificar
la cantidad de glucosa presente en las muestras obtenidas del medio glucosado.
En 6 tubos vacios se adicionaran mL con diferencia de 0.2 mL por cada tubo de
estandar de glucosa de concentracion 1 g/L, se adiciona agua para completar un

mL, se adiciona 1 mL de reactivo DNS y 8 mL de agua destilada.

Leer absorbancia de cada uno de los tubos a 540 nm. Realizar grafico en Excell

con los datos obtenidos en las lecturas de absorbancias.

Tabla N° 6. Preparacion de curva de calibracién de glucosa de estandar.

Tubo Volumen de Volumen de | Concentracion
solucion agua de glucosa en | Reactivo de Agua
estandar de destilada el tubo DNS destilada
glucosa 1 g/l (mL) (mg/mL)
(mL)
0 0.0 1.0 0.0 1mL 8 mL
1 0.2 0.8 0.2 1mL 8 mL
2 0.4 0.6 04 1mL 8 mL
3 0.6 0.4 0.6 1mL 8 mL
4 0.8 0.2 0.8 1mL 8 mL
5 1.0 0.0 1.0 1mL 8 mL

4.7 Cuantificacion de mg de glucosa que degrada por el probidtico.

4.7.1 Estandarizacién del probiético.

— Adicionar 3 mL de solucién salina a las placas de las que se haya obtenido
crecimiento en el paso 2.4.1 para arrastrar los microorganismos

— Reunir las suspensiones obtenidas en un solo tubo.

— Estandarizar la suspension obtenida a 1 unidad de absorbancia.
(Ver Anexo N°6)
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4.6.1.1 Siembra del microorganismo en medio glucosado.

—  Tomar 5 mL de la suspension obtenida en el paso anterior

— Adicionar los 5 mL a dos Erlenmeyer que contengan 45 mL de caldo
nutritivo.

- Incubar a temperatura ambiente por 24 a 48 horas con una agitacion de
200 rpm.

— Al final de la incubacion corroborar la morfologia microscépica de este
microorganismo en el caldo nutritivo, realizando tincion de Gram para
confirmar la presencia del probidtico.

—  Transferir el contenido de estos dos caldos a un Erlenmeyer conteniendo
900 mL de Medio Glucosado.

- Incubar a temperatura de 30 °C por 96 h. sin agitacion.

—  Tomar muestras de acuerdo con lo indicado en la tabla N°7. Realizar
recoleccion de muestras por duplicado. (Ver Anexo N°6)

Nota: el medio glucosado se prepara adicionando 10.0 g de glucosa, 8.0 g de
extracto de levadura, fosfato disédico 1.18 g y agua destilada para llevar a

volumende 1 L.

4.6.1.2 Toma de la muestra para la cuantificacion de glucosa.
Se toman 5 mL de medio glucosado como muestra, tomando la primera a las cero
horas de incubacion, luego se tomaron las siguientes con una diferencia de 24
horas hasta completar las 96 horas, las muestras se codificaron como M#-bc (ver
Tabla N°7).

M= muestra

#= numero de muestra

bc= Bacilus coagulans
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Tabla N°7. Toma de muestra para cuantificacion de glucosa.

Tiempo de recoleccion de Cddigo de muestra Alicuotas
muestra (Horas)
0 M1-bc 5mL
24 M2-bc 5mL
48 M3-bc 5mL
72 M4-bc 5mL
96 M5-bc 5mL

4.7.1.1 Tomay tratamiento de muestra para cuantificacion de glucosa.
Se realizé el siguiente procedimiento para cada una de las muestras:

— Tomar una alicuota de 1mL de la muestra colocar en un tubo de ensayo
— Adicionar 20 uL de HCL, agitar en vortex,

— Permitir hidrolisis a 90 °C durante 5 minutos

— Adicionar 50 pL KOH 5 N (neutralizar) y agitar en el vortex

— Adicionar 1 mL de reactivo DNS y agitar en vortex

— Llevar a ebullicién durante 5 minutos

— Enfriar en bafio de hielo

— Agregar 8 mL de agua destilada, agitar en vortex

— Leer la absorbancia a 540 nm.

— Realizar calculos mediante interpolacion lineal. (Ver Anexo N°6)



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
Se realizé la identificacion del microorganismo presente en la azUcar de dieta de

la marca NEVELLA de acuerdo con la metodologia detallada en el numeral 4.4.1.

5.1 PRUEBAS DE IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO.

5.1.1 Aislamiento del microorganismo.

En primer lugar, se procedio al aislamiento de las esporas de células vegetativas
gue pudiesen estar presentes en la muestra, para ello se calenté la dilucién con
la muestra en medio MRS a 100°C durante 5 minutos destruyendo los
organismos vegetativos y promoviendo la germinacion de esporas.
Posteriormente se procedid a inocular las placas conteniendo medio MRS, luego
se incubaron en condiciones de anaerobiosis a una temperatura de 53°C durante
41 horas para poder observar el crecimiento de colonias y la morfologia
macroscopica en las muestras; observandose colonias de color blanco a color
crema, circulares, de 1 a 1.5 mm de diametro, de borde ondulado, convexa, de
aspecto liso (ver figura N°7)

Figura N°7. Morfologia macroscopica de las colonias del microorganismo
aislado de la azucar de dieta.
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5.1.2 Tincién de Gram

Posteriormente se procedié a realizar el frotis bacteriano y tincion Gram
(ver anexo N°1), en donde se determiné que el microorganismo pertenece al
grupo de bacterias Gram Positivas observandose colonias con coloracion
moradas, cuya morfologia microscopica observada son de bacilos largos Gram

positivos. (Ver figura N°8)

Figura N°8. Resultado del frotis bacteriano y tincion Gram.

5.1.3 Tincion de Wirtz

Esta tinciobn es utilizada para poder observar e identificar la presencia de
endosporas. El procedimiento se realizé de acuerdo con el numeral 4.4.1.3 en
donde se coloca una colonia de la muestra en un portaobjeto y se extiende en
una gota de solucion salina, se fija la muestra con la llama del mechero,
posteriormente se tifie con verde de malaquita. Se deja en reposa, se lava con
agua y se agregan de 2 a 3 gotas de safranina al 0.25% se deja por 15 segundas,
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después se lavaron con agua y se procedid6 a secar la muestra tefiida. Las
preparaciones tefiidas vy fijadas permitieron ver la presencia de endosporas de
color verde en un aumento de 100X en el microscopio identificase la presencia
de espora del tipo 3 figura B que corresponde a una espora central con hinchazén

de célula madre. (Ver figura N°9)

Figura N°9. A Resultado del frotis bacteriano y tincion de Wirtz. B tipos de
esporas presentes al interior del cuerpo de la bacteria del género
Bacillus, 1: espora central, 2: espora Terminal, 3: espora terminal con
hinchazén de la célula madre, 4: espora central con hinchazén de
célula madre,5: espora terminal redonda con hinchazon de la célula
madre y 6: espora lateral.

5.1.4 Prueba de la catalasa.

En la muestra analizada se observa burbujeo, lo que indica catalasa positiva.

Figura N°10. Resultado de la prueba de la catalasa al microorganismo aislado
de la muestra de azucar de dieta
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Se determind que el microorganismo encontrado en la azucar de dieta comercial
de la marca NEVELLA es catalasa positiva, debido a que se observo burbujeo al
colocar una colonia de la muestra en una gota de peroxido de hidrogeno al 3%.
Por lo que el microorganismo presente en la azlUcar de dieta posee la enzima

catalasa.

5.1.5 Prueba de la Oxidasa.

Se determind que el microorganismo presente en la azlcar de dieta es oxidasa
negativa; debido que al inocular una colonia del microorganismo aislado de la
azucar en una tira con reactivo de la oxidasa se observo una coloracion café; lo
gue supone que el microorganismo no posee la enzima citocromo oxidasa o
indofenol oxidasa; es decir el microorganismo no puede usar el oxigeno en la
cadena de transferencia de electrones o aplican un citocromo diferente para

transferir electrones al oxigeno.

Como control positivo a la prueba de la oxidasa se realizd la prueba con el
microorganismo P. aeruginosa observdndose una coloracibn morada

caracteristica de una prueba oxidasa positiva.

Control ,
positivo

D\enS
2o .

Figura N°11. Resultado del microorganismo presente en azUcar de dieta
versus control positivo (coloracién violeta)
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5.1.6 Identificacion mediante sistema de galerias Analithycal Profile Index
(API).

Se realiz6 la identificacion del microorganismo presente en la azlucar de dieta
mediante el sistema de identificacion de galerias API (ver Figura N°12), el cual
es un sistema estandarizado compuesto por 50 ensayos bioquimicos destinados

al estudio del metabolismo de los hidratos de carbono en los microorganismos.

Para la identificacion del microorganismo presente en el azucar de dieta se utilizé
el APl 50 CHB/E especifica para la identificacion de los Bacillus y

microorganismos préximos y de las Enterobacteriaceae y las Vibrionaceae.

El procedimiento para la identificacion del microorganismo de galerias API se

realiz6 empleando las indicaciones del fabricante.

Obteniéndose los resultados que se muestran a continuacion:

Figura N°12. A: Galeria API inoculadas con suspension de microorganismo
antes de incubar. B: Resultado obtenido después de tiempo
de incubacién de galeria AP1 50 CHB/E
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Para completar el perfil de identificacion del microorganismo en estudio, se hizo
uso de la galeria APl 20 E que es utilizado para la identificacion de las
Enterobacteriaceae, se inoculo la galeria con el microorganismo presente en el

azucar de dieta obteniéndose el siguiente resultado:

Figura N°13. Resultados obtenidos mediante uso de galeria APl 20E

Una vez se obtuvieron los resultados de las galerias API, se procedio a introducir
los perfiles numéricos obtenidos de las 2 API en el Software de identificacion API
Web.

Obteniendo la identificacion del microrganismo incorporado en la azucar de dieta
comercial la cual rotula la presencia del probiético Bacillus coagulans.
(Ver figura N°14)
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Figura N°14. Identificacion del microorganismo presente en azucar de dieta
comercial mediante sistema de galerias API

5.2 Recuento total del microorganismo presente en la aztcar de dieta.

La concentracién del microorganismo presente en la azlcar se determind
mediante la técnica de vertido en placa (Figura N°15). Los resultados obtenidos
pueden observarse en la tabla N°8.

Figura N°15. Recuento obtenido en las muestras de azucar de dieta.



Tabla N°8. Resultado del nimero de colonias encontradas en las 50 muestras

de azlcar de dieta por dilucion.

N° de muestra donde | Dilucién Dilucién Dilucién
hubo crecimiento 101 102 103
1 298 95 8
250 117 14
11 10 <10 ufc <10 ufc
<10 ufc <10 ufc <10 ufc
a1 44 2 <10 ufc
30 2 <10 ufc
Promedio 6.32 2.16 0.22
Desviacion estandar 38.96 14.99 1.61
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En la tabla N°8 se muestran los resultados de las muestras en donde se obtuvo

crecimiento de colonias, muestra 1, 11 y 41; en las demas muestras no hubo

crecimiento de colonias. Las muestras donde se obtuvo crecimiento pertenecen

al mismo lote codificado como lote nimero 1.

Se toma como ejemplo el nimero de colonias obtenido en la muestra numero 1

y dilucién 101

Se calcularon los promedios mediante la siguiente formula:

Y. Crecimiento en las placas _298+250

Promedio =

numero de placas

2

Obteniéndose los resultados que se presentan en la tabla N°9

274



Tabla N°9. Promedio de UFC de cada muestra de azucar de dieta donde se
obtuvo crecimiento de colonias segun recuento en placa.
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Dilucién Promedio UFC Promedio UFC Promedio UFC
muestra 1 muestra 11 muestra 41
101 274 5 37
102 106 - 2
102 11 - -

Finalmente se determin6 el nimero de Unidades formadoras de colonias por

sobre UFC/sobre mediante la siguiente formula:

Y. promedio de nimero de colonias por dilucion

FC =
urc Y de la dilucion

274+106+11

UFC _ _274+106+11 UFC
Muestra 1 /Sobre = 31rootrooer = 3023 [sobre
UFC _5 _co UFC
Muestra 11 /sobre =37 =50 /sobre
UFC . 37+2 UFC
Muestra 41 /Sobre = o1vo01 ~ 34 /sobre

Recuento Total

UFC _3,523+50+ 354
/Sobre - 3

= 1,309 ~ 1,400 UFC/.

Los resultados obtenidos demuestran que la concentracion de probiéticos
presentes por sobre no cumple con lo rotulado por el fabricante, obteniéndose
1,400 UFC/Sobre con respecto a 125 millones de UFC/sobre declarado por el

fabricante.
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Para dar respuesta a nuestra hipétesis utilizaremos el ndmero de colonias
obtenido, sabiendo que para hacer un conteo correcto se necesita un minimo de

10 colonias por cada una de las placas.

¢Existe la presencia de probidticos en azucar de dieta comercializada en
El Salvador?

Hipotesis nula. Hipotesis alternativa

Ho = p = 10 colonias Hi = p < 10 colonias

Nivel de confianza del 95% por lo que a = 5%

Valor critico: como la muestra es superior a 30, se utiliza un valor de Z

utilizando la tabla del Anexo N°10

Obteniendo un valor de: Z¢ = -1.645

>|<1
=

Para obtener el valor se prueba se utiliza la siguiente formula: Z, = =

B

Donde:
X: Promedio
Wu: Valor tedrico esperado

0 Desviacion estandar

N: Numero de muestras

Sustituyendo valores:

~290-10

Zy =—4{gt; - —-2.71
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Como el valor Z de prueba da como resultado Zp, = -2.71 cae en la zona de
rechazo, por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula, aceptando la hipotesis
alternativa que demuestra que la media es menor a 10 colonias por sobre.

Por lo que podemos decir que el microorganismo esta ausente en la azucar de

dieta.

Zona de
Aceptacién

Zona de
rechazo

5.3 Evaluacion de la resistencia del probiético a las condiciones

gastrointestinales in vitro.

Para determinar si el microrganismo presente en la azlcar de dieta cumple con
los requisitos establecidos por la OMS/FAO para ser considerado como
probiotico se evalud la resistencia in vitro de la cepa al tracto gastrointestinal, asi
como la resistencia a bebidas con pH &cido y bebidas calientes.El porcentaje de
sobrevivencia de las células a las condiciones gastricas y sales biliares se

determind mediante la formula que se detalla a continuacion:

] ] Log UFC Ny
% supervivencia = W X 100
0
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Donde:
No: recuento de colonias al tiempo cero.

Ni: recuento de colonias después de haber incubado por 4 horas.

Obteniéndose el resultado que se presenta en la tabla N°10

Para determinar el porcentaje de sobrevivencia de las células en bebidas de pH
acido y bebidas calientes se hizo directamente contando las colonias presentes
en cada placa Petri por el método de recuento en placa, obteniéndose el

resultado que se presenta en la tabla N°10

Nota: estas pruebas se realizaron con sobres de azlcar de dieta con el lote

namero 1 que fue el lote en donde se obtuvo el crecimiento.

Tabla N°10. Resultados obtenidos de % de resistencia del microorganismo a las
pruebas in vitro Gastrointestinales y de resistencia a bebidas.

Sales
Acidez gastrica biliares Resistencia en bebidas
pH 3 pH 8 pH=3 Calientes
To Tl
To T1 To T1 pH acido 100°C
N° de colonias ) ) ) ) 4 2 ) )
% de supervivencia 0 0 50% 0 0

Donde:

-: Sin crecimiento de colonias

Se observa que no hubo supervivencia del microorganismo a las condiciones
in vitro de acidez gastrica tanto a pH=3 y pH=8 en ambos tiempos obteniéndose

0 colonias; en la prueba de resistencia a sales biliares. ElI microorganismo



89

después de haber estado en contacto con bilis al 0.3% p/v hubo supervivencia
de 4 colonias para un tiempo inicial y de 2 colonias para un tiempo final (4horas),

siendo un porcentaje de supervivencia muy bajo.

Estos resultados demuestran que el microorganismo presente en la azucar de

dieta no cumple con las condiciones para ser considerado como probidtico.

En cuanto a los resultados obtenidos en resistencia del microorganismo a
bebidas con pH acido (pH=3) y bebidas calientes (100°C) se puede observar que
no hubo resistencia a estas condiciones, debido a que en ambas condiciones no
se obtuvieron crecimiento de colonias; por lo tanto, el microorganismo no

presenta resistencia a estas condiciones en alimentos.

5.4 Cuantificaciobn de mg de glucosa que es capaz de degradar el

microorganismo presente en la azlcar de dieta.

5.4.1 Preparacion de curva de calibracion.

Se realiza una curva de calibracion de glucosa para poder cuantificar la cantidad
de glucosa presente en las muestras obtenidas del medio glucosado.

En 6 tubos vacios se adicionaran mL con diferencia de 0.2 mL por cada tubo de
estandar de glucosa de concentracion 1 g/L, se adiciona agua para completar un
mL, se adiciona 1 mL de reactivo DNS y 8 mL de agua destilada. (Ver tabla N°10)

Se prepard la curva de calibracion de estandar de glucosa, esto con el fin de

poder determinar la concentracion de glucosa presente en las muestras.
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Tabla N°11. Datos obtenidos en la lectura de los estandares para la elaboracion
de la curva de calibracion.

Tubo | Concentracion de glucosa
en el tubo (g/L) Absorbancia

Sto 0.0 0.000
St1 0.2 0.017
St2 0.4 0.031
St3 0.6 0.053
St4 0.8 0.069
St5 1.0 0.099

Se preparé la curva de calibracién de estandar de glucosa (ver Figura N|16), esto

con el fin de poder determinar la concentracion de glucosa presente en las

muestras.

Figura N°16. Toma de muestras de estandares para la elaboracion de la curva
de calibracion.

Una vez obtenidos los datos de absorbancia de los estandares se procedio a la

tabulacion de los datos en Excell para obtener la grafica que se muestra en la

Figura N° 17
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Curva de calibracion de glucosa
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Figura N°17. Gréafico de curva de calibracion de los estandares de glucosa.

5.4.2 Tratamiento de las muestras.

En primer lugar, se estandariz6 el microorganismo a 1 unidad de absorbancia a
540 nm utilizando las placas con crecimiento de colonias: muestra nimero 1, 11
y 41.

Posteriormente se sembré el microorganismo estandarizado en medio glucosado
esto con el fin de controlar los valores de glucosa en el medio y ser capaz de

calcular los cambios de glucosa por el microorganismo.

A patrtir del microrganismo en el medio glucosado se procedié a tomar cada una
de las muestras, Se tomaron 6 muestras a las 0, 24, 48,72 y 96 horas, esto con
el fin de poder cuantificar la variacion de miligramos de glucosa con respecto al

tiempo.

Una vez obtenidas todas las muestras (ver Figura N°18), de acuerdo a la tabla
N°6 se realiz6 la lectura de cada una de ellas en el espectrofotometro

ultravioleta a una longitud de onda de 540 nm.
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Figura N°18. Toma de muestras para la cuantificacion de gramos de glucosa
presentes en cada una de las muestras de azUcar.

Con los valores de absorbancia de cada una de las muestras se procedio a
calcular la cantidad de glucosa presente en cada muestra segun las siguientes

formula:

Ecuacioén de la curva de calibracion.
y =0.9614x — 0.0032

Ecuacion para el calculo de gramos de glucosa presente en las muestras.

_ ¥ +0.0032
T 0.9614

Tabla N°12. Gramos de glucosa presente en cada una de las muestras

Muestras Absorbancia g/L de glucosa
1 0.104 0.1115
2 0.108 0.1157
3 0.129 0.1375
4 0.155 0.1646
5 0.164 0.1739
6 0.176 0.1864
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Con los datos obtenidos en la tabla N°12 se procedi6 a la elaboracion de la

grafica en Excell, dicha grafica se muestra en la Figura N°19

Absorbancia Vs g/L de glucosa
0.18
0.17
0.16
0.15

0.14

0.13

Absorbancia

y =0.9615x -0.0032

0.12 R2=1

0.11

0.1
0.1 0.15 0.2

g/L de glucosa

Figura N°19. Gramos de glucosa presente en cada muestra.

Segun los datos obtenidos en la Figura N°19 se puede apreciar que hay un
aumento en los niveles de glucosa con respecto al tiempo ya que los valores de
absorbancia de las muestras dependen del tiempo; esto demuestra que el
microorganismo presente en la azucar de dieta comercial no es capaz de
disminuir los niveles de glucosa, por el contrario, el microorganismo presente
Bacillus circulans que es el que se identifico en la azlcar tiene la capacidad de

aumentar los niveles de glucosa segun lo observado en la grafica.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES



6.0 CONCLUSIONES

1. La concentracion del probidtico en la azlicar de dieta comercial rotula la
presencia de 125 millones de UFC/sobre de Bacillus coagulans, sin embargo,
se determiné que la concentracion del microorganismo fue de 1,400
UFC/sobre de microorganismo; por lo tanto, no cumple con lo rotulado por el

fabricante.

2. El microorganismo presente en el azucar de dieta comercial, es el
microorganismo Bacillus circulans, de acuerdo a las pruebas de identificacion
realizadas; por lo que Bacillus coagulans no esté presente en lo que rotula el

producto.

3. Bacillus circulans no cumple con los requisitos determinados por la OMS/FAO
para ser considerado un probidtico, debido que al realizarse las pruebas in
vitro de resistencia gastrica pH3 y pH8, y bilis al 0.3% p/v este microorganismo
no es capaz de sobrevivir al tracto gastrointestinal y ejercer un efecto
beneficioso en el ser humano, por lo que no puede ser catalogado como

probidtico.

4. El microorganismo Bacillus circulans no es capaz de sobrevivir a las
condiciones de pH é&cido y de temperatura (100°C) en alimentos,
especificamente en bebidas acidas y calientes, obteniéndose un porcentaje

de 0% de supervivencia en ambos casos.

5. De acuerdo a los resultados obtenidos se determina que el microorganismo
Bacillus circulans no tiene la capacidad de disminuir los niveles de glucosa,
ya gue los datos obtenidos mediante el método DNS al ser graficados
muestran una grafica con linea ascendente, por lo cual el microorganismo

Bacillus circulans tiene la capacidad de aumentar los niveles de glucosa.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES



97

7.0 RECOMENDACIONES

Para las autoridades reguladoras de alimentos verificar la presencia y
concentracion de productos que rotulen la presencia de probidticos en

alimentos a los fabricantes que adicionan un valor agregado.

Realizar andlisis de estabilidad del microorganismo Bacillus coagulans en
futuras investigaciones para comprobar si este se mantiene viable al ser

incorporado en la azlcar de dieta y su posterior uso en alimentos.

Hacer en futuras investigaciones analisis microbianos durante el proceso
de extraccion de la cafia de azucar que es utilizada para la elaboracion del
edulcorante; debido a que el microorganismo Bacillus circulans se
encuentra principalmente en el suelo y es probable que sea el medio de

contaminacion por el que se encuentre presente en la azlcar de dieta.

Realizar pruebas adicionales de supervivencia para determinar los
diferentes alimentos y bebidas en los cuales Bacillus coagulans pueda
sobrevivir incluyendo pruebas de temperaturas y de pHs como los

realizados en esta investigacion.

Determinar en futuras investigaciones cuales son los metabolitos capaces
de producir Bacillus circulans como productos de fermentacion al

aumentar los niveles de glucosa en sangre.
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GLOSARIO

Aditivo alimentario: se refiere a cualquier sustancia que, independientemente
de su valor nutricional, se afiade intencionadamente a un alimento con fines

tecnologicos en cantidades controladas. (12)

Alimento funcional: Son productos nutritivos y no nutritivos que, no solo
alimentan, sino que actian sobre determinadas funciones del organismo,
producen un efecto beneficioso nutricional, mejorando la salud y el bienestar y/o

reduciendo el riesgo de algunas enfermedades. (12)

Cepa: Unidad taxondémica. La cepa o clon puede considerarse como una

poblacién de caracteristicas idénticas. (20)

Edulcorante: Los Edulcorantes son sustancias que se emplean como sustituto
del azlcar, ya que tienen la capacidad de endulzar y mejorar el sabor de algunos

alimentos y bebidas sin aportar calorias. (13)

Enzima: Proteina soluble producida por las células del organismo, que favorece

y regula las reacciones quimicas en los seres Vivos. (20)

Generalmente reconocido como seguro: GRAS (por sus siglas en inglés
“Generalmente Recognized As Safe.”) es un aditivo alimentario, que se agrega
intencionalmente a los alimentos que esta sujeto a la revision y aprobacion previa
a la comercializacion por la FDA, a menos que la sustancia generalmente se
reconoce, entre expertos cualificados, como si hubieran sido demostrado
adecuadamente para ser seguro en las condiciones de su uso previsto, o que el

uso de la sustancia se estén excluidas de la definicion de un aditivo alimentario.
(13)



Ingesta Diaria Aceptable: debe entenderse como aquel nivel de ingesta
(expresada en mg/K de peso corporal) frente al cual no hay una apreciacion de
riesgo, que son usadas como medida de seguridad de una sustancia a dicho nivel

de ingesta. (12)

Microbiota intestinal: conjunto de bacterias que viven en el intestino, en una
relacion de simbiosis tanto de tipo comensal como de mutualismo. Este conjunto

forma parte de la microbiota normal. (28)

Patégeno: aquel elemento o medio capaz de producir algun tipo de enfermedad
o dafio en el cuerpo de un animal, un ser humano o un vegetal, cuyas condiciones

estén predispuestas a las ocasiones mencionadas. (28)

Probidtico: Microorganismos vivos que, cuando son suministrados en
cantidades adecuadas, promueven beneficios en la salud del organismo

huésped. (13)



ANEXOS



ANEXO N°1

PROCEDIMIENTOS PARA COMPROBACION DE LA PRESENCIA DEL
PROBIOTICO EN AZUCAR DE DIETA COMERCIAL



Tastes like Sugar!
Sprinkle the Sweetness!

S o

Muestras
sobre Nevella

]

Pesar 20 g de muestra

Enfriar hasta 45 °C

S

& ‘

g

Verter en 5 Placas de
Petri vacias por técnica
vertido en placa

Disolver en 100 mL de
agua. Dilucién inicial

Calentar a 100°C
por 5 minutos

Colocar en jarra
de anaerobiosis

e

Tomar una alicuota

de 10 mL y colocar

en 65 mL de MRS a
50°C

Incubar de 50°C a
55°C de 48 a 72 horas
(temperatura de
bacterias termdfilas)

Figura N°20. Comprobacion de la presencia del probiodtico presente en azucar
de dieta comercial.




Tomar una colonia Sembrar en superficie por el
del medio MRS método de estriado en
cuadrante en placas Petri con
medio TSA

;

Colocar en jarra
de anaerobiosis

Incubar de 50°C a
55°C de 48 a 72
horas

Figura N°21. Siembra del microorganismo en medio de Agar Tripticasa Soya
(TSA)



——

Tomar una colonia En un portaobjetos Fijar muestra con
del medio TSA extender la colonia en una flama del mechero

gota de solucién salina

-
Agregar gotas de Lavar con Agregar gotas de
lugol y deja por 1 abundante agua cristal violeta y
minuto. deja por 1 minuto.

=4
Lavar con Agregar gotas de Lavar con
abundante agua alcohol cetona y deja abundante agua
por 30 segundos

Figura N°22. Frotis bacteriano y Tincién Gram



Agregar gotas de
safranina y deja por
30 segundos

Figura N°22. Continuacion.

lavar con
abundante agua

Secar con papel
toalla

Observar en
objetivo 100X




Tomar una colonia
del medio TSA

Extender la colonia
en una gota de
solucién salina

Fijar muestra con
flama del mechero

Agregar gotas de
safranina y deja por
30 segundos

lavar con
abundante agua

P 4

Tefiir con verde de
malaquita y dejar
por 8 minutos

lavar con
abundante agua

Secar con papel
toalla

Observar en
objetivo 100X

Figura N°23. Frotis bacteriano y tincion de Wirts para observar presencia de

endosporas.




ANEXO N°2

PROCEDIMIENTOS PARA LA IDENTIFICACION DEL PROBIOTICO
PRESENTE EN AZUCAR.



Tomar una colonia Colocar la colonia
presuntiva de Bacillus en un portaobjetos
coagulans del medio MRS limpio
T —
Un burbujeo a los Colocar una gota
poco segundos indica de peréxido de
reaccion positiva hidrogeno al 3%

Figura N°24. Procedimiento de prueba de la catalasa.



FILTER PAPERS

Cortar tiras de Saturar el papel agregando
papel Whatman de gotas del reactivo de Kovacs y
6 a 8 cm de ancho secar rapidamente

//
/

=
Colocar la colonia en las tiras Tomar una colonia del medio
de papel impregnado de MRS con ayuda de un palillo de
reactivo madera estéril
“_3:' o ' La aparicion de una coloracién azul

oscura en el sitio de inoculacion a los 10

Oxidase positive .
segundos denota una prueba positiva

Oxidase negative

Figura N°25. Esquema de realizacion de prueba de la oxidasa.



Tomar colonias del
microorganismo  en
estudio y adicionarlos

a una apolla de medio Comparar turbidez
AP| CHB/E con McFarland 2.0

Incubar de 50°C a
55°C de 24 a 48
horas

Llenar los tubos con el
medio con el cuidado
de no dejar burbujas

Tests negativos Tests positivos

:
&

Realizar lecturas

TR

Figura N°26. Procedimiento para la identificacion de Bacillus coagulans
mediante galeria API® 50CHB.

T e | wee | e | e | e




ANEXO N°3
PROCEDIMIENTO PARA EL RECUENTO TOTAL DEL PROBIOTICO
PRESENTE EN AZUCAR DE DIETA



ener Ry

g St

Tastes like Sugar!
Sprinkle the Sweetness!

Muestras Pesar 20 g de muestra
sobre Nevella

FD: 101!

1mL Tomar una alicuota de 10 mL Disolver en 100 mL
y adicionarla a un frasco de agua
conteniendo 90 mL de agua

1mL 1mL 1mL 1mL

NN

Cada tubo contiene
9 mL de agua

1073 10* 10° 106 107

Figura N°27. Esquema para la comprobacion de la concentracion del
probiético presente en la azucar de dieta.



1mL 1mL

De los tubos de dilucién 105, 106y 10”7
tomar una alicuota de 1 mL y verter en
por duplicado en las cajas de petri

|

1 -5 1 -6 -7

0 10
1mL

0
Jr 1mL ~ L
1mL Afadir por la técnica de placa

vertida aproximadamente 20 mL

@ del medio MRS, homogenizar por
técnica de 8 y dejar solidificar.

et = J
Colocar en J:arr'a InClibar de 50°C a Realizar el
de anaerobiosis 55°C :c?rgs ar2 recuento de cada

una de las placas

Figura N°27. Continuacion.



ANEXO N°4

PROCEDIMIENTOS PARA VERIFICAR LA RESISTENCIA DEL PROBIOTICO
PRESENTE EN AZUCAR DE DIETA A LAS CONDICIONES
GASTROINTESTINALES in vitro



Ajustar 9 mL de ambos tubos Inocular ambos tubos con 1 mL
conteniendo caldo MRS ya de la -dllumén inicial.
sea con HCl o NaOH para (Concentracion 107 UFC/mL)

obtener un pH 3y pH 8

P

Colocar en jarra Realizar recuento inicial, inoculando

de anaerobiosis 0.1 mL de cada tubo y sembrar en
superficie en placas con MRS

Incubar a 37°C por 48 horas.
Realizar conteo de colonias.

Figura N°28. Procedimiento para calcular recuento del probidtico presente en
azucar de dieta a tiempo inicial para variaciones de pH




Colocar en jarra

Tubos inoculados con S
de anaerobiosis

Bacillus coagulans

Inocular con 0.1 mL en cada placa Incubar a 37°C por 4 horas.
conteniendo medio MRS por siembra
en superficie. Realizar por duplicado

- E

Colocar en jarra Incubar a 37°C por 48 horas.
de anaerobiosis Realizar conteo de colonias.

Figura N°29. Procedimiento verificar supervivencia del probiético presente en
azucar de dieta a variaciones de pH



Ajustar 9 mL de ambos tubos
conteniendo caldo MRS
enriquecidos con 0.3% p/v de
sales biliares.

Colocar en jarra
de anaerobiosis

Inocular ambos tubos con 1 mL
de la dilucion inicial.
(Concentracion 107 UFC/mL)

Realizar recuento inicial, inoculando
0.1 mL de cada tubo y sembrar en
superficie en placas con medio MRS

Incubar a 37°C por 48 horas.
Realizar conteo de colonias.

Figura N°30. Procedimiento para calcular recuento del probidtico presente en
azucar de dieta a tiempo inicial de sales biliares




Tubos inoculados con

X Colocar en jarra
Bacillus coagulans

de anaerobiosis

Inocular con 0.1 mL en cada placa Incubar a 37°C por 4 horas.

conteniendo medio MRS por siembra
en superficie. Realizar por duplicado

- E

Colocar en jarra Incubar a 37°C por 48 horas.
de anaerobiosis Realizar conteo de colonias.

Figura N°31. Procedimiento verificar resistencia del probidtico presente en
azucar de dieta a sales biliares



ANEXO N°5
PROCEDIMIENTOS PARA DETERMINAR LA RESISTENCIA DEL
PROBIOTICO A CAMBIOS DE pHY TEMPERATURA EN BEBIDAS ACIDAS
Y CALIENTES.



s like Sugar!
Sprinkle the Sweetness!

Muestras Pesar 40 g de muestra
sobre Nevella

4
}‘!"i l
7 10mL

Tomar una alicuota de Disolver en 200 mL

10 mL y adicionar a de la bebida caliente
65 mL de MRS a 50°C

Verter aproximadamente 20
mL en cada una de 5
Enfriar hasta 45 °C Placas de Petri vacias por
técnica de vertido en placa

Figura N°32. Esquema del proceso de la resistencia del probiotico presente en
azucar de dieta a bebidas calientes.



Figura N°32. Continuacién

=

$ Colocar en jarra
‘F ‘ de anaerobiosis

Incubar de 50°C a
55°Cde48a72
horas

Observar morfologia en
objetivo 100X y realizar
tincion de Gram




fastes like Sugar!
Sprinkle the sweetness!

Muestras
sobre Nevella

Pesar 40 g de muestra

Tomar una alicuota
de10mLy
adicionar a 90 mL
de agua peptonada

Disolver en 200 mL
de la bebida acida
(limonada)

10 mL

Tomar una alicuota de
10 mL y adicionar a 65
mL de MRS a 50°C

Enfriar hasta 45 °C

Figura N°33. Comprobacién de la resistencia del probiotico presente en

azUcar de dieta a bebidas acidas.



Verter aproximadamente 20
mL en cada una de 5
Placas de Petri vacias por
técnica de vertido en placa

« N
s

Colocar en jarra
de anaerobiosis

Incubar de 50°C a
55°C de 48a 72
horas

.

Observar morfologia en
objetivo 100X y realizar
tincién de Gram

Figura N°33. Continuacion.




ANEXO N°6
PROCEDIMIENTOS PARA CUANTIFICAR LOS mg DE GLUCOSA QUE ES
CAPAZ DE DEGRADAR EL PROBIOTICO PRESENTE EN AZUCAR DE
DIETA



D )

=

Placas con crecimiento
de colonias del
probidtico en medio MRS

=

Adicionar 3 mL de
solucién salinas a cada
una de las placas

Reunir las suspensiones
en un solo tubo de ensayo

Estandarizar la suspensién
obtenida a 1 unidad de
absorbancia a 540 nm

Figura N°34. Procedimiento para estandarizacion del probiotico presente
en azucar de dieta.



Suspension estandarizada

Observar morfologia en objetivo
100X y realizar tinciobn de Gram

1Tl
=&

o=y

Tomar una alicuota de 5 mL
de la suspension, adicionar a
dos Erlenmeyer con 45 mL de

caldo nutritivo

Incubar a temperatura ambiente por
24 a 48 h, con agitacion a 200 rpm

Transferir el contenido de los 2
Erlenmeyer a un Erlenmeyer
con 900 mL de medio glucosado

Figura N°35. Procedimiento para siembra del probiotico presente en
azucar de dieta en medio glucosado



Incubar a 30°C por 96 h

Tomar muestras de 5 mL por duplicado
cada 24 h hasta 96 h. Codificar cada
muestra de acuerdo con tabla N°5

Figura N°35. Continuacion.



4
1mL i
Jﬁ
J v
Muestras recolectadas Tomar una alicuota de 1 mL de mx
cada 24 horas. y colocar en un tubo de ensayo

//

-

-
P

Agitar en vortex Adicionar 20 pL de HCL

- |

Permitir hidrolisis a Adicionar 50 pL de KOH
90°C por 5 minutos 5N para neutralizar

Figura N°36. Esquema del tratamiento de la muestra para cuantificar
la cantidad de glucosa que degrada por el probidtico presente
en azucar de dieta



Agitar en vortex

Llevar a ebullicion
durante 5 minutos

Agregar 1mL del reactivo DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico)

Enfriar en bafio de hielo

!
-
@/

Agitar en vortex

S

Figura N°36. Continuacion.

Agregar 8 mL de agua destilada




Agitar en vortex

Leer absorbancia de cada una de

las muestras a 540 nm

g

5 8 B A B B F B R

1

Realizar calculos de cantidad de glucosa

gue es degradada mediante

Figura N°36. Continuacion




ANEXO N°7

_—) 4

i

Exprimir los limones hasta
obtener aproximadamente
100 mL de jugo de limén

Lavar y partir por la
mitad los limones

Medir pH de la limonada.
Si el pH de la limonada
no es de pH 3 ajustar ya
sea afiadiendo jugo de
limén o agua

Adicionar el de jugo de limon

a un Erlenmeyer y adicionar

agua hasta obtener 200 mL
de limonada

Figura N°37. Procedimiento para preparar limonada. (Bebida acida)



ANEXO N°8.

GLUCOSE ISOMERASE from BACILLUS COAGULANS

SYNONYMS
SOURCES
Active principles

Systemmatic names and
numbers

Reactions catalyzed

DESCRIPTION

FUNCTIONAL USES

GENERAL
SPECIFICATIONS

CHARACTERISTICS

IDENTIFICATION

Glucose isomerase activity

(Vol. 4)

PURITY

Glutaraldshyde (Val. 4)

Prepared at the 28th JECFA (1584), published in FNP 31/2 {1984) and
in FNP 52 (1992). An ADI ‘acceptable’ was esfabiished at the 29th
JECFA (1985)

Zylose isomeraze
Produced by the controlled fermentation of Bacilus coagulans

Zyloze Bomeraze (glucose isomerase)

D-Xyloze ketol-isomerase (EC 5.3.1.5)

D-Xyloze and D-glucose are converted fo D-xylulose and D-fructose,
respectively

Off-white to brown granules (immobilized preparation) or liquids,
insoluble in water {granules), ethanol, chloroform and ether

The immobilized preparations are rendered insoluble in water by
treatment with gelatine (carrier) and glutaraldehyde (immobilization
agent).

Enzyme preparation
Lized in the preparation of high fructose com syrup and other fructoss
starch synups.

Must conform to the General Specifications for Enzyme Preparations
used in Food Processing (see VYolume Introduction)

The sample zhows glucose izomerase activity

Pazses Limit Test for Glutaraldehyde from Immobilized Glucoze
lzomerases crosslinked with Glutaraldehyde

Figura N°38. Monografia de Glucosa isomerasa de Bacillus coagulans



ANEXO N° 9

Figura N°39. Lectura en APl Web del microorganismo presente en la azucar
de dieta.
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ANEXO N° 10.

DISTRIBUCION NORMAL - Téemings Acumuizivos

*Prebabiiad de menos de x &xtos con A promedio”
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Figura N°40: Tabla de valores Z



