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7. Promedio de  resultados de la determinación del efecto inhibitorio de la 

mezcla de probióticos ABY-3 contra Escherichia coli, cepa hospitalaria en 

formulación F1 y F2. 

8. Promedio de  resultados de la determinación del efecto inhibitorio de la 

mezcla de probióticos ABY-3 contra Escherichia coli, cepa hospitalaria en 

formulación F1 y F2, convertido a Logaritmo natural (Ln). 

9. Ecuación de la línea recta y  Cinética de muerte de Escherichia coli en el 

pre-ensayo. 

10. Comparación de resultados de la determinación de la viabilidad de 

probióticos ABY-3 en F1. 

11. Comparación de resultados de la determinación de la viabilidad de 

probióticos ABY-3 en F2. 

12. Promedio de resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 105 UFC/mL. 

13. Promedio de resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 106 UFC/mL. 
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14. Porcentajes de Materia Prima utilizada en la formulación del alimento 

funcional sabor fresa y pH obtenido. 

15. Porcentajes de Materia Prima utilizada en la formulación del alimento 

funcional sabor naranja y pH obtenido. 

16. Promedio de  resultados de la determinación del efecto inhibitorio de 

Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis    BB-12® contra 

Escherichia coli, cepa hospitalaria en formulación F1 y F2. 

17. Promedio de  resultados de la determinación del efecto inhibitorio de 

Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis    BB-12® contra 

Escherichia coli, cepa hospitalaria en formulación F1 y F2, convertido a 

Logaritmo natural (Ln). 

18. Ecuación de la línea recta y  Cinética de muerte de Escherichia coli en el 

ensayo. 

19. Análisis de Varianza, Concentración. 

20. Prueba múltiple de rango. 

21. Comparación de resultados de la determinación de la viabilidad de 

probióticos  en F1. 

22. Promedio de resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 105UFC/mL. 

23. Promedio de resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 106 UFC/mL. 

24. Promedio de la viabilidad de probióticos en F1 en los días 0, 15 y 30 de 

almacenamiento.  

25. Promedio de la viabilidad de probióticos en F2 en los días 0, 15 y 30 de 

almacenamiento.  

26. Conteo de UFC/mL de probióticos del blanco, sistema A (pH ácido) y 

Sistema B (sales biliares). 
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ABREVIATURAS 

 

°C= Grados Celsius  

ABY-3= Mezcla de 4 probióticos Lactobacillus acidophillus LA-5®, 

Bifidobacterium lactis BB-12®, Streptococcus thermophilus y Lactobacillus 

delbrueckii subsp. Bulgaricus 

ADH= Arginina deshidrolasa 

ADN=  Ácido desoxirribonucleico 

AGCC= Ácido graso de cadena corta 

AMPc= Adenosín monofosfato cíclico  

AMY= Fermentación/oxidación de amigdalina 

ANOVA= Análisis de varianza 

ARA= Fermentación/oxidación de arabinosa 

BAL= Bacterias ácido lácticas 

BB-12®= Bifidobacterium lactis 

CENSALUD= Centro de Investigación y Desarrollo en Salud 

CIT= Citrato  

CO2 = Dióxido de Carbono 

CODEX = Código 

COL1= Escherichia coli inoculada en 105 UFC/mL 

COL2= Escherichia coli inoculada en 106 UFC/mL 

DAEC= E. coli difusamente adherente  
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df= grados de libertad 

E. coli= Escherichia coli 

EAEC= E.coli enteroagregativa  

EHEC= E. coli enterohemorrágica  

EIEC= E. coli enteroinvasiva  

EMB= Agar Eosina azul de metileno  

EPEC= E. coli enteropatógena   

ETEC= E.coli enterotoxigénica  

F1= Probiótico inoculado en 107 UFC/mL 

F2= Probiótico inoculado en 108UFC/mL 

FAO= Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la 

Agricultura 

GALT= Tejido linfoide asociado al intestino  

GEL= Gelatinasa  

GLU= Fermentación/oxidación de glucosa  

h = Horas 

H2O= Agua 

H2S= Sulfuro de hidrógeno 

Ha= Hipótesis alternativa 

Ho= Hipótesis nula 

I2= Yodo molecular 

IgA= Inmunoglobulina A  
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IMVIC=Indol, Rojo de metilo, Voges-Proskauer y Citrato 

IND= Indol  

INO= Fermentación/oxidación de inositol 

LA-5® = Lactobacillus acidophilus 

LDC= Lisina descarboxilasa 

LSD= Mínima diferencia significativa 

MAN= Fermentación/oxidación de manitol  

MEL= Fermentación/oxidación de melobiosa 

MG = Materia grasa 

mL= Mililitro  

MRS = Medio de cultivo De Man Rogosa Sharpe 

O2 = Oxígeno 

ODC= Ornitina descarboxilasa 

OMS= Organización Mundial de la Salud 

ONPG= beta-galactosidasa 

OX= Citrocromo oxidasa 

PCR = Reacción en cadena de la polimerasa 

pH= Potencial de hidrógeno 

RHA= Fermentación/oxidación de ramnosa 

RTCA= Reglamento Técnico Centroamericano 

AC= Fermentación/oxidación de sacarosa  

 



26 
 

SLC= Sobrenadante libre de células 

SOR= Fermentación/oxidación de sorbitol 

sp. = Especie 

spp. = Especies 

SRO= Sales de rehidratación oral  

TDA= Triptófano desaminasa  

TL= Toxina termolábil  

TS= Toxina termostable  

TSI= Hierro triple azúcar  

UFC = Unidades formadoras de colonias 

UFC/g = Unidades formadoras de colonias por gramo 

UFC/mL= Unidades formadoras de colonias por mililitro 

UNICEF= Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia 

URE= Ureasa 

USEPA= Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos  

VP= Producción de acetoína, Voges-Proskahuer  
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RESUMEN 

 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud , la definición de probiótico 

es: “Microorganismos vivos que, cuando son suministrados en cantidades 

adecuadas, promueven beneficios en la salud del organismo huésped”, existe 

gran evidencia que las Bifidobacterias y Lactobacillus acidophilus producen 

efectos beneficiosos en niños  con infecciones entéricas y desordenes 

intestinales, siendo estos microorganismo un apoyo para prevenir casos de 

diarreas infecciosas en El Salvador, con el consumo regular de estos a través 

de un alimento funcional.  

En esta investigación se formuló un alimento en polvo para reconstituir con los 

probióticos liofilizados Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis  

BB-12® más caseína al 1% además de saborizante  y colorantes naturales, 

realizando varios ensayos hasta llegar al más aceptable organolépticamente. 

Se realizó el análisis sobre la cinética de muerte del patógeno Escherichia coli 

al estar en contacto directo con la mezcla de probióticos del alimento 

reconstituido, al que se le aplicó el análisis de varianza y se determinó que la 

formulación que inhibió mayormente al patógeno fue la F1 donde el probiótico 

se encontraba en una concentración de 108 UFC/mL. A la vez se llevó un 

blanco del patógeno para comprobar que la inhibición era debido a los 

probióticos y no a otro componente de la formulación.  

La evaluación de la viabilidad de los probióticos en la bebida reconstituida se 

mantuvo constante en el mismo logaritmo de concentración desde su 

inoculación hasta las 72 horas de análisis. 
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La prueba preliminar de estabilidad del polvo formulado sin reconstituir durante 

un mes, para F1 y F2 obtuvo una buena estabilidad de los probióticos junto a 

los polvos.   

La resistencia a la acidez gástrica y a las sales biliares fue del 82.57% y del 

95.54% respectivamente, los cuales son aceptados para considerarse a las 

cepas como probióticos. (26) 

Con esta investigación se determinó que el alimento formulado posee un efecto 

inhibitorio in vitro contra el patógeno Escherichia coli llegando hasta una 

concentración menor a la dosis infecciosa de diarrea en niños (103 UFC/mL), sin 

embargo se recomienda realizar un estudio de estabilidad fisicoquímico y 

microbiológico al producto y estudiar un material de empaque más adecuado 

para este. 

Por lo tanto, el consumo regular de alimentos que posean probióticos, tal es el 

caso de la bebida formulada en este trabajo, puede ser una opción para 

prevenir diarreas. 

Esta investigación fue realizada en el Laboratorio de Alimentos del Centro de 

Investigación y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El 

Salvador durante el periodo de Mayo a Septiembre del año 2014. 
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1.0 INTRODUCCION 

 

Las bacterias ácido lácticas (BAL), han estado presentes en la alimentación 

desde hace siglos; se encuentran en productos fermentados como la leche y 

derivados, productos cárnicos y vegetales. Estos microorganismos cuando 

fermentan carbohidratos producen una mezcla de sustancias con acción 

antimicrobiana como: ácido láctico, ácido acético, ácido butírico, peróxido de 

hidrógeno, diacetilo y péptidos de bajo peso molecular llamados bacteriocinas, 

que generan cambios en la microbiota intestinal como la inhibición de 

patógenos; lo cual repercute positivamente en el estado de salud del 

consumidor. (6)(20) 

La diarrea infecciosa es un importante problema mundial de salud, que causa 

varios millones de muertes cada año. Aunque la mayoría de las muertes se 

producen entre niños de países en desarrollo, se estima que la diarrea 

transmitida por los alimentos afecta cada año hasta el 30 por ciento de la 

población, incluso en los países desarrollados. (45) Los probióticos pueden 

constituir un medio importante para reducir estos problemas.  

Para dar respuesta a la problemática del país ante el alto índice de diarrea en 

niños y a la falta de consumo de probióticos, es necesario dar a conocer a los 

salvadoreños los efectos benéficos que pueden originarse al consumir 

probióticos por medio de un alimento funcional. 

En esta investigación se formuló un alimento en polvo para reconstituir el cual 

tiene las siguientes características: el polvo no necesita refrigeración y se 

reconstituye en agua; es funcional ya que contiene probióticos y proporciona un 

aporte nutricional de caseína; es libre de lactosa por lo cual no posee un 

vehículo lácteo. 

xxx 
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A este alimento funcional se le realizó un estudio sobre la cinética de muerte de 

Escherichia coli llegando este patógeno hasta una concentración menor a la 

dosis infecciosa de diarrea en niños. Además se le evaluó la estabilidad 

microbiológica de los probióticos en el alimento reconstituido y su resistencia a 

las barreras biológicas como son la acidez gástrica y las sales biliares.  

Se realizó un estudio previo (pre-ensayo), en donde se comprobó la cinética de 

muerte del patógeno Escherichia coli con una mezcla de probióticos 

termolábiles ABY-3 comúnmente utilizados para la elaboración de yogurt, 

diferente a la mezcla de probióticos liofilizados termoestables para la 

formulación de alimentos en polvo. La finalidad de realizar  este pre-ensayo, fue 

obtener los resultados de la inhibición de la primera mezcla de probióticos para 

así poder importar los probióticos termoestables con los cuales se formuló el 

alimento funcional.  

Los análisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiología de Alimentos 

en el Centro de Investigación y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en el periodo 

de mayo a septiembre de 2014.   
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2.0 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Formular  un alimento para nutrición infantil libre de lactosa a base de caseína 

con mezcla de probióticos Bifidobacterium lactis y Lactobacillus acidophilus y su 

efecto sobre la cinética de muerte de  Escherichia coli, cepa Hospitalaria. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.2.1 Realizar  un ensayo previo de la mezcla de probióticos  Lactobacillus 

acidophilus LA-5®, Bifidobacterium lactis BB-12®, Streptococcus 

thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus sobre la 

cinética de muerte de Escherichia coli, cepa hospitalaria (105 

UFC/mL y 106UFC/mL). 

2.2.2 Preparar el alimento formulado para nutrición infantil del tipo polvo 

para reconstituir en agua utilizando dos diferentes concentraciones 

de probióticos (107 UFC/mL y 108 UFC/mL). 

2.2.3 Evaluar  la estabilidad microbiológica del alimento formulado 

reconstituido en un periodo de 0, 24 y 72 horas realizando conteos 

de Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium lactis. 

2.2.4 Obtener la cinética de muerte de Escherichia coli, cepa hospitalaria, al 

estar en contacto con el alimento formulado reconstituido.  

2.2.5 Cuantificar la resistencia a las barreras biológicas (acidez gástrica y 

sales biliares) del probiótico utilizado en la formulación.  
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3.0 MARCO TEORICO 

 

3.1 Probióticos 

3.1.1 Definición de probióticos. 

Posiblemente el término “probiótico”, que etimológicamente procede del griego 

“pro bios” (por la vida), fue empleado por primera vez por Vergio en 1954, 

cuando comparaba los efectos adversos que los antibióticos ejercían sobre la 

microbiota intestinal con las acciones beneficiosas ejercidas por otros factores 

que no pudo determinar. Una década más tarde, Lilly y Stillwell (1965) se 

referían a los probióticos como microorganismos que promovían el crecimiento 

de otros microorganismos. Fuller (1989) redefinió a los probióticos como 

“aquellos suplementos alimenticios integrados por microorganismos vivos que 

afectan beneficiosamente al hospedador que los consumo mediante la mejora 

de su equilibrio microbiano intestinal”. (6) 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (OMS o WHO), la 

definición de probiótico es: «Microorganismos vivos que, cuando son 

suministrados en cantidades adecuadas, promueven beneficios en la salud del 

organismo huésped». (44) 

Entre los microorganismos a los que se les atribuyen características probióticas 

y que ocupan el lugar más destacado se encuentran las bacterias lácticas 

(productoras de ácido láctico como producto final de su metabolismo) y las 

bifidobacterias, entre estos dos grupos podemos mencionar: Bifidobacterium 

longum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis, Pediococcus 

acidilactici, Lactobacillus delbruecki subsp. bulgaricus, Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Propionibacterium 

freudenrichi, Streptococcus faecium y Lactobacillus plantarum. 
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El género Bifidobacterium no está relacionado filogenéticamente con las 

bacterias lácticas, pero comparte con ellas diversas propiedades fisiológicas, 

bioquímicas y ecológicas (2). 

 

3.1.2 Características de los probióticos. 

La concentración de probióticos viables que se estima que debe llegar al 

intestino para obtener un efecto clínico es mayor a 106 UFC/mL en el intestino 

delgado y mayor a 108 UFC/mL en el colon. Sin embargo una ingesta de        

105 UFC/mL ha sido sugerida como la mínima para proveer efectos 

terapéuticos. (49) 

Una vez que los microorganismos probióticos alcanzan el intestino, son 

capaces de permanecer allí durante un corto período de tiempo en estado no 

proliferativo. Sin embargo, para establecerse como habitante permanente del 

tubo gastrointestinal, deben adherirse a las células epiteliales intestinales o a la 

capa de mucus. La adhesión a la mucosa intestinal es el primer paso en la 

colonización, y muchos autores lo consideran un prerrequisito para ejercer 

efectos beneficiosos en el huésped, como la exclusión competitiva de bacterias 

enteropatógenas o la Inmunomodulación. (12) 

Para poder atribuir propiedades probióticas a una bacteria es preciso comenzar 

por determinar que el microorganismo cumpla con varias características: 

- Ser de origen humano, ya que, en teoría, las cepas aisladas de seres 

humanos sanos van a presentar una mayor facilidad de colonizar el 

intestino humano y probablemente no sean patógenas, no obstante se 

han utilizado probióticos de origen no humano, como Saccharomyces 

cerevisiae, demostrándose su seguridad tras el consumo regular por el 

hombre, (4) además deben ser habitantes normales del intestino. 
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- Deben poseer tolerancia a las condiciones ambientales del tracto 

gastrointestinal, ya que si los microorganismos probióticos han de llegar 

viales al intestino, es preciso que resista el pH gástrico, las enzimas 

digestivas y la acción detergente e inhibidora de las sales biliares.(6) 

 

- Han de ser capaces de colonizar el intestino y producir efectos benéficos 

a este, con un tiempo corto de replicación, y de adherirse a la mucosa 

intestinal para que tenga lugar la modulación de la respuesta inmune, así 

como la exclusión de microorganismos patógenos, si bien esto último 

puede deberse también a su capacidad de producir compuestos 

antimicrobianos.(6) 

 

- Mantener la viabilidad y actividad en el alimento conductor o vector del 

microorganismo y ser estable en el almacenamiento y tener la capacidad 

de ser cultivado a escala industrial.(34) 

 

- Asegurar que las cepas probióticas son completamente probadas y 

documentadas para garantizar que son seguros y no tienen los efectos 

indeseados ya que los probióticos también son llamados “bacterias 

amigables” los cuales poseen efectos benéficos específicos. Incluso las 

bacterias de la misma especie no se puede esperar a tener los mismos 

efectos. 

 

3.1.3 Acción de los probióticos 

Aunque se sabe que ciertos probióticos pueden tener efectos beneficiosos, 

apenas se conocen los mecanismos moleculares de los beneficios notificados. 

Esos mecanismos pueden variar de un probiótico a otro (para obtener el mismo 

beneficio por diferentes medios) y pueden consistir en una combinación de 

eventos, haciendo con ello que esta sea una esfera muy problemática y 



38 
 

compleja. Tales mecanismos pueden estar relacionados con la producción de 

uno o varios metabolitos o enzimas específicos que actúan directamente sobre 

uno o más microorganismos, pero también existe la probabilidad de que el 

probiótico sea la causa de que el organismo produzca la acción beneficiosa. A 

continuación se citan algunos ejemplos de posibles mecanismos probióticos 

que intervienen en el control de patógenos intestinales: 

- Competencia con bacterias nocivas. 

Las bacterias probióticas tienen capacidad de prevenir la adherencia, 

establecimiento, replicación y/o la acción de las bacterias patógenas (4). Entre 

los posibles mecanismos se encuentran: 

a)  Desplazamiento de su sitio de unión al epitelio. (6) 

Para la eliminación de las bacterias patógenas no es necesaria muchas veces 

la producción de sustancias bacteriostáticas o bactericidas, sino que puede ser 

por una competencia física por unirse al epitelio, consumiendo también los 

sustratos disponibles para las bacterias patógenas. 

b) Inhibición de su crecimiento y/o muerte mediante la producción de 

compuestos antibacterianos ó reducción del pH. (6)(48) 

Los ácidos orgánicos son el mayor producto final de la fermentación en el  colon 

y estos metabolitos actúan como inhibidores para algunas bacterias invasoras. 

La modificación del pH del lumen intestinal debido fundamentalmente a la 

producción de ácidos orgánicos, principalmente lactato y los ácidos grasos de 

cadena corta acetato, propionato y butirato, como consecuencia de su 

capacidad fermentativa sobre la fibra dietética. (41) 

- Producción de compuestos antibacterianos. (47) 

Otro mecanismo involucrado en la inhibición de patógenos es la capacidad de  

producción de sustancias antimicrobianas tales como  bacteriocinas, aldehídos, 
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peróxidos, ácidos orgánicos, etc. Las bacteriocinas son compuestos de 

naturaleza proteica cuya actividad es ejercida generalmente, aunque no en 

forma exclusiva, sobre bacterias estrechamente relacionadas desde el punto de 

vista taxonómico con la cepa bacteriocinogénica. 

- Absorción de nutrientes importantes. (17) 

Entre los beneficios nutricionales imputados al consumo de probióticos en 

productos lácteos se incluye el aumento de la absorción de minerales como el 

calcio, zinc, hierro, manganeso, cobre y fósforo, debido a que la acidez del 

medio facilita la ionización de éstos y la formación de sales solubles asimilables. 

Igualmente, por la acción microbiana aumenta la digestibilidad de la proteína del 

yogurt y la bio-disponibilidad de vitaminas como la riboflavina, facilitando la 

utilización de estos nutrientes. El consumo de bacterias probióticas también 

contribuye, mediante la producción de enzimas específicos, al aprovechamiento 

de otros nutrientes en el intestino.  

- Mejora de la función de barrera intestinal. (6) 

El tracto gastrointestinal, al tratarse de la mayor superficie del cuerpo en 

continuo contacto con el medio externo, cuenta con distintos mecanismos que 

tratan de prevenir la entrada de compuestos o agentes potencialmente lesivos 

para el organismo. Para este cometido, la monocapa epitelial y el revestimiento 

de moco que la recubre, junto con las uniones estrechas que mantienen unidos 

a los enterocitos, forma una barrera física que previene la entrada a la lámina 

propia de microorganismos potencialmente patógenos. Por otro lado, la 

inmunoglobulina A (IgA) es secretada por el intestino, además de bloquear la 

unión de microorganismos patógenos al epitelio, evitando por tanto su posterior 

acceso a la lámina propia intestinal, es también capaz de aglutinar bacterias y 

virus en unos grandes complejos que son atrapados en la barrera de moco y 

eliminados en las heces.  

- Inmunomodulación. (6) 
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El sistema inmunitario intestinal constituye la parte más extensa y compleja del 

sistema inmunitario, ya que al estar en contacto con el exterior, recibe 

diariamente una enorme carga antigénica, debiendo distinguir entre potenciales 

patógenos y antígenos inocuos como son las proteínas de la dieta y las 

bacterias comensales. El principal componente del sistema inmunitario intestinal 

está constituido por el tejido linfoide asociado al intestino (GALT, Gut-

Associated Lymphoid Tissue). Diversos estudios han puesto de manifiesto que 

numerosos Lactobacillus pueden alertar al sistema inmune intestinal, y 

secundariamente favorecer el rechazo de microorganismos infecciosos 

potencialmente lesivos, esto lo pueden realizar mediante la producción de 

inmunoglobulinas especificas del tipo A, o la activación de células K (Natural 

Killer). 

 

Figura N°1  Mecanismos de acción ejercidos por las bacterias probióticas. 
(6) 
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3.1.4 Habitantes normales del sistema digestivo. (36) 

El hecho de que en ausencia de microflora intestinal aumente el transporte de 

antígenos demuestra la importancia de esta flora en el sistema defensivo. La 

principal función de la flora gastrointestinal radica en prevenir la colonización 

por microorganismos patógenos al competir por sus nichos ecológicos y 

sustratos metabólicos. El metabolismo microbiano supone, además una 

importante fuente de energía para la pared intestinal, aproximadamente un 50% 

de los requerimientos diarios, gracias a la fermentación de carbohidratos a 

ácidos orgánicos. La microbiota intestinal también modula el sistema inmune 

mediante la inducción de tolerancia y la producción de inmunoestimulantes no 

inflamatorios.  

Los lactantes alimentados con leche materna tienen una flora intestinal mucho 

más rica en Bifidobacterias y Lactobacillus que los lactantes alimentados con 

fórmulas maternizadas. La presencia de estos microorganismos en el tracto 

gastrointestinal se ha asociado con la resistencia a la colonización por especies 

patógenas y con un aumento de la inmunidad gastrointestinal. 

 

3.1.5 Lactobacillus acidophilus (3)(53) 

Requieren medios nutricionales complejos, con aminoácidos, péptidos, 

derivados de ácidos nucleicos, vitaminas, sales, ácidos grasos y carbohidratos 

fermentables.  

El medio de cultivo más empleado es el medio MRS descrito por Man, Rogosa y 

Sharpe en 1960, este medio contiene además, magnesio, manganeso acetato y 

polisorbato 80 (Tween 80) que facilitan de gran forma el crecimiento de los 

bacilos lácticos, incluso de las especies más exigentes, como El medio MRS 

está especialmente recomendado para la enumeración y mantenimiento de 
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bacilos lácticos, ya sea por la técnica del número más probable (NMP) en caldo 

o por siembra en masa. 

 

Figura N° 2 Morfología microscópica de Lactobacillus acidophilus.   

 

Cuadro N°1  Características morfológicas de Lactobacillus acidophilus. 

Bacilos microaerófilos gram positivos, 

catalasa negativo 

Normalmente no reducen los nitratos. 

Coagulan la leche en 48 horas.  No licuan la gelatina, ni digieren la caseína.  

Forman ácido láctico como producto 

principal de fermentación, a partir de 

glucosa, lactosa, maltosa y sacarosa. 

Requiere medio nutricional complejo con 

aminoácidos, péptidos, vitamina, sales, 

ácidos grasos y carbohidratos fermentables.  

Crecimiento favorecido por anaerobiosis. Temperatura óptima de crecimiento 30-40°C 

a pH 5.5-6.2 
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3.1.6 Bifidobacterium (17) (30) 

 

Figura N°3  Morfología microscópica de  Bifidobacterium 

 

Cuadro N°2  Características morfológicas de Bifidobacterium lactis. 

Bacilos anaerobios gram positivos, inmóviles 

catalasa negativo 

En algunos casos puede presentar 

morfología cocoidea.  

Morfología macroscópica varía en función del 

medio  que se emplee.  

pH óptimo de crecimiento 6.5-7.  

Difieren de las BAL en que no solamente 

producen ácido láctico sino también ácido 

acético. 

Requiere medio nutricional complejo con 

aminoácidos, péptidos, vitamina, sales, 

ácidos grasos y carbohidratos 

fermentables.  

Temperatura óptima de crecimiento especies 

origen animal 41-43°C 

Temperatura óptima de crecimiento 

especies origen humano 36-38°C 

 

 



44 
 

La apariencia de las colonias de este género bajo condiciones de anaerobiosis 

puede variar mucho en función del medio que se emplee. En general, las 

colonias que se forman son redondeadas, pueden ser brillantes y de diámetro 

muy variable, pero se distinguen dos diferentes tipos de colonias de B. bifidum, 

algunas colonias son muy lisas, convexas, blancas, y brillantes, mientras que 

otras son rugosas, con bordes desiguales. Por ello, la morfología de colonia no 

es una buena referencia para la identificación del género. (24) 

 

3.1.7 Inocuidad de los probióticos en los seres humanos. (44) 

La información reunida hasta la fecha indica que los Lactobacillus se han 

utilizado desde hace tiempo como probióticos sin que se hayan determinado 

riesgos para los seres humanos, y ésta sigue siendo la mejor prueba de su 

inocuidad. Además, no se han encontrado propiedades patógenas o virulentas 

en Lactobacillus, bifidobacterias o Lactococos. A pesar de esto, la Consulta 

reconoció que, en ciertas condiciones, algunas cepas de Lactobacillus han sido 

relacionadas con efectos perjudiciales, como por ejemplo raros casos de 

bacteremia. Sin embargo, un estudio epidemiológico reciente sobre casos 

notificados de bacteremia causada por Lactobacillus, recogidos 

sistemáticamente en un país, ha demostrado que no se observa un aumento de 

la incidencia o la frecuencia de la bacteremia cuando aumenta la utilización de 

Lactobacillus probióticos.  

 
3.2 Escherichia coli y su relación con la diarrea infantil.  

 

3.2.1 Escherichia coli (16) 

Escherichia coli es la especie predominante de la flora anaeróbica facultativa 

del colon humano. Típicamente coloniza el tracto intestinal del recién nacido 
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dentro de las primeras horas de vida. Estableciéndose un beneficio mutuo entre 

E. coli y el huésped. Es la Enterobacteria comensal por excelencia. Cuando     

E. coli se encuentra confinada al lumen del intestino, generalmente no produce 

daño, pero cuando un individuo se encuentra debilitado o inmunodeprimido, o 

cuando sus barreras gastrointestinales se encuentran alteradas o dañadas, las 

cepas E. coli no patogénicas pueden causar infección. Las infecciones 

producidas por cepas E. coli patogénicas pueden estar limitadas a mucosas o 

bien diseminadas. Tres síndromes clínicos pueden resultar de la infección por 

cepas patogénicas: infección de vías urinarias, Sepsis ó meningitis y 

enfermedad diarreica. 

Cuadro N°3  Características morfológicas de Escherichia coli. 

Bacilos aerobio gram negativo, móvil. catalasa 

negativo 

Puede ser recuperada de pacientes en 

medios generales o selectivos a 37°C.  

Morfología macroscópica forma colonias 

circulares convexas y lisas con bordes bien 

definidos.  

En muestras de heces puede ser aislada 

en agar Mac. Conkey o en agar EMB.  

Su prueba  IMVIC es ++-- 

(Indol, Rojo de metilo, Voges-Proskauer y 

Citrato). 

Fermenta el manitol, lactosa y glucosa 

produciendo gas.   

 

Las cepas de E. coli que causan diarrea se agrupan en seis categorías de 

acuerdo a su mecanismo patológico y definido por la presencia de genes que 

codifican los patrones característicos de virulencia, que inducen una respuesta 

del huésped predecible. Las categorías son: 1. E. coli enteropatógena (EPEC); 

2. E.coli enterotoxigénica (ETEC); 3. E. coli enteroinvasiva (EIEC); 4. E. coli 
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enterohemorrágica (EHEC); 5.E.coli enteroagregativa (EAEC); y E. coli 

difusamente adherente (DAEC). 

 
3.2.2 Escherichia coli enterotoxigénica. (16) 

Es la etiología bacteriana más común de diarrea en países en vías de 

desarrollo, sobre todo es la población infantil. Se le encontrado como causa 

común de diarrea leve a moderada-severa en lactantes en países en vías de 

desarrollo; un síndrome similar al cólera en adultos que viven en áreas donde el 

cólera es endémico; así como la fuente, más común de diarrea del viajero entre 

personas que viajan de países desarrollados a países en vías de desarrollo;  

estas cepas se caracterizan por producir toxina termolábil (TL) y/o termostable 

(TS), ocasionando diarrea agua líquida. 

 
3.2.3 Epidemiología. (16) 

En necesario un inoculo grande para inducir la infección clínica. La transmisión 

es generalmente a través del agua y alimentos contaminados. En el adulto sano 

requieren aproximadamente más de 108 bacterias para producir enfermedad. El 

principal reservorio parece ser el tracto gastrointestinal del humano. La 

incidencia de la enfermedades es más alta en niños menores de 2 años de 

edad, declinando rápidamente alrededor de los 4 años, para permanecer 

después en un porcentaje bajo, sugiriendo que existe la posibilidad de 

inmunidad de tipo adquirida. 

 
3.2.4 Patogenia. (18) 

Una vez que el organismos se encuentra en el tracto digestivo, se adhiere, 

coloniza, y prolifera en la superficie del intestino delgado proximal para 
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posteriormente producir enfermedad mediantes dos mecanismos patogénicos:  

adhesión y producción de enterotoxinas. 

Para producir diarrea, las cepas ETEC primero deben adherirse a los 

receptores específicos situados en el enterocito está adherencia esta mediada 

por fimbrias de superficie (pili), que le permiten a la bacteria vencer los 

mecanismos de defensa (peristalsis). Cuando E. coli ha colonizado el intestino, 

se une a las membranas celulares intestinales y elabora una o ambas 

enterotoxinas: TS y/o TS. La toxina TL es una proteína de peso molecular 

elevado,oligomérica constituida por una subunidad A y 5 subunidades B 

idénticas. Inmunológicamente está relacionada con la toxina del cólera (TC) en 

su estructura, antigenicidad y mecanismo de acción. La toxina penetra por 

endocitosis a la mucosa intestinal donde el péptido A cataliza la ADP-

ribosilación de la proteína Gs que conduce a la activación de la adenilato 

ciclasa en la membrana plasmática de células eucarioticas. Esta activación de 

la adenilciclasa en las células de la mucosa del intestino delgado condiciona un 

incremento de adenosín monofosfato cíclico (AMPc), que activa la proteína 

quinasa dependiente de AMPc, dando por resultado la salida de líquido y 

electrolitos (principalmente cloro) a la luz intestinal, y disminuyendo la absorción 

de cloruro de sodio, así como alteraciones en los niveles de calcio intracelular, 

lo que conduce a la presencia de diarrea de tipo acuoso. 

Se han descrito 2 clases de toxinas TS no relacionadas entre sí, pues difieren 

tanto en su estructura como en el mecanismo de acción: La toxina TSa y la 

TSb. Los genes que la codifican se localizan en los plásmidos. La toxina TSa es 

producida por cepas de ETEC, por enterocolítica y V. cholerae no-01; mientras 

que  la toxina TSb solo se ha detectado en cepas ETEC. El principal receptor de 

TSa es laguanilato ciclasa C que estimula la actividad enzimática intracelular e 

incrementa la concentración de GMPc (guanosín monofosfato cíclico), lo que 

activa la secreción, fundamentalmente de cloro, e inhibe la absorción de 
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cloruros de sodio. El receptor de la toxina TSb es desconocido y el mecanismo 

de estimulación de la secreción de bicarbonato de las células intestinales con 

un incremento en la concentración del calcio intracelular, la liberación de 

prostaglandina E2 y serotonina, sugieren una acción mediada por el sistema 

nervioso intestinal. 

 
3.2.5 Cuadro clínico. (18) 

El periodo de incubación habitual es de 12 horas, aunque puede ser de varios 

días. En lactantes y preescolares, el cuadro generalmente tiene una duración 

de hasta dos semanas. Se inicia en un niño inicialmente sano que en cuestión 

de horas se encuentra letárgico, hiporéxico, desarrolla distensión abdominal y 

de manera abrupta comienza con diarrea acuosa; puede o no haber fiebre y el 

vomito es frecuente a esta edad. En niños mayores, la enfermedad es menos 

dramática, a pesar de que las evacuaciones son de entre 10 y 20 al día; el 

vomito es menos frecuente encontrarlo, cediendo el cuadro generalmente en un 

lapso de 3 a 5 días. 

 La fiebre en cambio es muy frecuente, tiende a ser continua con oscilaciones 

entre 38 a 40˚C. Las evacuaciones son acuosas sin moco, sangre o pus. En el 

adulto, el cuadro clínico es muy similar al del escolar, comúnmente desarrolla 

una enfermedad moderada que dura en promedio de 3 a 4 días. La severidad 

de la enfermedad está en relación directa con el tamaño del inóculo.  

Dosis de 108 UFC produce diarrea moderada con 3 a 5 evacuaciones por día y 

una duración de 2 a 3 días; mientras que un inoculo de 1010 UFC induce la 

aparición de un cuadro más severo con más de 5 evacuaciones por día y con 

una duración de 4 a 5 días, hay mocos en las heces y fiebre. 
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3.2.6 Diagnóstico.  

El estudio de moco fecal revela ausencia de leucocitos. Cuando se requieren 

estudios diagnósticos, el método tradicional consiste en el aislamiento de 5 a 10 

cepas de E. coli de heces y se debe realizar la detección de toxinas. Para la 

identificación de toxina TS  se encuentran disponibles comercialmente métodos 

por RIA y ELISA. Para la detección de TL se emplean ensayos inmunológicos 

como ELISA, coaglutinación, aglutinación en látex. (10) 

 

3.2.7 Dosis infecciosa. 

Una dosis de 107 a 1010 de células de ETEC, son necesarias para causar una 

infección en adulto, y para niños son necesarias dosis menores a ese valor. (29) 

 
3.3 Prevención de diarreas con Probióticos.  

3.3.1 Definición de diarrea.  

La diarrea se define como un síndrome caracterizado por un incrementado en la 

frecuencia, el peso y/o el contenido de agua en las heces. De forma general, se 

trata de una respuesta inespecífica del intestino ante diferentes situaciones, 

incluyendo la presencia en el lumen intestinal de toxinas o microorganismos 

patógenos (diarrea del viajero, infección intestinal por Rotavirus y 

toxiinfecciones alimentarias); falta de absorción de sustancias osmóticamente 

activas (malabsorción de lactosa); consumo de fármacos (diarrea 

postanbiótica); así como por lesiones en la mucosa intestinal (enfermedad de 

Crohn, colitis ulcerosa y síndrome del intestino irritable). (6) 

A pesar de los recientes avances en el conocimiento de la patogénesis de los 

procesos diarreicos, la diarrea aguda de tipo infeccioso constituye una de las 

principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. No obstante, la 

relevancia de la diarrea va a variar en función de la población que se vea 
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afectada. Mientras que en los países desarrollados la diarrea generalmente 

supone un problema de tipo socioeconómico, por el gasto sanitario y de 

absentismo laboral que conlleva, en los países subdesarrollados se trata de un 

grave problema de salud, siendo una de las principales causas de muerte en 

niños, fundamentalmente por deshidratación. (6) 

 
3.3.2 Probióticos contra la diarrea.  

Entre los mecanismos por los que los probióticos podrían prevenir o aminorar la 

diarrea se incluyen: 

- Competición con virus o bacterias patógenas por sus sitios de unión a las 

células epiteliales. (6) 

De este modo impedirán la alteración de la permeabilidad intestinal, así como la 

consiguiente translocación bacteriana.  

- Inhibición del crecimiento de bacterias patógenas debido a la producción 

de bacteriocinas. (28) 

 

El efecto beneficioso de L. acidophilus vendría dado por la producción de 

sustancias antimicrobianas que podrían neutralizar a las enterotoxinas de 

Escherichia coli.  

 
3.3.3 Evidencias de probióticos contra la diarrea.  

Existe gran cantidad de evidencia que señala que las Bifidobacterias y 

Lactobacillus acidophilus producen efectos beneficiosos en niños e infantes con 

infecciones entéricas y desordenes intestinales, entre los que se encuentran: 
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3.3.3.1 Alimentación con Bifidobacterium bifidum y Streptococcus                                                                                                                                                                                              

thermophilus en niños del hospital para la prevención de diarrea y 

de rotavirus. (55)  

En este estudio aleatorio doble ciego llevando un control paralelo con placebo 

demuestra que la mezcla de Bifidobacterium bifidum y Streptococcus 

thermophilus reducen el riesgo de diarrea en niños. Se examinaron 55 niños 

hospitalizados entre  5 a 24 meses de edad. Se les trató con una fórmula infantil 

contendiendo 1.9x108 UFC/g de Bifidobacterium bifidum y 1.4x107 UFC/g de 

Streptococcus thermophilus, en un consumo durante toda la estadía en el 

hospital aproximadamente de 80 días.  

 

 

Figura N° 4 Reducción del riesgo de diarreas en niños con el uso de 

probióticos. (55) 
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3.3.3.2 El consumo a largo plazo de las fórmulas infantiles que contienen 

bacterias probióticas vivas: la tolerancia y la seguridad. (50) 

En este estudio aleatorio doble ciego llevando un control paralelo con placebo 

estudiando a 118 niños sanos de entre 3 a 24 meses de edad de una guardería 

dándoles una fórmula infantil con 107 UFC/g en dosis alta y otra de 106 UFC/g 

en dosis baja de Bifidobacterium bifidum y Streptococcus thermophilus durante 

210 días, se disminuye la frecuencia del síndrome de colon irritable y reduce el 

uso de antibióticos en niños. 

 

Figura N° 5  Disminución de la frecuencia del síndrome de colon irritable y 

reducción del uso de antibióticos en niños. (50) 
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3.3.3.3 Fórmula de una leche acidificada suplementada con Bifidobacterium 

lactis: impacto sobre la diarrea infantil en los centros de atención 

residencial. (21) 

En este estudio se demuestra que el Bifidobacterium lactis tiene efectos 

protectores contra la diarrea aguda. Se realizó un estudio aleatorio doble ciego 

llevando un control paralelo con placebo, analizando a 90 niños sanos menores 

de 8 meses de edad de una guardería, dándoles una leche acidificada en una 

fórmula infantil de al menos 108 UFC/g de Bifidobacterium lactis por 

aproximadamente 140 días. Los resultados indican que el uso de esta fórmula 

reduce el número de días que los niños podrían presentar la diarrea y a la vez 

reduce en un 46% el riesgo de contraer diarrea.  

 
 

Figura N° 6 Reducción del número de días en que los niños presentan diarrea  

con el uso de probióticos. (21) 
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Es importante señalar que la terapia Probiótica de la diarrea aguda debe 

combinarse con la rehidratación, siempre que esté disponible. La OMS 

recomienda que el tratamiento clínico de la diarrea aguda incluya la reposición 

de los líquidos y electrolitos perdidos junto con un apoyo nutricional (OMS, 

1995). Las sales de rehidratación oral (SRO) se han utilizado ampliamente en 

ese tratamiento de la enfermedad, y es en ese contexto en el que se propugna 

la terapia combinada con probióticos. Efectos tales como el restablecimiento 

probiótico de la microflora intestinal dominada por no patógenos que es un 

efecto secundario de la infección, el mantenimiento de la integridad de la 

mucosa y la mejora del equilibrio de electrolitos podrían tener consecuencias 

significativas en los programas de tratamiento y prevención de la diarrea aguda 

en los países en desarrollo. (44) 

 

3.3.4 Bifidobacterium lactis Bb-12 y Lactobacillus acidophilus La-5 y su efecto 

simbiótico. (25) 

El Bifidobacterium lactis Bb-12 en conjunto con el Lactobacillus acidophilus La-5 

se encuentran entre los microorganismos más investigados y probados en la 

actualidad para su utilización conjunta en suplementos alimenticios. 

Estos microorganismos poseen en conjunto características que los hacen 

sobresalir del resto de bacterias, entre las que se pueden mencionar:  

- Habilidad para adherirse a las membranas de la mucosa gastrointestinal. 

- Alta tolerancia a los ácidos estomacales y sales biliares. 

- Habilidad para controlar el crecimiento de bacterias patógenas, levaduras, 

virus. 

- Capacidad de producción de sustancias anti-microbianas con actividad 

contra patógenos. 
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- Efectividad clínica documentada en contra del crecimiento excesivo de 

Cándida, tolerancia a la lactosa, disminución de la constipación, salud 

intestinal, disminución de diarreas asociadas a antibióticos. 

- Capacidad de asimilar y reducir el colesterol. 

 

3.4 Intolerancia a la lactosa 

La lactosa es el azúcar predominante de la leche. La causa de la intolerancia a 

la lactosa es la incapacidad del intestino para digerirla y transformarla en sus 

constituyentes (glucosa y galactosa). Esta incapacidad resulta de la escasez de 

un enzima (proteína) denominado lactasa, que se produce en el intestino 

delgado. Se estima que el 80% de la población mundial (95-100% de los indios 

americanos, 80-90% de negros, asiáticos, judíos y mediterráneos) sufren 

intolerancia a la lactosa en mayor o menor grado. La población del norte y 

centro de Europa, que convive con ganado vacuno, tiene mayor tolerancia a la 

lactosa que el resto de la población mundial. (55) 

 

Figura N° 7 Función de la enzima lactasa. 
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3.4.1 Causas de intolerancia a la lactosa. 

La intolerancia primaria a la lactosa se da por el déficit de la enzima lactasa, 

una intolerancia secundaria es causada por cualquier daño de la mucosa 

intestinal o reducción de la superficie de absorción. Este tipo de intolerancia 

suele ser transitoria y depende de la enfermedad de base que tenga el 

paciente: enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, parásitos 

intestinales y gastroenteritis, entre otras. Por último existe un raro trastorno de 

origen genético, que es el déficit congénito de lactasa, en el cual el intestino 

delgado no produce dicha enzima y se pone de manifiesto en la primera 

semana de vida. 

El cuerpo del bebé produce lactasa para poder digerir la leche, incluida la leche 

materna. Los bebés prematuros a veces tienen intolerancia a la lactosa. Los 

niños nacidos a término generalmente no muestran signos de esta intolerancia 

hasta que tienen al menos tres años de edad. (39) 

 

3.4.2 Síntomas de intolerancia a la lactosa 

Se debe sospechar este cuadro cuando tras la ingestión de leche se presentan 

síntomas tales como dolor abdominal, distensión abdominal, gases y diarrea. La 

gravedad de síntomas varía dependiendo de la cantidad de lactosa ingerida y 

de la tolerancia individual, hay pacientes que con cantidades pequeñas de 

lactosa (de 5 a 12 gramos, contenidos en 100 a 250 mL de leche) pueden 

presentar síntomas. (39) 

 

3.5 Alimentos nutricionales.  

3.5.1 Alimento Funcional 

En los últimos años el área de nutrición se ha desarrollado mucho más como 

resultado de los nuevos estilos de vida de la sociedad y su preocupación por 
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obtener una mejor calidad de vida, lo que origina la aparición del término 

“alimento funcional”, el cual se define como: “Aquel producto, alimento 

modificado o ingrediente alimentario, que puede proveer beneficios a la salud 

superiores a los ofrecidos por los alimentos tradicionales”. (6)  

Otro definición de alimento funcional es “Aquellos alimentos que contienen 

componentes biológicos activos que ofrecen beneficios para la salud y reducen 

el riesgo de sufrir enfermedades”, (36) este concepto nació en Japón, en los años 

ochenta, debido a la necesidad de garantiza una mejor calidad de vida a la vista 

de los elevados gastos sanitarios originados por el aumento de la longevidad de 

la población. 

El objetivo de un alimento funcional puede ser tanto para mantener el óptimas 

condiciones el estado de salud o bien para reducir el riesgo de padecer 

enfermedades. 

De esta forma, los alimentos que sean capaces de modificar la flora intestinal, 

derivándose consecuencias positivas en la salud del individuo, pueden 

considerarse como funcionales. (6) 

Debe destacarse que, debido a sus propiedades beneficiosas para la salud, 

muchos productos lácteos tradicionales (yogurt, leches fermentadas, calostro o 

la propia leche) pueden considerarse en sí mismos alimentos funcionales, a la 

vez que contienen multitud de ingredientes para la formulación de otros 

alimentos funcionales. Por otra parte, cada vez es más frecuente la inclusión de 

ingredientes funcionales de origen lácteo o no lácteo en leche y alimentos de 

base láctea, que incluyen bacterias probióticas y carbohidratos prebióticos, 

salvado, avena, almidón, calcio, ácido fólico, vitaminas, minerales y proteína. (36) 
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3.5.2 Probióticos como alimento funcional. 

3.5.2.1 Probióticos en medio líquido. (52) 

Es difícil  conservar una mezcla de cepas probióticas en equilibrio dentro de un 

medio líquido, ya que cada una de ellas evoluciona de manera diferente durante 

la fermentación y la conservación (se debe respetar la cadena de frio).  

En el caso del yogur clásico, contiene dos cepas bacterianas (Lactobacillus 

bulgaricus y Streptococcus thermophilus) que después de su elaboración, llega 

al consumidor final (varias semanas), la supervivencia de las bacterias y el 

equilibrio entre cepas se altera fuertemente (se rompe la cadena de frio). 

 Como consecuencia de ello, el producto que se consume no permite regenerar 

la flora intestinal, sino únicamente conservar las condiciones de pH beneficiosas 

para el intestino. 

 
3.5.2.2 Cómo debe ser un buen probiótico. (52) 

Para que un probiótico actúe como alimento funcional se debe considerar: 

- Se necesita agregar un conjunto de ingredientes que permitan a las 

bacterias probióticas fijarse y desarrollarse rápidamente en el intestino 

(calcio, magnesio, manganeso, aminoácidos, lactoferrina y fosfolípidos, 

dotados cada uno de propiedades particulares). 

- El probiótico se debe conservar en forma de polvo liofilizado dentro de 

sobres estancos, en una atmósfera de nitrógeno, al abrigo de la luz, del 

oxígeno del aire y de la humedad. Por esta razón los sobres están hechos 

de tres capas (polietileno, aluminio y polietileno) que garantizan una 

excelente impermeabilidad evitando el contacto entre las bacterias y el 

aluminio, que es tóxico.  
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La forma perfecta de tomar probióticos es diluyendo el producto en polvo en un 

vaso de agua templada a unos 35ºC (para reavivar las bacterias, sin matarlas 

por el agua muy fría o muy caliente), y después beber el contenido, que 

directamente pasará al intestino a través del píloro. Los probióticos se 

mantendrán viables en el producto es polvo y después podrán viajar por todo el 

intestino delgado para llegar a su destino, el colon, donde podrán adherirse y 

reproducirse.  

 

3.5.3 Proteína láctea. 

La leche y los productos lácteos son fuente de proteínas de alta calidad 

nutricional que proporcionan al organismo una amplia variedad de aminoácidos, 

de los cuales una gran proporción son aminoácidos esenciales. Además de por 

su elevado valor nutricional, en los últimos años se ha prestado atención a 

distintos componentes lácteos para ser utilizados como ingredientes 

funcionales. (36) 

Las proteínas de suero lácteo contienen todos los aminoácidos esenciales y en 

concentraciones más elevadas que otras fuentes proteicas, como proteínas de 

origen vegetal (soya, maíz, trigo) y son ricas en aminoácidos ramificados 

(leucina, isoleucina y valina). (36) 

Se ha evaluado mediante ensayos clínicos el beneficio de la utilización de 

proteínas séricas en la formulación de leches maternizadas frente a leches 

maternizadas estándar (conteniendo proteínas de suero y caseínas). En un 

estudio doble-ciego con 102 bebés sanos se observó que, tras 12 semanas, el 

grupo que había recibido la fórmula maternizada basada en proteínas de suero 

parcialmente hidrolizadas presentaba niveles más altos de Bifidobacterias en 

las heces que el grupo alimentado con la fórmula estándar (45). Además, las 

fórmulas basadas en proteínas de suero también mostraron su superioridad 
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frente a las fórmulas maternizadas estándar en la reducción de los cólicos del 

lactante, como se demostró en un ensayo con 43 bebés. (37) 

3.5.4 Caseína (1) (15) 

La caseína es la proteína dominante en la leche de la vaca, constituyendo el 

80% del contenido total proteico de la leche. El otro 20% lo constituyen las 

seroproteínas o proteínas del lactosuero. La caseína es el componente básico 

del queso ordinario. Durante el proceso de la elaboración de quesos la caseína 

precipita por la acción enzimática del cuajo, formándose un coagulo de caseína, 

seroproteínas, grasa, lactosa y las sales minerales de la leche. (15) 

La concentración de proteína en la leche varía de 3.0 a 4.0% (30-40 gramos por 

litro). El porcentaje varía con la raza de la vaca y en relación con la cantidad de 

grasa en la leche. Existe una estrecha relación entre la cantidad de grasa y la 

cantidad de proteína en la leche-cuanto mayor es la cantidad de grasa, mayor 

es la cantidad de proteína. (1) 

Las proteínas se clasifican en dos grandes grupos: caseínas (80%) y proteínas 

séricas (20%). Históricamente, esta clasificación es debida al proceso de 

fabricación de queso, que consiste en la separación del cuajo de las proteínas 

séricas luego de que la leche se ha coagulado bajo la acción de la renina (una 

enzima digestiva colectada del estómago de los terneros). (16) 

La caseína comercial se obtiene a partir de la leche desnatada por medio de 

uno de los dos métodos generales de precipitación por acido o coagulación 

mediante el cuajo. En este proceso de separación es necesario eliminar, en la 

medida de lo posible y mediante lavados en varias etapas con agua, la grasa, 

las seroproteínas, las sales y la lactosa de la leche, ya que dichas sustancias 

reducen la calidad de la caseína y el mantenimiento de la misma.  
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La caseína seca y adecuadamente obtenida se conserva relativamente bien y 

se utiliza principalmente en la elaboración de alimentos y en las industrias 

químicas. 

Diferentes tipos de caseína: 

- Caseína al cuajo, obtenida por precipitación enzimática de la leche por el 

citado cuajo. 

- Caseína ácida, obtenida por acidificación de la leche desnatada hasta el 

punto isoeléctrico (pH 4.6-4.7). 

 

Como el estómago degrada la caseína en polipéptidos (cadenas de 

aminoácidos), la proteína se espesa, retardando su paso al intestino delgado. 

Tanto la caseína como el suero poseen un valor biológico alto y una riqueza en 

aminoácidos esenciales, pero el suero de leche tiene aminoácidos de cadena 

ramificada y potenciadores del sistema inmunológico que pueden escapar 

intactos al proceso de digestión. (26) Además que por su sabor neutro e insípido 

de puede adicionar a diferentes preparaciones. 

3.5.5 Normativa de probióticos, concentración recomendada.  

Las bacterias probióticas consumidas en altos números no se convierten en 

colonizadores permanentes y son raramente detectados en muestras fecales o 

intestinales más allá de un par de semanas luego de la ingestión. Por lo tanto, 

para poder recibir los beneficios terapéuticos atribuidos a la ingesta de estos 

microorganismos se debe contar con además de un consumo periódico, con un 

mínimo de células viables en el alimento.  

Este número varía de recomendación en recomendación dependiendo de los 

autores y de los tipos de estudio que llevaron a cabo, entre los cuales se 

pueden mencionar: 
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- Organización Mundial de la Salud. (46) 

Para que los probióticos  puedan ejercer una acción bactericida en vitro 

debe haber una concentración constante a través del tiempo, obteniendo  un 

rango de 107 - 108 UFC/g, además de ser el número recomendado por la 

OMS como la cantidad de bacterias necesaria para que ejerzan efectos 

benéficos sobre el organismo.  

- Norma Oficial Mexicana NOM-181-SCFI-2010. (42) (Ver anexo N°6). 

Un alimento con probiótico debe contener como mínimo 107 UFC/g de la 

suma de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbruecki subespecie 

bulgaricus viables, conformo al método de bacterias que fermentan los 

productos, del numeral 8 de la NMX-703-COFOCALEC-2004. En caso de 

contener cultivos alternativos adicionales, estos deben estar en valores de 

106 UFC/g viables de cultivos lácticos, como mínimo. Los microorganismos 

deben permanecer viables, activos y abundantes hasta la fecha de 

caducidad del producto.  

- Norma Venezolana COVENIN 2393:2001. (43)  (Ver anexo N°7). 

 Para que un alimento se considere un probiótico deberá cumplir con los 

requisitos que esta establece: Lactobacillus delbruecki subespecie 

bulgaricus, Streptococcus salivarius subsp thermophilus, Lactobacillus 

acidophilus, viables y activos en cantidad no menor a 106 UFC/g de cada 

uno; Bifidobacterium no menor de 104 UFC/g, durante el período de vida útil.  

 

- RTCA 67.01.60.10. Etiquetado Nutricional de Productos Alimenticios 

Preenvasados para Consumo Humano para la Población a Partir de 

3 Años de Edad. (46) 

El alimento debe contener un número mayor o igual a 1x106 UFC/g de 

bacterias viables de origen probiótico en el producto terminado hasta el final 

de la vida útil.  



63 
 

3.6 Directrices para la evaluación de microorganismo probióticos. (26)(44) 

Con el fin de evaluar las propiedades de los probióticos, la Consulta de 

Expertos FAO/OMS sobre Evaluación de las Propiedades Saludables y 

Nutricionales de los Probióticos en los Alimentos, propuso que se utilizaran 

directrices. Los microorganismos probióticos utilizados en los alimentos 

deberían ser capaces no sólo de sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino 

también de proliferar en el intestino.  

Esto significa que deberían ser resistentes a los jugos gástricos y poder crecer 

en presencia de bilis, en las condiciones existentes en los intestinos, o ser 

consumidos en un alimento que, actuando como vehículo, les permita sobrevivir 

al paso por el estómago y a la exposición a la bilis.  

Las compañías fabricantes de probióticos poseen líneas de cultivos que son 

capaces de sobrevivir el paso por el estómago, tolerando incluso pH tan bajo 

como 2.   

Además, se busca que posean la habilidad de colonizar la pared intestinal, 

inhibiendo microorganismos patógenos como E.coli y disminuyendo así la 

incidencia de diarreas.  

Los ensayos in vitro son de utilidad para adquirir conocimiento sobre las cepas 

y el mecanismo del efecto probiótico. Sin embargo, se señaló que los ensayos 

actualmente disponibles no son completamente adecuados para predecir la 

funcionalidad de los microorganismos probióticos en el cuerpo humano. 

 Los probióticos para uso humano requerirán la confirmación de su eficacia con 

ensayos en seres humanos.  

Se recomiendan ensayos dirigidos a resultados específicos in vitro que se 

correlacionan con resultados in vivo. 
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Por ejemplo, se mostró correlación entre la resistencia in vitro a las sales 

biliares con la supervivencia al paso por el estómago in vivo.  

A continuación se detallan los principales ensayos in vitro actualmente 

utilizados para el estudio de las cepas probióticas. Todos estos ensayos 

requieren, sin embargo, validación mediante acción in vivo. (44) 

- Resistencia a la acidez gástrica.(26) 

- Resistencia a los ácidos biliares.(26) 

- Adherencia a mucosas y/o células epiteliales y líneas celulares. 

- Actividad antimicrobiana contra potenciales bacterias patógenas. 

- Capacidad para reducir la adhesión de agentes patógenos a superficies. 

- Actividad hidrolasa de sales biliares. 

- Resistencia a espermicidas (aplicable a probióticos para uso vaginal). 

 

3.7 Cinética de muerte de Escherichia coli. (47) 

Se ha estudiado que las curvas de cinética de muerte de cada cepas de E. coli 

O157:H7 en cultivos con L. casei 206/1, se observa que una vez que la BAL 

alcanza la etapa final de su fase exponencial de crecimiento, las sustancias 

antimicrobianas que ésta libera al medio alcanzan suficiente concentración 

como para ejercer su acción bactericida sobre el patógeno, razón por la cual a 

las 24 horas de cultivo ya no se detecta la presencia de E. coli O157:H7.   

Se ha  comprobado que, al incubar las cepas de E. coli O157:H7 durante 24 

horas en presencia L. casei 206/1, este ejerce una acción bacteriostática 

durante las primeras 12 horas de propagación, no permitiendo que el patógeno 

se desarrolle y manteniéndolo aproximadamente en los mismos niveles de 

concentración celular que presentaron los inóculos iniciales.  
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Luego de ese tiempo la acción de L. casei 206/1 se convierte en bactericida, 

dado que al cabo de 24 horas de incubación no se detectaron células viables de 

ninguna de las tres cepas estudiadas de E. coli O157:H7.  

 

Figura N° 8 Cinética de muerte de Escherichia coli O157:H7 de origen humano 

en cocultivo con Lactobacillus casei 206/1. (47) 

González et al. (32) Informaron que una cepa de E. coli en cultivos asociativos 

con cepas de L. casei y de Lactobacillus acidophilus comenzó su fase 

acelerada de muerte a partir de las 9 horas de cultivo. Por su parte Canganella 

et al. (19) demostraron que una cepa de E. coli en cocultivo con una de 

Streptococcus thermophilus mostró una cinética de muerte muy pronunciada a 

partir de las 8 horas, mientras que con una cepa de Lactobacillus delbrueckii 

subsp. Bulgaricus este efecto ya se hizo evidente a partir de las 4 horas de 

cultivo: en ambos casos el comienzo de la fase de muerte acelerada de E. coli 

coincidió con el comienzo de la fase exponencial máxima de las cepas de BAL. 
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3.8 Medios selectivos utilizados. 

Un medio de cultivo consta de un gel o una solución que cuenta con los 

nutrientes necesarios para permitir, en condiciones favorables de pH y 

temperatura, el crecimiento de microorganismos. Según el microorganismo que 

se  quiera hacer crecer, el medio requerirá unas u otras condiciones.  

Para que las bacterias crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial 

debe reunir una serie de condiciones como son: temperatura, grado de 

humedad y presión de oxígeno adecuado, así como un grado correcto de 

acidez o alcalinidad. Un medio de cultivo debe contener los nutrientes y factores 

de crecimiento necesarios y debe estar exento de todo microorganismo 

contaminante. 

A continuación se detallan los medios de cultivos necesarios para el 

crecimiento, identificación y conteo de los microorganismos patógenos 

(Escherichia coli) y probióticos.  

 

3.8.1 Agar Chromocult. (22) (Ver Figura N° 67)  

Agar selectivo para la detección y conteo de coliformes totales y Escherichia 

coli contenidas en agua y en comidas. La Agencia de Protección Ambiental de 

los Estados Unidos (USEPA) aprueba como un método alternativo para la 

detección de coliformes totales y Escherichia coli en agua.  

Cerca de las 24 horas este medio permite la detección, diferenciación y conteo 

de Escherichia coli y coliformes provenientes de agua, bebidas y comidas. El 

agar Chromocult contiene Tergitol (un surfactante no iónico) el cual es un 

inhibidor de bacterias gram positivas pudiendo crecer solamente las gram 

negativas.  
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3.8.2 Agar EMB. (33) (Ver Figura N° 60)  

El agar EMB (eosina azul de metileno) es recomendado para el aislamiento y 

diferenciación de bacterias entéricas gran negativas. 

El agar EMB inhibe las bacterias gram-positivas en un grado limitado. Estos 

colorantes sirven como indicadores diferenciales en respuesta a la fermentación 

de carbohidratos. La relación de eosina y azul de metileno se ajusta 

aproximadamente a 6:1. La sacarosa se añade al medio como una fuente de 

carbohidratos alternativa ya que los microorganismos gram-negativos 

típicamente fermentan la lactosa o en ocasiones no la fermentan o lo hacen 

lentamente. Los coliformes producen colonias negras purpúreas debido a la 

toma de metileno y forma el complejo colorante azul-eosina, cuando el pH 

desciende. El complejo de tinte se absorbe en la colonia. Las bacterias no 

fermentadores probablemente solubilizan el complejo azul-eosina de metileno 

resultando en colonias incoloras El digerido péptico de tejido animal sirve como 

fuente de carbono, nitrógeno y otros nutrientes esenciales para el crecimiento. 

La lactosa y sacarosa son las fuentes de energía por ser carbohidratos 

fermentables. La Eosina y el azul de metileno sirven como indicadores 

diferenciales. El Fosfato dipotásico amortigua el medio.  

Por su parte la bacteria Escherichia coli forma colonias con color verde brillante 

metálico.  

3.8.3 Agar MRS. (33) (Ver Figura N° 65)  

El medio MRS está basado en la formulación de deMan, Rogosa and Sharpe 

con una ligera modificación Es compatible con el crecimiento cuantioso de 

todos los Lactobacillus de la cavidad oral, productos lácteos, alimentos, heces y 

otras fuentes. La Proteasa peptona y el extracto de carne aportan nitrógeno y 

compuestos del  carbono. El extracto de levadura aporta vitaminas del complejo 

B. La dextrosa es el carbohidrato fermentable como fuente de energía. El 



68 
 

Polisorbato 80 suministra los ácidos grasos requeridos para el metabolismo de 

los Lactobacillus. El acetato de sodio y citrato de amonio inhiben estreptococos, 

mohos y muchas otros microorganismos. El sulfato de magnesio y sulfato de 

manganeso proporcionan iones esenciales para la multiplicación de los 

Lactobacillus. Los fosfatos proporcionan una buena acción tampón en el medio. 

Los Lactobacillus son microaerófilo y generalmente requieren cultivo aeróbico 

en medios sólidos. Por su lado el género Bifidobacterium requiere un cultivo 

anaeróbico en medio sólido.  

 

3.9 Pruebas de identificación del patógeno Escherichia coli.  

3.9.1 Pruebas API (13) 

La batería de pruebas API20E es un sistema de identificación rápida para 

bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram -. 

Básicamente consta de 21 test bioquímicos estandarizados y miniaturizados, y 

una base de datos. Este sistema presenta las ventajas de ser rápido, eficaz y 

de permitir realizar numerosas pruebas a la vez. Cada tira de API 20E contiene 

20 microtubos o pocillos (cada pocillo tiene un tubo y una cúpula) con distintos 

sustratos deshidratados. Cada tubo es una prueba bioquímica distinta. La 

prueba número 21, la oxidasa, se hace de forma independiente a la tira. 

Principio 

La galería del sistema 20E se compone de 20 microtubos que contienen los 

substratos deshidratados. Los microtubos se inoculan con una  suspensión 

bacteriana que reconstituye los test. Las reacciones producidas durante el 

periodo de incubación se traducen en cambios de colores espontáneos o 

revelados mediante la adición de reactivos. 
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La lectura de estas reacciones se lleva a cabo  utilizando la tabla de lectura (Ver 

Cuadro N° 9) y la identificación se obtiene con la ayuda del catálogo analítico o 

del software de identificación. 

Las pruebas de que consta la galería son las siguientes: ONPG (beta-

galactosidasa), ADH (arginina deshidrolasa), LDC (lisina descarboxilasa), ODC 

(ornitina descarboxilasa), CIT (utilización de citrato), H2S (producción de H2S), 

URE (ureasa), TDA (triptófano desaminasa), IND (producción de indol), VP 

(producción de acetoína, Voges-Proskahuer), GEL (gelatinasa), GLU 

(fermentación/oxidación de glucosa), MAN (fermentación/oxidación de manitol), 

INO (fermentación/oxidación de inositol), SOR (fermentación/oxidación de 

sorbitol), RHA (fermentación/oxidación de ramnosa), SAC 

(fermentación/oxidación de sacarosa), MEL(fermentación/oxidación de 

melobiosa), AMY (fermentación/oxidación de amigdalina), ARA 

(fermentación/oxidación de arabinosa), OX (citrocromo oxidasa). 

 

3.9.2 Pruebas bioquímicas. (38)   

Las pruebas bioquímicas consisten en análisis químicos aplicados a medios de 

cultivos, los cuales nos permiten identificar distintos microorganismos 

presentes. Su sistema de funcionamiento generalmente consiste en determinar 

la actividad de una vía metabólica a partir de un sustrato que se incorpora en un 

medio de cultivo y que la bacteria al crecer incorpora o no.  

Para la realización de las pruebas bioquímicas se dispone de múltiples medios, 

los cuales se deben aplicar de acuerdo a las exigencias del microorganismo en 

estudio. 

 

Dentro de las pruebas bioquímicas están: 

 

- Catalasa 
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El objetivo es buscar la presencia de la enzima catalasa. El peróxido de 

hidrógeno se produce al utilizar la bacteria al azúcar por vía oxidativa. Al ser 

este un compuesto muy oxidante las bacterias la eliminan mediante la 

producción de la enzima catalasa. 

 

H2O2 H2O + ½ O2 

 

- Citrato 

La utilización de citrato como única fuente de carbono  se detecta en un medio 

de cultivo con citrato como única fuente de carbono mediante el crecimiento y la 

alcalinización del medio. Este aumento de pH se visualiza con el indicador azul 

de bromotimol que vira al alcalino a pH 7,6 

 

- TSI  

El TSI es un medio nutriente y diferencial que permite estudiar la capacidad de 

producción de ácido y gas a partir de la glucosa, sacarosa y lactosa en un único 

medio. También permite la identificación de la producción de H2S a partir de 

sustancias orgánicas que contiene el azufre. 

 

-  MIO (MOVILIDAD-INDOL-ORNITINA) 

Esta prueba bioquímica permite identificar bacterias de acuerdo a su motilidad a 

la reacción del Indol a la descarboxilación de la ornitina. 

 

- ROJO DE METILO 

El rojo de metilo es un indicador de pH con un intervalo entre 6,0 (amarillo) y 4,4 

(rojo), que se utiliza para visualizar la producción de ácidos por la vía de 

fermentación de la glucosa ácido mixta, en la cual se forman fundamentalmente 

ácido láctico, acético y succínico, además de etanol, H2 y CO2. 
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- VOGUES PROSKAUER 

En esta prueba se determina la vía de fermentación de la glucosa del 2,3 

butanodiol. El acetil-metil-carbinol (acetoína) es un producto intermediario en la 

producción de butanodiol.  

En medio alcalino y en presencia de oxígeno la acetoína es oxidada a diacetilo. 

Este se revela en presencia de alfa-naftol dando un color rojo-fucsia.  

En esta vía se forman cantidades menores de ácido (acetato y succinato) y los 

principales productos son el butanodiol, etanol, H2 y CO2. 

 

- INDOL 

El indol es uno de los productos de degradación metabólica del aminoácido 

triptófano. Las bacterias que poseen la triptofanasa son capaces de hidrolizar y 

desaminar el triptófano con producción de indol, ácido pirúvico y amoniaco. La 

producción de indol es una característica importante para la identificación de 

muchas especies de microorganismos. 

Esta prueba está basada en la formación de un complejo rojo cuando el indol 

reacciona con el grupo aldehído del dimetilaminobenzaldehído.  

 

3.9.3 Tinción al gram. (38)   

La tinción de Gram o coloración de Gram es un tipo de tinción diferencial 

empleado en Bacteriología para la visualización de bacterias, sobre todo en 

muestras clínicas. Debe su nombre al bacteriólogo danés Christian Gram, que 

desarrolló la técnica en 1884. Se utiliza tanto para poder referirse a la 

morfología celular bacteriana como para poder realizar una primera 

aproximación a la diferenciación bacteriana, considerándose Bacteria Gram 

positiva a las bacterias que se visualizan de color morado, y Bacteria Gram 

negativa a las que se visualizan de color rosa o rojo.  
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El cristal violeta (colorante catiónico) penetra en todas las células bacterianas 

(tanto Gram positivas como Gram negativas) a través de la pared bacteriana. El 

lugol es un compuesto formado por I2 (yodo) en equilibrio con KI (yoduro de 

potasio) y Sl (Siulterio), los cuales están presente para solubilizar el yodo, y 

actúan de mordiente, haciendo que el cristal violeta se fije con mayor intensidad 

a la pared de la célula bacteriana. El I2 entra en las células y forma un complejo 

insoluble en solución acuosa con el cristal violeta. 

La mezcla de alcohol-acetona que se agrega, sirve para realizar la 

decoloración, ya que en la misma es soluble el complejo I2/cristal violeta. Los 

organismos Gram positivos no se decoloran, mientras que los Gram negativos 

sí lo hacen. 

Para poner de manifiesto las células Gram negativas se utiliza una coloración 

de contraste. Habitualmente es un colorante de color rojo, como la safranina o 

la fucsina. Después de la coloración de contraste las células Gram negativas 

son rojas, mientras que las Gram positivas permanecen violetas. 
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4.0 DISEÑO METODOLÓGICO 

 

 

4.1 TIPO DE ESTUDIO. 

 

Prospectivo 

Los resultados obtenidos en este trabajo podrán ser útiles para continuar el 

estudio sobre el alimento formulado con estas cepas probióticas y realizarle 

estudios de estabilidad para su comercialización. 

 

Experimental 

Los análisis de la parte práctica se realizaron en el Laboratorio de Alimentos del 

Centro de Investigación y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad 

de El Salvador. 

 

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA. 

 

La investigación bibliográfica se realizó en los siguientes sitios: 

- Biblioteca Dr. Benjamín Orozco, Facultad de Química y Farmacia, 

Universidad de El Salvador. 

- Biblioteca de Ciencias Agronómicas, Universidad de El Salvador. 

- Internet. 
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4.3 PARTE EXPERIMENTAL 

Este trabajo de investigación constó de un Pre-ensayo y un ensayo, en los que 

a continuación se detallan los procesos realizados en cada uno.  

 

 
Figura N°9 Ensayos realizados en la Investigación.  
 

Pre- ensayo 

Se realizó una prueba previa donde se probó la actividad inhibitoria in vitro de 

Escherichia coli, cepa hospitalaria con una mezcla de cuatro cepas bacterianas 

probióticas que contiene Lactobacillus acidophilus LA-5®, Bifidobacterium lactis 

BB-12®, Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. 

Bulgaricus, a dos diferentes concentraciones (106 y 107 UFC/mL de probióticos) 

en 250 mL de agua con 3.4% de caseína. 
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Este pre ensayo se hizo debido a que la empresa interesada en la formulación 

del alimento en polvo para reconstituir necesitaba un informe del 

comportamiento de esta mezcla de probióticos frente a la bacteria patógena 

Escherichia coli y así extrapolar este resultado hacia la mezcla de dos 

probióticos, Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis BB-12®, 

los cuales vienen en una presentación de bacterias liofilizadas especialmente 

para formular alimentos en polvo y que no necesitan refrigeración, pero que 

actualmente no se comercializan en el país y se tienen que importarse a través 

de un pedido especial a la empresa fabricante de probióticos junto con el 

informe de este pre-ensayo. 

 

Ensayo. 

Se formuló y preparó el alimento nutricional el cual tiene una mezcla de cepas 

probióticas liofilizadas Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis  

BB-12®, especialmente para un producto en polvo y que no necesita 

refrigeración, el cual realiza la función nutricional y al reconstituirse en 250 mL 

de agua es una bebida libre de lactosa pero con la proteína de la leche, es decir 

la caseína en menor proporción que la que se toma en un vaso de leche (3.40% 

de caseína por vaso de leche)(1).  La concentración de caseína es del 1.0%, ya 

que el producto se dirige a  la población más vulnerable a las diarreas (niños de 

escasos recursos económicos) reduciendo  la  cantidad de caseína debido al 

alto costo de esta, pero dejando un margen de concentración con la cual aun 

aporta contenido nutritivo.  

 

Además se aumento la concentración de probióticos Lactobacillus acidophilus y 

Bifidobacterium lactis  en cada una de las formulaciones en un logaritmo (F1 de 

107 a 108 UFC/mL y F2 de 106 a 107 UFC/mL), con respecto al preensayo, con 

la finalidad de observar una mayor inhibición del patógeno. 
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Para que sea de aceptación a la población a la cual va dirigida se formuló con 

saborizante y colorante natural para obtener buenas características 

organolépticas. 

 

Se realizó el análisis sobre la cinética de muerte que sigue el patógeno 

Escherichia coli al estar en contacto directo con la mezcla de probióticos 

contenidos en el alimento reconstituido. A este efecto inhibitorio se le dio 

seguimiento durante 4 días seguidos, cada 24 horas, debido a que esta bebida 

guardada en refrigeración posee buenas características organolépticas un 

máximo de 5 días, a su vez es el tiempo en el que los microorganimos 

probióticos permanecen vivos en el intestino, evaluando su viabilidad durante 

este tiempo (0, 24, 72 horas). 

 

Se llevó a cabo una prueba preliminar de estabilidad del polvo formulado sin 

reconstituir durante un mes, con la finalidad de obtener la viabilidad de los 

probióticos frente a la mezcla de polvos, el cual en este caso es el vehículo. 

Se realizó una caracterización biológica a la mezcla de probióticos liofilizados 

estudiados, tal como lo indica  el estudio de la FAO “Probióticos en los 

alimentos, propiedades saludables y nutricionales y directrices para la 

evaluación”.(44) Acá se evaluó dos principales ensayos in vitro utilizados 

actualmente para el estudio de cepas probióticas (barreras biológicas) como 

son  la resistencia gástrica utilizando HCl 6M hasta pH 2 y la resistencia a 

ácidos biliares con una mezcla de sales biliares de bovino 0.3%.(26) 

 

Los siguientes análisis se realizaron tanto en el pre-ensayo como en el ensayo: 

 

Se llevó un blanco con la mezcla de probióticos y  todos los componentes del 

alimento funcional reconstituido menos el patógeno Escherichia coli, con la 
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finalidad de cuantificar la viabilidad de estos probióticos durante 4 días que 

representan la vida de estos en el intestino. 

Durante los dos ensayos se llevó un blanco con Escherichia coli más todos los 

componentes del alimento funcional reconstituido menos la mezcla de 

probióticos, con el propósito de comprobar que en efecto la mezcla de 

probióticos inhibió al patógeno y no otro componente de la formulación. 

Se evaluó el pH de las bebidas formuladas. 

Se utilizó una cepa patógena de Escherichia coli extraída de un coprocultivo de 

un niño atendido por diarrea de origen infeccioso del Hospital Nacional 

Benjamín Bloom en el mes de febrero del año 2014. Este patógeno se trabajó a 

dos diferentes concentraciones (105UFC/mL y 106UFC/mL), tomando en 

consideración la dosis infectiva del patógeno (16) y verificar de manera más clara 

la reducción logarítmica de esta en su cinética de muerte. 

En los siguientes numerales se detalla el proceso de aislamiento, identificación 

y estandarización del patógeno Escherichia coli utilizado en los análisis, así 

como también los procesos del pre-ensayo y del ensayo.  

 

4.3.1 Aislamiento de Escherichia coli. 

La cepa patógena Escherichia coli, se obtuvo a partir de un coprocultivo de niño 

con diarrea del Hospital Nacional de Niños Benjamín Bloom. Esta cepa salvaje 

se nos brindó aislada en medio agar Mac. Conkey y en medio agar chocolate. 

 
4.3.2 Pruebas de Identificación de Escherichia coli. 

4.3.2.1 Frotis bacteriano y tinción gram (Ver Figura N° 34) 

Tomar con una asa estéril una colonia aislada de Escherichia coli, cepa 

hospitalaria, a partir del crecimiento en medio agar TSA; extender sobre una 
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gota de solución salina en un portaobjeto de vidrio, para formar una película. 

Pasar por el mechero cerca de la llama el frotis y luego dejar secar cerca del 

mechero. Aplicar al frotis unas cuantas gotas de cristal violeta y dejar actuar 

durante un minuto. Enjuagar con agua destilada y  agregar unas gotas de lugol, 

y dejar actuar un minuto. Enjuagar con agua destilada y decolorar de inmediato 

con alcohol acetona. Luego enjuagar con agua destilada. Después adicionar 

gotas de safranina hasta cubrir el frotis, esperar un minuto y enjuagar con agua 

destilada. Eliminar el exceso de agua secar con papel toalla para quitar la 

humedad. Por último observar al microscopio y determinar la morfología. 

 

4.3.2.2 Pruebas bioquímicas (Ver Figura N° 35) 

CATALASA. 

1. Seleccionar  una colonia aislada de agar TSA  con asa en punta y colocar 

sobre un porta objeto. 

2. Agregar una gota de peróxido de Hidrogeno  al 3 % (H2O2). Un burbujeo en 

los primeros segundos indica reacción positiva. 

 

MOVILIDAD 

1. Seleccionar  una colonia aislada de agar TSA  con asa en punta e inocular en 

un tubo que contenga medio SIM 

2. Incubar de 24-48 horas a 37º C. 

 

H2O2(L)       H2O (L) + O2 (g) 
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TSI 

1. Seleccionar  una colonia aislada de agar TSA  con asa en punta e inocular en 

un tubo que contenga medio TSI. 

2. Incubar de 24-48 horas a 37º C. 

CITRATO 

1. Seleccionar  una colonia aislada de agar TSA  con asa en punta e inocular en 

un tubo que contenga medio citrato. 

2. Incubar de 24-48 horas a 37º C. 

VOGES-PROSKAUER 

1. Seleccionar una colonia aislada de agar TSA  con asa en anillo e inocular en 

un tubo que contenga medio Voges- Proskaur. 

2.  Incubar durante  24 horas a 35º C 

3.  Agregar 10 gotas de la solución de α- naftol. 

4. Agregar 5 gotas de la solución de hidróxido de potasio; luego, agitar bien 

durante un minuto. 

5. Una coloración rojiza (que puede aparecer con extrema lentitud) indica un 

resultado positivo. 

ROJO DE METILO 

1. Inocular un tubo que contenga medio de rojo de metilo con colonia de 

microorganismo en estudio e incubar durante 24 horas  a 37º C. 
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2.  Agregar 4 o 5 gotas del indicador al inóculo. 

3. La aparición de una coloración roja denota un resultado positivo y una 

coloración amarilla demuestra un resultado negativo.  

INDOL 

1. Seleccionar una colonia aislada de agar TSA  con asa en anillo e inocular en 

un tubo que contenga medio para Indol. 

2.  Incubar durante  24 horas a 35º C 

3. Agregar diez gotas del reactivo de kovacs a cada tubo 

4. La aparición de una coloración roja indica una prueba positiva. 

4.3.2.3 Pruebas API (13) 

Preparación de la galería 

- Reunir fondo y tapa de una cámara de incubación y repartir 

aproximadamente 5 ml de agua destilada o desmineralizada en los 

alveolos, para crear la atmosfera húmeda. 

- Inscribir la referencia  de la cepa en la lengüeta lateral de la cámara. 

- Sacar la galería de su envase. 

- Colocar la galería en la cámara de incubación. 

 

Preparación del inóculo 

- Abrir la ampolla de api NaCl 0.85% médium (5ml) o una ampolla de API 

suspensión médium (5ml). 
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- Con una pipeta extraer una sola colonia bien aislada sobre medio agar. 

Se utilizan preferentemente cultivos jóvenes (18-24 horas). 

- Realizar una suspensión bacteriana homogeneizando cuidadosamente 

las bacterias en el medio. Esta suspensión debe ser utilizada 

inmediatamente después de su preparación. 

 

Inoculación de la galería 

Introducir la suspensión bacteriana en los tubos de la galería con ayuda de la 

misma pipeta (para evitar la formación de burbujas en el fondo de los tubos, 

colocar la punta de la pipeta sobre la pared de la cúpula, inclinando ligeramente 

la cámara de incubación hacia adelante). 

- Para las pruebas CIT, VP, GEL, llenar el tubo y la cúpula. 

- Para las otras pruebas, llenar únicamente los tubos (no las cúpulas) 

- Para las pruebas ADH, LDC, ODC, H2S, URE crear una atmosfera 

anaerobia llenando la cúpula con aceite de parafina. 

- Cerrar la cámara de incubación. 

- Incubar a 36˚C ± 2˚C durante 18-24 horas. 

 

Lectura e interpretación 

Lectura de la galería 

Después de la incubación la lectura debe hacerse remitiéndose a la tabla No.1. 

Anotar en la hoja de resultados todas las reacciones espontáneas y después 

revelar los ensayos que necesiten la adición de reactivos. 
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- Prueba de TDA: Agregar una gota del reactivo TDA. Un color marrón-

rojizo indica una reacción positiva que se anotará en la hoja de 

resultados. 

- Prueba de IND: agregar 1 gota del reactivo JAMES. Un color rosado 

que se difumina en toda la cúpula indica una reacción positiva, que se 

debe anotar en la hoja de resultados. 

- Prueba de VP: agregar una gota de los reactivos VP1 y VP2. Esperar 

un mínimo de 10 minutos. Un color rosa o rojo indica una reacción 

positiva que se anotará en la hoja de resultados. Una débil coloración 

rosa que aparece después de 10 minutos debe ser considerada como 

negativa. 

Interpretación (Ver Cuadro N°6) 

La identificación se obtiene a partir del perfil numérico. 

Determinación del perfil numérico. 

En la hoja de resultado, los test están separados en grupos de tres y se indica 

para cada uno un valor de 1,2 o 4. Como la galería api 20E comporta 20 

ensayos, sumando al interior de cada grupo los valores que corresponden a 

reacciones positivas, se obtiene un perfil numérico de 7 cifras. (A la reacción de 

la oxidasa que constituye el test No.21 se le asigna el valor 4, cuando resulte 

positiva). 

Identificación. 

Se realiza a partir de la base de datos 

- Con la ayuda del catálogo analítico: localizar el perfil numérico en la 

lista de los perfiles. 

- Con la ayuda del software de identificación ApiwebTM: Introducir 

manualmente mediante el teclado el perfil numérico de 7 cifras. 
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Figura N° 10 Hoja de resultados para pruebas api 20E. 

 

4.3.3 Mantenimiento y estandarización de la bacteria patógena Escherichia 

coli, cepa hospitalaria. 

 
4.3.3.1 Mantenimiento de la cepa Escherichia coli. (Ver Figura N°36) 

A partir del crecimiento en medio agar Mac. Conkey y en medio agar chocolate 

brindado por el Laboratorio de microbiología del Hospital, inocular la bacteria 

Escherichia coli en medio agar EMB para confirmar la presencia de esta 

bacteria, incubar por 24 horas a 37˚C y observar el crecimiento de colonias 

aisladas de color verde metálico, a partir de estas colonias inocular E. coli en  

tubos con caldo BHI y en crioviales con caldo BHI, dejándolos incubar por 24 

horas a 37°C. Luego de su crecimiento colocar los tubos con BHI en 

refrigeración a 3°C y los crioviales en congelación a -18°C. 

A las tres semanas de refrigeración, la bacteria crecida en caldo BHI se procede 

a su reanimación de la siguiente manera: Se toma inóculo con un aza y estriar 

en medio agar EMB, incubar por 24 horas a 37°C, después de su crecimiento 
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en EMB verificar si las colonias tienen el verde metálico característico de 

Escherichia coli, de ser así inocular estas colonias en caldo BHI, incubar por 24 

horas a 37°C, y refrigerar a 3°C. Este proceso de reanimación se deberá llevar 

a cabo cada tres semanas. 

 

4.3.3.2 Estandarización de la bacteria patógena Escherichia coli, cepa 

hospitalaria. (Ver Figura N°37)(4) 

La bacteria patógena Escherichia coli proveniente de un coprocultivo de un niño 

con diarrea del Hospital Nacional de niños Benjamín Bloom se estandariza por 

medio del método espectrofotométrico de la siguiente manera: 

Del criovial donde se mantiene la cepa patógena, sembrar en caldo BHI para su 

enriquecimiento e incubar a  37°C por 24 horas en aerobiosis, posteriormente 

tomar una azada del caldo BHI y sembrar en agar EMB para aislar cualquier 

contaminante posible y dejar solo Escherichia coli, incubar a 37°C por 24 horas 

en aerobiosis. Luego de su promoción en EMB sembrar en agar TSA e incubar 

bajo las mismas condiciones anteriores. Luego de su crecimiento en TSA 

preparar una solución madre a partir de las colonias aisladas con 15 mL de 

solución salina estéril. A esta solución madre se le debe medir la absorbancia 

producida a una longitud de onda de 620 nm. Esta solución madre se le deberá 

agregar solución salina estéril hasta obtener  una absorbancia entre 0.2 y 0.3  (4) 

ya que a estas absorbancias las bacterias gram negativas tienen una 

concentración aproximada entre 1.5-5x108 UFC/mL.  Cuando la suspensión de 

bacterias se encuentre a la absorbancia mencionada anteriormente se le 

realizarán diluciones seriadas 1 en 10 hasta llegar a la dilución 10-8. 

 Las últimas tres diluciones (10-8, 10-7 y 10-6) se deben colocar en placa 1 mL 

junto con agar Chromocult (agar para coliformes)  por triplicado realizar el 
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conteo a las 24 horas de incubación a 37°C, esperando obtener un conteo 

dentro del rango al multiplicar por el factor de dilución respectivo. 

De obtener un resultado adecuado, el día del inicio del ensayo realizar el mismo 

procedimiento y llevar a la misma absorbancia la bacteria patógena e inocular  

en los frascos de bebidas conteniendo los probióticos la bacteria Escherichia 

coli 108 UFC/mL y una dilución de 107 UFC/mL para que en las bebidas se 

diluya y se encuentre a una concentración de 106UFC/mL y 105UFC/mL,  

respectivamente. 

 

4.3.4 Pre-Ensayo. 

 
4.3.4.1 Tratamiento de la mezcla de probióticos  ABY-3 (Ver Figura N°38) 

Para poder determinar la concentración de bacterias presentes por gramo de 

producto, realizar el siguiente proceso: 

Pesar 1.0 g de ABY-3 y mezclar con 100 mL de caldo MRS, tomar 1.0 mL de 

esta solución y llevar a 9.0 mL de caldo MRS (dilución 10-1) continuar haciendo 

diluciones seriadas 1 en 9 hasta llegar a la dilución 10-10.  

Realizar el conteo utilizando la técnica de placa vertida en las últimas tres 

diluciones (10-7, 10-8, 10-9) utilizando el medio agar MRS, realizar este 

procedimiento por cuadruplicado.  

De esta forma se podrá determinar la concentración de probióticos presentes en 

cantidades de producto ABY-3. 

 
4.3.4.2 Preparación de la formulación 1 (F1) (Ver Figura N°39) 

Colocar dentro de un frasco estéril con tapón de rosca 240mL de agua estéril 

medidos con una probeta estéril, adicionar caseínato de calcio al 3.4% (8.5 g 
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para 250mL de la mezcla) y la cantidad equivalente de probióticos requerida 

para la formulación 1 (F1) 107 UFC/mL. Realizar este procedimiento por 

triplicado, para evaluar el efecto inhibitorio de F1 en Escherichia coli 105 

UFC/mL y Escherichia coli 106 UFC/mL, así como también se llevará un blanco. 

 
4.3.4.3 Preparación de la formulación 2 (F2) (Ver Figura N° 39) 

Colocar dentro de un frasco estéril con tapón de rosca 245mL de agua estéril 

medidos con una probeta estéril, adicionar caseínato de calcio al 3.4% (8.5 g 

para 250mL de la mezcla) y la cantidad equivalente de probióticos requerida 

para la formulación 2 (F2) 5X106 UFC/mL. Realizar este procedimiento por 

triplicado, para evaluar el efecto inhibitorio de F2 en Escherichia coli 105 

UFC/mL y Escherichia coli 106 UFC/mL, así como también se llevará un blanco. 

 
4.3.4.4 Determinación del efecto inhibitorio de la mezcla de probióticos: 

Lactobacillus acidophilus LA-5®, Bifidobacterium lactis BB-12®, 

Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. 

Bulgaricus contra Escherichia coli, cepa hospitalaria. 

 
4.3.4.4.1 Determinación del efecto inhibitorio en Formulación 1 (F1) (Ver 

Figura N° 40 y 41) 

Inocular con  1 mL de la suspensión de Escherichia coli 105 UFC/mL un frasco 

que contiene la formulación 1 (F1), el segundo frasco inocular con Escherichia 

coli 106 UFC/mL y un tercer frasco no será inoculado ya que tendrá la función 

de blanco de probiótico (viabilidad) para F1. 

Del frasco F1 inoculado con Escherichia coli 105 UFC/mL tomar 10 ml con 

pipeta de morh estéril de 10 mL y adicionar a un frasco estéril con tapón de 
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rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilución 10-1, 

realizar diluciones seriadas 10 en 90, hasta llegar a la dilución 10-7. 

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli 

105UFC/mL en F1, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 10-3, 10-4, 

10-5; llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente 

mencionadas y utilizar el medio agar para coliformes (Chromocult),incubar a 37˚ 

Celsius durante 24 horas. 

 El conteo será por duplicado, cada 24 horas durante 4 días  (hora cero, hora 

24, hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo 

al conteo obtenido en cada día.  

Del frasco F1 inoculado con Escherichia coli 106 UFC/mL tomar 10 ml con 

pipeta de morh estéril de 10 mL y se adicionar a un frasco estéril con tapón de 

rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilución 10-1, 

realizar diluciones seriadas 10 en 90 hasta llegar a la dilución 10-7. 

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli 106 

UFC/mL en F1, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 10-4, 10-5, 10-6; 

llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente 

mencionadas y utilizar el medio agar para coliformes(Chromocult), incubando a 

37˚ Celsius durante 24 horas. 

El conteo será por duplicado, cada 24 horas durante 4 días  (hora cero, hora 24, 

hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo al 

conteo obtenido en cada día. 

 

4.3.4.4.2 Determinación del efecto inhibitorio en Formulación 2 (F2) (Ver 

Figura N° 42 y 43) 
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Inocular con  1 mL de la suspensión de Escherichia coli 105 UFC/mL un frasco 

que contiene la formulación 2 (F2), el segundo frasco inocular con Escherichia 

coli 106 UFC/mL y un tercer frasco no será inoculado ya que tendrá la función 

de blanco de probiótico (viabilidad) para F2. 

Del frasco F2 inoculado con Escherichia coli 105 UFC/mL tomar 10 ml con 

pipeta de morh estéril de 10 mL y adicionar a un frasco estéril con tapón de 

rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilución 10-1, 

realizar diluciones seriadas 10 en 90, hasta llegar a la dilución 10-6. 

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli 

105UFC/mL en F2, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 10-3, 10-4, 

10-5; llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente 

mencionadas y utilizar el medio agar para coliformes (Chromocult),incubar a 37˚ 

Celsius durante 24 horas. 

 El conteo será por duplicado, cada 24 horas durante 4 días  (hora cero, hora 

24, hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo 

al conteo obtenido en cada día.  

Del frasco F2 inoculado con Escherichia coli 106 UFC/mL tomar 10 ml con 

pipeta de morh estéril de 10 mL y se adicionar a un frasco estéril con tapón de 

rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilución 10-1, 

realizar diluciones seriadas 10 en 90 hasta llegar a la dilución 10-6. 

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli 

106UFC/mL en F2, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 10-4, 10-5, 

10-6; llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente 

mencionadas y utilizar el medio agar para coliformes(Chromocult), incubando a 

37˚ Celsius durante 24 horas. 
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El conteo será por duplicado, cada 24 horas durante 4 días  (hora cero, hora 24, 

hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo al 

conteo obtenido en cada día. 

La técnica anterior se realizará durante 3 semanas más, haciendo un total de 4 

pre- ensayos. 

4.3.4.5 Conteo de las bacterias probióticas para determinar la viabilidad. 

 

4.3.4.5.1 Viabilidad de probióticos en Formulación 1(F1) donde se ha 

inoculado Escherichia coli 105 y 106 UFC/mL (Ver Figura N° 44 y 

45) 

De los dos frascos F1 que contienen la mezcla de probióticos a una 

concentración de 107 (los mismos frascos donde se debe inocular E. coli 

105UFC/mL y E. coli 106UFC/mL), realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL  

hasta llegar a la dilución 10-7,Inocular en placa 1mL de las últimas 3 diluciones 

(10-7, 10-6, 10-5) utilizar la técnica de placa vertida con medio agar MRS, incubar 

en medio de anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ Celsius, de 48 a 72 horas. 

Realizar lo anterior en las horas 0, 24 y 72, durante 3 semanas más, haciendo 

un total de 4 pre- ensayos. 

 

4.3.4.5.2 Viabilidad de probióticos en Formulación 2 (F2) donde se ha 

inoculado Escherichia coli 105 y 106 UFC/mL (Ver Figura N° 47 y 48) 

De los dos frascos F2 que contienen la mezcla de probióticos a una 

concentración de 106 (los mismos frascos donde se debe inocular E. coli 105 

UFC/mL y E. coli 106UFC/mL), realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL  hasta 

llegar a la dilución 10-6, Inocular en placa 1mL de las últimas 3 diluciones (10-6, 
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10-5, 10-4) utilizar la técnica de placa vertida con medio agar MRS, incubar en 

medio de anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ Celsius, de 48 a 72 horas. 

Realizar lo anterior en las horas 0, 24 y 72, durante 3 semanas más, haciendo 

un total de 4 pre- ensayos. 

4.3.4.5.3 Blanco de probióticos (viabilidad) (Ver Figura N° 46 y 49) 

De los dos frascos  que contienen la mezcla de probióticos a una concentración 

de 107 y 106, realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL  hasta llegar a la dilución 

10-7 y 10-6, respectivamente, inocular en placa 1mL de las ultimas 3 

diluciones(10-7, 10-6, 10-5) y (10-6, 10-5, 10-4) utilizando la técnica de placa vertida 

con medio agar MRS, incubar en medio de anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ Celsius, 

de 48 a 72 horas. 

Realizar lo anterior en las horas 0, 24 y 72, durante 3 semanas más, haciendo 

un total de 4 pre- ensayos. 

 

4.3.4.6 Blanco de Escherichia coli. 

Se evaluó el posible efecto inhibitorio de los componentes del alimento 

funcional (a excepción del probiótico) sobre la bacteria patógena Escherichia 

coli. Este ensayo se realizó con el objetivo de descartar que los componentes 

de la fórmula ejerzan un efecto inhibitorio sobre el patógeno, y que no sea solo 

el probiótico el único responsable de la inhibición. Por ello se realizó una mezcla 

de polvos igual a la que se realizó para formular el alimento con la diferencia 

que no llevará probióticos. 

 

4.3.4.6.1 Preparación de la bebida del pre-ensayo. 

Preparar 250mL de agua estéril con caseína al 3.4%. 
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4.3.4.6.2 Evaluación de Escherichia coli 105 UFC/mL (Ver Figura N° 50) 

A partir de la bebida anterior, inocular 1.0mL de Escherichia coli en 

concentración 105UFC/mL obtenida de la estandarización de la misma. 

Tomar 10mL de la mezcla anterior y diluir con 90mL de agua peptonada siendo 

esta la dilución 10-1, realizar diluciones seriadas hasta la dilución 10-5. 

Inocular 1.0mL de las últimas 3 diluciones (10-3, 10-4 y 10-5) en placa, utilizar 

medio agar para coliformes (Chromocult) por medio de la técnica placa vertida 

para realizar el conteo. Incubar durante 24 horas a 37°C ± 2 °C. 

Realizar el procedimiento anteriormente descrito cada 24 horas por un periodo 

de 4 días consecutivos. 

Hacer este análisis por cuadruplicado para obtener datos más puntuales. 

 

4.3.4.6.3 Evaluación de Escherichia coli 106 UFC/mL (Ver Figura N° 51) 

A partir de la bebida, inocular 1.0mL de Escherichia coli en concentración 

106UFC/mL obtenida de la estandarización de la misma. 

Tomar 10mL de la mezcla anterior y diluir con 90mL de agua peptonada siendo 

esta la dilución 10-1, realizar diluciones seriadas hasta la dilución 10-6. 

Inocular 1.0mL de las últimas 3 diluciones (10-4, 10-5 y 10-6) en placa, utilizando 

medio agar para coliformes (Chromocult) por medio de la técnica placa vertida 

para realizar el conteo. Incubar durante 24 horas a 37°C ± 2 °C. 

Realizar el procedimiento anteriormente descrito cada 24 horas por un periodo 

de 4 días consecutivos. 

Hacer este análisis por cuadruplicado para obtener datos más puntuales. 
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4.3.5 Ensayo 

En el ensayo con el alimento formulado, se decidió aumentar las 

concentraciones de probióticos en un logaritmo cada formulación, es decir F1 

ahora tiene una concentración de 108 y F2 una concentración de 107, se hace 

esta aclaración debido a que se utilizarán los mismos diagramas del pre-ensayo 

que se encuentran en los anexos para explicar el procedimiento. 

 

4.3.5.1 Formulación del alimento nutricional. 

El alimento formulado tiene los componentes que muestra la Tabla N°1, los 

porcentajes de cada uno de ellos se determinan de acuerdo a los análisis 

sensoriales a realizar en su formulación. 

 

Tabla N°1  Componentes del alimento funcional en polvo para reconstituir. 

Componente Cantidad F1 Cantidad F2 

Mezcla de probiótico A determinar A determinar 

Caseína 1.00% 1.00% 

Ácido cítrico A determinar A determinar 

Color  A determinar A determinar 

Sabor  A determinar A determinar 

Dextrosa A determinar A determinar 

 

4.3.5.2 Elaboración del alimento funcional en polvo para reconstituir. (Ver 

Figura N° 52) 

1. Limpieza de área de fabricación. 

2. Sanitización de área de fabricación. 

3. Pesado de las materias primas en bolsas plásticas estériles de 

capacidad adecuada. 
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4. Mezclado de los polvos en una bolsa plástica estéril de capacidad 

adecuada de la siguiente manera: 

- Agregar sobre la dextrosa el saborizante y mezclar durante 3 minutos. 

- Agregar sobre la mezcla anterior el colorante y mezclar por 3 minutos 

- Agregar sobre la mezcla anterior el ácido cítrico y mezclar por 3 

minutos. 

- Agregar sobre la mezcla anterior el caseinato de calcio y mezclar por 

5 minutos. 

5. Una vez mezclados todos los polvos, se pesar el granel. 

6. Dividir el granel en bolsas pequeñas estériles conteniendo 15 gramos 

cada una (cada bolsita representa la unidad de alimento para un vaso de 

250 mL con agua). 

7. Agregar a cada bolsita la cantidad requerida de probiótico según la 

formulación, es decir para F1 agregar 1.0g y para F2 0.1g.  

8. Mezclar cada bolsita para que el probiótico se encuentre homogéneo en 

todo el contenido. 

9. Guardar estas bolsitas protegidas de la luz y con sílica para evitar 

humedad.  

 

4.3.5.3 Preparación del alimento funcional en polvo para reconstituir. (Ver 

Figura N°53) 

Tomar una bolsita del alimento funcional (unidad) y reconstituir en 250 mL de 

agua estéril, luego agitar hasta la formación de un líquido libre de grumos. 

 

4.3.5.4 Determinación del efecto inhibitorio de Lactobacillus acidophilus LA-

5® y Bifidobacterium lactis BB-12® contra Escherichia coli, cepa 

hospitalaria. 
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4.3.5.4.1 Determinación del efecto inhibitorio en Formulación 1 (F1) (Ver 

Figura N°40 y 41) 

Inocular con  1 mL de la suspensión de Escherichia coli 105 UFC/mL un frasco 

que contiene la formulación 1 (F1), el segundo frasco inocular con Escherichia 

coli 106 UFC/mL y un tercer frasco no será inoculado ya que tendrá la función 

de blanco de probiótico (viabilidad) para F1. 

Del frasco F1 inoculado con Escherichia coli 105 UFC/mL tomar 10 ml con 

pipeta de morh estéril de 10 mL y adicionar a un frasco estéril con tapón de 

rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilución 10-1, 

realizar diluciones seriadas 10 en 90, hasta llegar a la dilución 10-8. 

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli 

105UFC/mL en F1, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 10-3, 10-4, 

10-5; llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente 

mencionadas y utilizar el medio agar para coliformes (Chromocult),incubar a 37˚ 

Celsius durante 24 horas. 

 El conteo será por duplicado, cada 24 horas durante 4 días  (hora cero, hora 

24, hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo 

al conteo obtenido en cada día.  

Del frasco F1 inoculado con Escherichia coli 106 UFC/mL tomar 10 ml con 

pipeta de morh estéril de 10 mL y se adicionar a un frasco estéril con tapón de 

rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilución 10-1, 

realizar diluciones seriadas 10 en 90 hasta llegar a la dilución 10-8. 

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli 

106UFC/mL en F1, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 10-4, 10-5, 

10-6; llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente 
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mencionadas y utilizar el medio agar para coliformes (Chromocult), incubando a 

37˚ Celsius durante 24 horas. 

El conteo será por duplicado, cada 24 horas durante 4 días  (hora cero, hora 24, 

hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo al 

conteo obtenido en cada día. 

 
4.3.5.4.2 Determinación del efecto inhibitorio en Formulación 2 (F2) (Ver 

Figura N° 42 y 43) 

Inocular con  1 mL de la suspensión de Escherichia coli 105 UFC/mL un frasco 

que contiene la formulación 2 (F2), el segundo frasco inocular con Escherichia 

coli 106 UFC/mL y un tercer frasco no será inoculado ya que tendrá la función 

de blanco de probiótico (viabilidad) para F2. 

Del frasco F2 inoculado con Escherichia coli 105 UFC/mL tomar 10 ml con 

pipeta de morh estéril de 10 mL y adicionar a un frasco estéril con tapón de 

rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilución 10-1, 

realizar diluciones seriadas 10 en 90, hasta llegar a la dilución 10-7. 

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli 

105UFC/mL en F2, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 10-3, 10-4, 

10-5; llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente 

mencionadas y utilizar el medio agar para coliformes (Chromocult),incubar a 37˚ 

Celsius durante 24 horas. 

 El conteo será por duplicado, cada 24 horas durante 4 días  (hora cero, hora 

24, hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo 

al conteo obtenido en cada día.  

Del frasco F2 inoculado con Escherichia coli 106 UFC/mL tomar 10 ml con 

pipeta de morh estéril de 10 mL y se adicionar a un frasco estéril con tapón de 
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rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilución 10-1, 

realizar diluciones seriadas 10 en 90 hasta llegar a la dilución 10-7. 

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli 

106UFC/mL en F2, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 10-4, 10-5, 

10-6; llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente 

mencionadas y utilizar el medio agar para coliformes(Chromocult), incubando a 

37˚ Celsius durante 24 horas. 

El conteo será por duplicado, cada 24 horas durante 4 días  (hora cero, hora 24, 

hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo al 

conteo obtenido en cada día. 

La técnica anterior se realizará durante 3 semanas más, haciendo un total de 4  

ensayos. 

 

4.3.5.5 Conteo de las bacterias probióticas para determinar la viabilidad. 

 

4.3.5.5.1 Viabilidad de probióticos en Formulación 1(F1) donde se ha 

inoculado Escherichia coli 105 y 106 UFC/mL (Ver Figura N° 44 y 45) 

De los dos frascos F1 que contienen la mezcla de probióticos a una 

concentración de 108(los mismos frascos donde se debe inocular E. coli 

105UFC/mL y E. coli 106UFC/mL), realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL  

hasta llegar a la dilución 10-9,Inocular en placa 1mL de las últimas 3 diluciones 

(10-9,10-8, 10-7) utilizar la técnica de placa vertida con medio agar MRS, incubar 

en medio de anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ Celsius, de 48 a 72 horas. 

Realizar lo anterior en las horas 0, 24 y 72, durante 3 semanas más, haciendo 

un total de 4 ensayos. 
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4.3.5.5.2 Viabilidad de probióticos en Formulación 2(F2) donde se ha 

inoculado Escherichia coli 105 y 106 UFC/mL (Ver Figura N° 47 y 

48) 

De los dos frascos F2 que contienen la mezcla de probióticos a una 

concentración de 107 (los mismos frascos donde se debe inocular E. coli 105 

UFC/mL y E. coli 106UFC/mL), realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL  hasta 

llegar a la dilución 10-8,Inocular en placa 1mL de las últimas 3 diluciones (10-6, 

10-5, 10-4) utilizar la técnica de placa vertida con medio agar MRS, incubar en 

medio de anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ Celsius, de 48 a 72 horas. 

Realizar lo anterior en las horas 0, 24 y 72, durante 3 semanas más, haciendo 

un total de 4 ensayos. 

 
4.3.5.5.3 Blanco de probióticos (viabilidad) (Ver Figura N° 46 y 49) 

De los dos frascos  que contienen la mezcla de probióticos a una concentración 

de 108UFC/mL y 107UFC/mL, realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL  hasta 

llegar a la dilución 10-8 y10-7, respectivamente, inocular en placa 1mL de las 

ultimas 3 diluciones(10-8, 10-7, 10-6) y (10-7, 10-6, 10-5) utilizando la técnica de 

placa vertida con medio agar MRS, incubar en medio de anaerobiosis 5% CO2 a 

37˚ Celsius, de 48 a 72 horas. 

Realizar lo anterior en las horas 0, 24 y 72, durante 3 semanas más, haciendo 

un total de 4 ensayos. 

 
4.3.5.6 Blanco de Escherichia coli. 

Se evaluó el posible efecto inhibitorio de los componentes del alimento 

funcional (a excepción del probiótico) sobre la bacteria patógena Escherichia 

coli. 
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Este ensayo se realizó con el objetivo de descartar que los componentes de la 

fórmula ejerzan un efecto inhibitorio sobre el patógeno, y que no sea solo el 

probiótico el único responsable de la inhibición. Por ello se realizó una mezcla 

de polvos igual a la que se realizó para formular el alimento con la diferencia 

que no llevaba probióticos. 

 
4.3.5.6.1 Preparación de la mezcla de polvos. 

El alimento que se formuló tiene los componentes presentes en la Tabla N°2 los 

porcentajes de cada uno de ellos se determina de acuerdo a los análisis 

sensoriales a realizar en su formulación. 

 

Tabla N°2 Componentes del alimento funcional blanco. 

Componente Cantidad 

Caseína 1.00% 

Ácido cítrico A determinar 

Color  A determinar 

Sabor  A determinar 

Dextrosa A determinar 

 

4.3.5.6.2 Elaboración del alimento funcional en polvo para reconstituir. 

1. Limpieza de área de fabricación. 

2. Sanitización de área de fabricación. 

3. Pesado de las materias primas en bolsas plásticas estériles de capacidad 

adecuada. 

3. Mezclado de los polvos en una bolsa plástica estéril de capacidad adecuada 

de la siguiente manera: 

- Agregar sobre la dextrosa el saborizante y mezclar durante 3 minutos. 

- Agregar sobre la mezcla anterior el colorante y mezclar por 3 minutos 
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- Agregar sobre la mezcla anterior el ácido cítrico y mezclar por 3 

minutos. 

- Agregar sobre la mezcla anterior el caseinato de calcio y mezclar por 5 

minutos. 

4. Una vez mezclados todos los polvos, se pesar el granel. 

5. Dividir el granel en bolsas pequeñas estériles conteniendo 15 gramos cada 

una (cada bolsita representa la unidad de alimento para un vaso de 250 

mL con agua). 

6. Guardar estas bolsitas protegidas de la luz y con sílica para evitar humedad.  

 

4.3.5.6.3 Preparación del alimento funcional en polvo para reconstituir. 

Tomar una bolsita del alimento funcional (unidad) y reconstituirla en 250 mL de 

agua estéril, luego se agitará hasta la formación de un líquido libre de grumos. 

 
4.3.5.6.4 Evaluación de blanco Escherichia coli 105  UFC/mL (Ver Figura 

N°54) 

A partir de la mezcla de polvos reconstituida en 250mL de agua estéril, inocular 

1.0mL de Escherichia coli en concentración 105UFC/mL obtenida de la 

estandarización de la misma. 

Tomar 10mL de la mezcla anterior y diluir con 90mL de agua peptonada siendo 

esta la dilución 10-1, realizar diluciones seriadas hasta la dilución 10-5. 

Inocular 1.0mL de las últimas 3 diluciones (10-3, 10-4 y 10-5) en placa, utilizar 

medio agar para coliformes (Chromocult) por medio de la técnica placa vertida 

para realizar el conteo. Incubar durante 24 horas a 37°C ± 2 °C. 

Realizar el procedimiento anteriormente descrito cada 24 horas por un periodo 

de 4 días consecutivos. Hacer este análisis por cuadruplicado para obtener 

datos más puntuales. 
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4.3.5.6.5 Evaluación  de  blanco  Escherichia coli  106 UFC/mL  (Ver Figura  

N° 55) 

A partir de la mezcla de polvos reconstituida en 250mL de agua estéril, inocular 

1.0mL de Escherichia coli en concentración 106UFC/mL obtenida de la 

estandarización de la misma. 

Tomar 10mL de la mezcla anterior y diluir con 90mL de agua peptonada siendo 

esta la dilución 10-1, realizar diluciones seriadas hasta la dilución 10-6. 

Inocular 1.0mL de las últimas 3 diluciones (10-4, 10-5 y 10-6) en placa, utilizar 

medio agar para coliformes (Chromocult) por medio de la técnica placa vertida 

para realizar el conteo. Incubar durante 24 horas a 37°C ± 2 °C. 

Realizar el procedimiento anteriormente descrito cada 24 horas por un periodo 

de 4 días consecutivos. Hacer este análisis por cuadruplicado para obtener 

datos más puntuales. 

 
4.3.5.7 Prueba preliminar de estabilidad para el alimento formulado. 

Se almacenaron 6 bolsas del alimento funcional formulado F1 y 6 bolsas del 

alimento funcional formulado F2 sin reconstituir cuya concentración de 

probióticos es de 108UFC/mL y 109 UFC/mL respectivamente, las cuales fueron 

analizadas durante un período de 30 días, realizando conteos de viabilidad de 

probióticos en el día 0, 15 y 30, con el objetivo de verificar la viabilidad de estos 

como parte de una prueba preliminar de estabilidad. Este procedimiento se 

realizó por duplicado para obtener un promedio de resultados. 

 

4.3.5.7.1 Prueba preliminar de estabilidad para Formulación F1 (Ver Figura 

N° 56) 
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En el día 0 del análisis, tomar una bolsa del alimento funcional formulado F1 y 

reconstituir en 250 mL de agua estéril, agitar hasta disolverlo completamente. 

Tomar 10 mL del alimento funcional reconstituido y diluir con 90 mL de agua 

peptonada (dilución 10-1), realizar diluciones seriadas hasta la dilución 10-8. 

Inocular en placa 1.0 mL de las últimas 3 diluciones (10-8, 10-7, 10-6) utilizando 

medio agar MRS, por medio de la técnica de placa vertida, para realizar el 

conteo. Incubar en condición de anaerobiosis 5% de CO2 de 48 a 72 horas a 

37°C ± 2°C. 

Para el día 15 y 30 realizar el procedimiento anteriormente descrito por 

duplicado. 

 
4.3.5.7.2 Prueba preliminar de estabilidad para Formulación F2 (Ver Figura 

N° 57) 

En el día 0 del análisis, tomar una bolsa del alimento funcional formulado F2 y 

reconstituir en 250 mL de agua estéril, agitar hasta disolverlo completamente. 

Tomar 10 mL del alimento funcional reconstituido y diluir con 90 mL de agua 

peptonada (dilución 10-1), realizar diluciones seriadas hasta la dilución 10-7. 

Inocular en placa 1.0 mL de las últimas 3 diluciones (10-7, 10-6, 10-5) utilizar 

medio agar MRS, por medio de la técnica de placa vertida, para realizar el 

conteo. Incubar en condición de anaerobiosis 5% de CO2 de 48 a 72 horas a 

37°C ± 2°C. 

Para el día 15 y 30 se realizará el procedimiento anteriormente descrito por 

duplicado. 
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4.3.5.8 Evaluación de las cepas probióticas frente a la resistencia contra el  

pH ácido del estómago y a sales biliares.  (Ver Figura N°58) (26)(44) 

El procedimiento se realiza en caldo MRS ajustado a pH de 2.0 y en caldo MRS 

enriquecido con sales biliares de origen bovino al 0.3%. Se preparan 20mL de 

caldo MRS, y se reparten  en cantidades de 10mL (Sistema A y Sistema B), 

luego se ajusta el pH del sistema ¨A¨ a pH de 2.0 con HCL 3M y NaOH 3M, se 

esterilizan los 2 sistemas en  autoclave a 121ºC por 15min a 15lbs de presión, 

seguidamente se prepararán  las sales biliares de origen bovino al 0.3 %. 

Después de la esterilización se le adiciona 0.3mL  de sales biliares al sistema 

¨B¨. 

 
4.3.5.8.1 Resistencia a acidez. 

Transferir 1.0mL de la mezcla de probióticos  en una concentración de           

106UFC/mL a 10.0mL de caldo MRS ajustado con HCl 3M a pH 2, incubar a 

37ºC x 2 horas en jarra de anaerobiosis al 5% de CO2, después de la 

incubación, tomar 1.0 mL de la mezcla de probióticos crecida en caldo MRS 

ajustado a pH 2 y se harán diluciones seriadas 1 en 10 e inocular en placa por 

duplicado  1.0mL  de las últimas tres diluciones (10-6, 10-5, 10-4), adicionar 20mL 

de agar MRS, incubar a 37ºC por 48-72 horas en condiciones de anaerobiosis 

al 5%de CO2. 

 
4.3.5.8.2 Resistencia a sales biliares. 

Transferir 1.0mL de la mezcla de probióticos  en una concentración de 

106UFC/mL a 10.0mL de caldo MRS enriquecido con sales biliares de origen 

bovino al 0.3%, incubar a 37ºC x 2 horas en jarra de anaerobiosis al 5% de 

CO2, después de la incubación, tomar 1.0 mL de la mezcla de probióticos 

crecida en caldo MRS enriquecida con sales biliares y hacer diluciones seriadas 
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1 en 10 e inocular en placa por duplicado  1.0mL  de las últimas tres diluciones 

(10-6, 10-5, 10-4), adicionar 20mL de agar MRS, incubar a 37ºC por 48-72 horas 

en condiciones de anaerobiosis al 5%de CO2. 

 
4.3.5.8.3 Determinación del porcentaje de células viables. (26) 

La supervivencia de las cepas probióticas se realizó por medio del método 

conteo en placa utilizando agar MRS, este porcentaje de supervivencia se 

calculó de la siguiente manera: 

% = (Log UFC N1 / Log UFC N2) * 100 
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS 

 

5.1. Pruebas de Identificación de Escherichia coli. 

 
La bacteria Escherichia coli se identificó según la metodología que detalla el 

numeral 4.3.2. Los resultados de la identificación de Escherichia coli, cepa 

hospitalaria confirman que efectivamente se trabajó en los análisis realizados 

con dicha bacteria patógena. 

En primer lugar se realizó el Frotis bacteriano y tinción gram (Ver tabla N°3) en 

donde se observó que el patógeno era una bacteria del grupo de las Gram 

negativas y que el cultivo no estaba contaminado. Ver Figura N°11. 

 

Tabla N°3 Resultados de frotis bacteriano y tinción gram. 

 

Gram + o - 

 

Morfología Microscópica 

 

Bacteria Gram Negativa 

 

 

Bacilos cortos color rosa 

 

 

Figura N°11 Resultados frotis bacteriano y tinción gram. 
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En el análisis de las pruebas bioquímicas se  hace constar que los resultados 

coinciden con los descritos en la literatura, (14) detallándolos en el Anexo N°13, 

Figura N°34 y Cuadro N°8.   

Además cada 3 semanas se sembraba la bacteria patógena mantenida en 

caldo BHI hacia agar EMB, de esta manera se estaba verificando que el 

patógeno se encontraba puro y aislada de cualquier contaminante, tal como 

muestra la Figura N°12, ya que este patógeno crecía con una tonalidad verde 

metálico brillante en agar EMB.  

 

 

Figura N°12 Resultados de mantenimiento de Escherichia coli y pruebas 

Bioquímicas. 

 

Como última prueba de identificación del patógeno Escherichia coli, se realizó 

las pruebas API 20E, diseñada para bacterias Gram negativas, obteniendo un 

perfil numérico de 21 cifras que se debía introducir en el catálogo en línea API 

web, pero no se pudo tener la licencia de este, por ello se comparó el perfil 

obtenido con ejemplos del catálogo físico API 20E y obteniendo resultados 

similares a los reportados por la bibliografía. (13) Estos resultados se detallan en 

el Anexo N°13, Cuadro N°9.  

Con todo lo anterior realizado, se verificó que los análisis en donde se ocuparía 

este patógeno serían más fidedignos. 
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5.2 Estandarización de la bacteria patógena Escherichia coli, cepa 

hospitalaria. (4) 

La estandarización del patógeno utilizado se realizó de acuerdo a lo descrito en 

la metodología en el numeral 4.3.3. Los resultados obtenidos con esta 

estandarización se presentan en la Tabla N°4. 

 

Tabla N°4 Resultados de la estandarización de la bacteria patógena 

Escherichia coli, cepa hospitalaria. 

 

 

5.3 Pre-ensayo 

5.3.1 Elaboración de la bebida a base de probióticos ABY-3  

Para poder elaborar la bebida del pre-ensayo a base de probióticos, se debe 

obtener la relación entre el peso del producto ABY-3 y la cantidad de UFC 

λ= 620 nm    absorbancia=  0.2-0.3          

Conteos entre 1.5-5x108 UFC/mL 

Absorbancia 

obtenida 

Conteo UFC/mL Absorbancia 

obtenida 

Conteo UFC/mL 

0.278  2.2 E+08 UFC/mL 0.273 1.2 E+08 UFC/mL 

0.274  1.7 E+08 UFC/mL 0.280 2.5 E+08 UFC/mL 

0.273  1.5 E+08 UFC/mL 0.275 1.8 E+08 UFC/mL 

0.271  1.1 E+08 UFC/mL 0.282 2.7 E+08 UFC/mL 

0.295  3.8E+08 UFC/mL 0.272 1.4 E+08 UFC/mL 
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presentes en este, el análisis se realizó con la metodología descrita en el 

numeral 4.3.4.1 y 4.3.4.2. 

Los conteos obtenidos se representan en la Tabla N°5, y se determinó que 1.00 

gramos de ABY-3 equivale 1010 UFC. 

Los resultados de la Tabla N°5 están basados en la cantidad de  0.01 gramo de 

producto ABY-3. (Ver cálculos en anexo N°5).  

 

Tabla N°5 Resultados de los conteos del probiótico ABY-3 para determinar UFC 

por cada gramo.  

 

Dilución 

 

UFC/mL 

 

UFC/mL 

 

UFC/mL 

 

UFC/mL 

 

∑UFC/mL 

 

UFC/mL / 4 

 

10-7 

 

74 

 

100 

 

53 

 

64 

 

291 

 

7.30 E+08 

 

10-8 

 

5 

 

2 

 

3 

 

4 

 

14 

 

3.50 E+08 

 

10-9 

 

1 

 

1 

 

0 

 

0 

 

0.5 

 

5.00 E+08 

 

Media UFC/mL=5.3 E+08 UFC 

 

Al tener en consideración experimentalmente que 1.0 gramo de producto ABY-3 

tiene una concentración de 1010 UFC se pudo elaborar las bebidas con las dos 

formulaciones como indica la metodología en los numerales 4.3.4.3 y 4.3.4.3 y 

de acuerdo a lo detallado en la Tabla N°6. 
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Tabla N°6 Cantidades utilizadas para la elaboración de las bebidas de las dos 

formulaciones de probióticos con ABY-3 en el pre-ensayo. 

 

Formulación 

 

Gramos de ABY-3 

 

Caseína 

 

Agua estéril 

 

F1 Probiótico 107 UFC/mL 

 
0.10g  ≈ 109 UFC* 

3.4% = 

8.5g 

 

250 mL 

 

F2 Probiótico 106 UFC/mL 

 
0.01g  ≈ 108 UFC 

3.4% = 

8.5g 

 

250 mL 

 

*El probiótico se inoculó 2 logaritmos arriba de la concentración deseada debido 

a que la concentración de UFC/mL se diluye estos 2 logaritmos con 250 mL de 

agua estéril. (Ver  cálculo en Anexo N° 6) 

La Figura N°13 muestra el proceso que se llevó a cabo para elaborar estas 

bebidas, desde el pesado del caseínato, la medición de los 250 mL de agua 

estéril y el llenado de los frascos que contienen la bebida.  

 

Figura N°13 Elaboración de las bebidas a base de probióticos ABY-3.  
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5.3.2  Determinación del efecto inhibitorio de la mezcla de 

probióticos ABY-3 en F1 y F2 contra Escherichia coli, cepa 

hospitalaria. 

La determinación del efecto inhibitorio  fue comprobada al evaluar dos 

diferentes concentraciones de probióticos con dos diferentes concentraciones 

de la bacteria patógena (F1COL1, F1COL2, F2COL1 Y F2COL2) en donde F1 

es el probiótico utilizado en una concentración de 107 UFC/mL y F2 con 106 

UFC/mL. El patógeno COL1 a una concentración de 105 UFC/mL y COL2 a 106 

UFC/mL. Los resultados de este análisis se detallan en el Anexo N°14. 

El probiótico ABY-3 utilizado a una concentración logarítmica de 107 y 106 

UFC/mL posee un efecto inhibitorio contra el patógeno Escherichia coli, 

disminuyendo 2 logaritmos de células viables en las dos concentraciones 

inoculadas de patógeno durante 4 días de análisis, tal como lo muestra la tabla 

N°7, en donde se detalla la media aritmética de los tiempos de cada 

combinación y su respectivo gráfico en la Figura N°14. 

 

Tabla N°7 Promedio de  resultados de la determinación del efecto inhibitorio de 

la mezcla de probióticos ABY-3 contra Escherichia coli, cepa 

hospitalaria en formulación F1 y F2. 

Tiempo (Horas) F1COL1 
 

UFC/mL 

F1COL2 

UFC/mL 

F2COL1 

UFC/mL 

F2COL2 

UFC/mL 

0 2.10E+05 1.60E+06 4.40E+05 3.40E+06 

24 1.00E+05 6.80E+05 5.70E+04 2.50E+05 

48 1.60E+04 1.20E+05 9.20E+03 1.10E+05 

72 2.70E+03 3.80E+04 1.90E+03 3.50E+04 
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 Figura N°14 Efecto inhibitorio de la mezcla de probióticos ABY-3 contra 

Escherichia coli, cepa hospitalaria en formulación F1 y F2. 
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La cinética de muerte  de Escherichia coli para ambas formulaciones fue de 

Primer orden, dato obtenido  de acuerdo a las gráficas Ln de concentración 

versus el tiempo al convertir las medias de UFC/mL de Escherichia coli de cada 

día al Ln de la concentración (Ln UFC/mL), como muestra la Tabla N°8 y así 

linealizar el gráfico, obteniendo la ecuación de la línea recta y con ello la 

pendiente de cada una, que en este caso es la rapidez de muerte del patógeno 

con una pendiente negativa debido a que la bacteria patógena ha sido inhibida.   

La Figura N° 15 muestra la cinética de muerte del patógeno, con los promedios 

presentados en la tabla N°8. 

 

Tabla N°8 Promedio de  resultados de la determinación del efecto inhibitorio de 

la mezcla de probióticos ABY-3 contra Escherichia coli, cepa 

hospitalaria en formulación F1 y F2, convertido a Logaritmo natural 

(Ln). 

Tiempo (Horas) F1COL1  
 

UFC/mL 

F1COL2  

UFC/mL 

F2COL1 
 

UFC/mL 

F2COL2  
 

UFC/mL 

0 12.2548628 12.99453 14.2855142 15.039286 

24 11.5129255 10.9508065 13.4298481 12.4292162 

48 9.680344 9.12695876 11.695247 11.6082356 

72 7.90100705 7.54960917 10.5453414 10.4631033 
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Figura N°15 Cinética de muerte de Escherichia coli, cepa hospitalaria en el pre-

ensayo. 

La Tabla N°9 muestra las pendientes obtenidas para cada combinación, las 

cuales surgen de la ecuación de la línea recta de cada uno. Esta pendiente es 

negativa debido a que la bacteria patógena ha sido inhibida.  

A mayor pendiente mayor rapidez de muerte, resultando para el pre-ensayo que 

F2COL1 obtuvo una mayor rapidez de muerte, es decir donde el probiótico se 

encontraba en una concentración de 106 UFC/mL y el patógeno a 105 UFC/mL. 
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Tabla N°9 Ecuación de la línea recta y  Cinética de muerte de Escherichia coli 

en el pre-ensayo. 

Combinación  Ecuación de la línea recta Cinética de muerte 

F1COL1 Y= -0.0621x + 12.571 0.0621 

F1COL2 Y= -0.054x + 14.432 0.054 

F2COL1 Y= -0.0757x + 12.879 0.075 

F2COL2 Y= -0.0606x + 14.567 0.0606 

 

 

5.3.3 Determinación de la viabilidad de probióticos ABY-3 en F1 

 

La concentración del probiótico se mantuvo en un logaritmo constante, es decir, 

concentración igual a la inoculada a la hora cero se mantuvo hasta el día 4 de 

análisis, habiendo una pequeña disminución del probiótico donde se encontraba 

en contacto con la E. coli y aumentando levemente en donde se encontraba 

solo el probiótico. La viabilidad del probiótico se evaluó durante 4 días 

consecutivos como indica la metodología en el numeral 4.3.4.5, haciendo 

conteos de este en la hora 0, 24 y 48 de análisis.  

En los casos donde estuvo en contacto los probióticos junto al patógeno 

Escherichia coli hubo una pequeña disminución de las UFC/mL de probióticos. 

En el caso del análisis del blanco de probiótico, este se mantuvo dentro del 

mismo logaritmo de concentración (107 UFC/mL). La tabla N° 10 muestra lo 

detallado anteriormente y se visualiza de una mejor manera en la Figura N°16, 

donde se grafica el promedio de la concentración de los probióticos a través del 

tiempo; los resultados de los conteos se encuentran en el Anexo N°14. 
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Tabla N°10 Comparación de resultados de la determinación de la viabilidad de 

probióticos ABY-3 en F1. 

Hora UFC/mL probiótico 
blanco 

UFC/mL de probiótico +      
E. coli 10^5 UFC/mL 

UFC/mL de probiótico+     
E. coli 10^6 UFC/mL 

0 
1.60E+07 1.50E+07 1.60E+07 

24 
1.70E+07 1.10E+07 1.50E+07 

72 
2.00E+07 6.70E+06 1.00E+07 

 

 

Figura N°16 Comparación de la viabilidad de probióticos ABY-3 en F1. 

 

5.3.4 Determinación de la viabilidad de probióticos ABY-3 en F2 

 

En el caso donde estuvo en contacto los probióticos junto al patógeno 

Escherichia coli 105 UFC/mL hubo una pequeña disminución de las UFC/mL de 
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probióticos para la hora 24 pero aumentó nuevamente para la hora 72. Este 

dato puede estar afectado debido a que el producto ABY-3 no es adecuado 

para este tipo de matriz, sino que para elaboración de yogurt.  

En donde Escherichia coli se encontraba en una concentración de 106 UFC/mL 

los probióticos disminuyeron su viabilidad en un logaritmo de concentración 

para la hora final de análisis. En el caso del análisis del blanco de probiótico, 

este se mantuvo dentro del mismo logaritmo de concentración (106 UFC/mL).  

La tabla N° 11 muestra lo detallado anteriormente y se visualiza de una mejor 

manera en la Figura N°17, donde se grafica el promedio de la concentración de 

los probióticos a través del tiempo; los resultados de los conteos se encuentran 

en el Anexo N°14. 

 

Tabla N°11 Comparación de resultados de la determinación de la viabilidad de 

probióticos ABY-3 en F2. 

Hora UFC/mL probiótico 
blanco 

UFC/mL de probiótico +      
E. coli 10^5 UFC/mL 

UFC/mL de probiótico+         
E. coli 10^6 UFC/mL 

0 1.90E+06 1.50E+06 1.40E+06 

24 1.90E+06 1.10E+06 1.40E+06 

72 1.00E+06 1.60E+06 4.90E+05 
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Figura N°17 Comparación de la viabilidad de probióticos ABY-3 en F2. 

 

5.3.5  Blanco del patógeno Escherichia coli. 

 

Este análisis se realizó de acuerdo a la metodología descrita en 4.3.4.6 en 

donde se  evaluó el posible efecto inhibitorio que poseen los componentes del 

alimento funcional a excepción del probiótico sobre la bacteria patógena 

Escherichia coli. En el caso del pre-ensayo estos componentes incluían agua y 

caseína al 3.4%  

El comportamiento de la viabilidad de la bacteria patógena, Escherichia coli, sin 

probióticos adicionados, se mantuvo constante en las primeras horas del 

análisis, sin embargo, en las horas siguientes hubo un aumento exponencial de 

un logaritmo de concentración; comprobando que el caseinato de calcio no es el  

responsable de la inhibición de éste patógeno en los análisis anteriormente 

realizados. 
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La Tabla N° 12 y N°13 muestran los promedios de los resultados del análisis del 

blanco del patógeno, y su respectivo gráfico en las Figuras N°18 y N°19.  

 

Tabla N°12 Promedio de resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 105 UFC/mL. 

Hora UFC/mL 

0 
1.80E+05 

24 
2.00E+05 

48 
1.10E+06 

72 
1.40E+06 

 

 

 

Figura N°18 Blanco del patógeno Escherichia coli en concentración 105 

UFC/mL. 
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Tabla N°13 Promedio de resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 106 UFC/mL. 

Tiempo (Horas) UFC/mL 

0 
1.50E+06 

24 
3.20E+06 

48 
1.50E+07 

72 
2.70E+07 

 

 

 

Figura N°19 Blanco del patógeno Escherichia coli en concentración 106 

UFC/mL. 

 

5.3.6 Toma de pH inicial y final de Bebidas 

 

El pH obtenido en las bebidas realizadas en el pre-ensayo mostraba un pH 

inicial y final de 5.0, según las tiras reactivas utilizadas. (Figura N°84).  
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5.4. Ensayo 

 
5.4.1. Identificación morfológica 

 
Se realizó la identificación morfológica de las dos cepas bacterianas utilizadas 

como probiótico en el alimento funcional.  

La morfología macroscópica vista a partir del crecimiento bacteriano en medio 

agar MRS  incluía dos tipos diferentes, un crecimiento en forma de hojuelas 

café tenue dentro del medio agar MRS  y otras colonias en forma circular blanco 

lechoso por encima del medio agar MRS.  (Ver Figura N° 20) 

 

 

Figura N° 20 Morfología macroscópica de probióticos utilizados en el alimento 

funcional. 
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En el caso de la morfología microscópica, se le realizó una tinción al gram, en la 

cual se observaron los dos tipos diferentes de colonias obtenidas en el medio 

agar MRS. En el caso de la colonia circular lechosa presentaban una morfología 

de bacilos cortos gram positivo  (Ver Figura N° 21).  Las colonias en forma de 

hojuela no se lograron identificar microscópicamente debido a su disposición en 

el medio MRS.  

 

 

Figura N° 21 Morfología microscópica de probióticos utilizados en el alimento 

funcional (Colonia circular). 
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5.4.2 Formulación del alimento nutricional. 

En el trabajo se formuló el alimento funcional con 2 sabores diferentes (fresa y 

naranja) para luego seleccionar solo uno de ellos dos y así realizar los ensayos 

descritos. Cabe destacar que las formulaciones se realizaron sin tomar en 

cuenta el peso del probiótico, ya que esta materia prima se incorporará al final a 

cada unidad de peso (bolsa individual) por la dificultad que se presenta en el 

mezclado de un microorganismo con los polvos y así poder asegurar que el 

microorganismo se encuentre en la dosis adecuada en cada bolsa; sin embargo 

en la Industria se cuenta con la maquinaria adecuada para mezclar estos polvos 

y no tener problemas de homogeneidad.  

En cada formulación, se parte que el alimento debe llevar el 1% de caseinato de 

calcio y se sabe que un vaso es equivalente a 250 mL de bebida, por lo tanto en 

un vaso el contenido de caseinato debe ser de 2.5 gramos. Luego estos 2.5 

gramos de Caseinato se debe convertir a un porcentaje de producto para poder 

formular de acuerdo a porcentajes de materia prima, lo que equivale al 16.66% 

de caseinato de calcio en la formulación (fórmula cuantitativa) (Ver cálculos en 

Anexo N° 8) 

Otro punto a considerar es que el peso de cada bolsa es de 15 gramos y este 

surgió de experimentos sensoriales de sabor y olor de diferentes peso en un 

vaso con agua; es decir, que se probó con 8 gramos de producto, con 10 

gramos y hasta llegar a 15 gramos disueltos en los 250 mL de agua que originó 

un sabor y olor agradable.  

En el cuadro N°4 se detalla las materias primas utilizadas en la formulación y la 

función que esta realiza dentro de la fórmula, así como también en el Anexo 

N°15 se muestra las imágenes de las materias primas en sus empaques.  
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Cuadro N°4 Función de materias primas dentro de la formulación.  

 

Materia prima 

 

Función en la formulación 

 

Probiótico LA-5 + BB-12 

 

Aporte Funcional al alimento 

 

Caseinato de calcio 

 

Aporte nutricional de proteína de la 

leche 

 

Ácido cítrico 

 

Regulador de acidez, potenciador de 

sabor 

 

Color Carmín 

Color Annato 

 

Modificador organoléptico de color 

 

Sabor Fresa 

Sabor Naranja 

 

Modificador organoléptico de sabor 

 

Dextrosa anhidra 

 

Edulcorante, vehículo 

 

Probióticos 

La cantidad en gramos de probióticos utilizada en cada formulación (F1 y F2) 

depende de lo que el producto rotule de UFC, en este caso el proveedor del 

producto recomendó trabajar con los mismos pesos que el ABY-3, ya que son 

equivalentes.  

 
Caseinato de calcio (Ver Figura N°68) 

El caseinato de calcio se utilizará al 1% para brindar el aporte nutricional debido 

a que es una proteína de alto valor biológico propia de la leche, se administra a 
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personas que por intolerancia a la lactosa no pueden ingerir ni leche, ni 

productos lácteos debido a su bajo contenido de lactosa. (1) 

 
Ácido cítrico (48) (Ver Figura N°69) 

El ácido cítrico se inicio utilizando en las formulaciones al 0.1% como regulador 

de acidez, luego se encontró en la monografía que este al utilizarlo en una 

cantidad mayor al 0.3% (46) es utilizada para potenciar el sabor a bebidas, por lo 

que en los últimos experimentos se utilizó al 0.3% y en efecto el sabor de las 

bebidas aumentó.  

 
Colorantes y Saborizantes (9) 

Los colorantes y saborizantes utilizados son de origen natural, se utilizan para 

resaltar las propiedades originales de los alimentos de forma natural, y de esa 

forma evitar el uso de pigmentos y sabores sintéticos. (9) Los utilizados en esta 

formulación son los siguientes: 

Colorante natural Annato (7)(Ver Figura N°71 y N°75) 

Se obtiene  de las semillas del arbusto de Bixa Orellana (Achiote). Su rango de 

color va de anaranjado amarillento a anaranjado rojizo. Es utilizado en lácteos 

como una excelente opción para algunos tipos de queso.   Tienen buena 

resistencia a la exposición de la luz y estables al calor.(7) 

 
Colorante natural Carmín (8) (Ver figura N°70 y N°72) 

 El ácido carmínico se extrae de ciertos insectos de la familia Coccidae, que 

habitan en algunas especies de cactus. Confiere a los alimentos un color rojo 

muy agradable.  Algunos ejemplos de aplicaciones son en los productos 



126 
 

cárnicos y lácteos, como el yogur, conservas vegetales,  mermeladas, helados, 

y bebidas, tanto alcohólicas como no alcohólicas.(8) 

 
Sabores Frutales (10) (Ver Figura N°72 N°76 y N°77) 

Se utilizó el sabor de fresa y el de naranja ya que estos son los más 

seleccionados por la población infantil a la hora de seleccionar bebidas.  

 
Dextrosa Anhidra (48) (Ver Figura N°73) 

La monografía indica que la dextrosa es utilizada como un edulcorante en 

alimentos, (46) es decir, es una materia prima que aporta un sabor dulce al 

alimento. Además de dar esta ventaja de aportar dulzura, característica 

buscada para agradar a la población infantil, esta materia prima nos sirve como 

un vehículo el cual aporta peso al producto debido a que las otras materias 

primas son utilizadas en cantidades muy pequeñas.  

El porcentaje utilizado de dextrosa anhidra en cada formulación se obtiene a 

partir de la resta del 100% menos la sumatoria de todas las materias primas.  

Al final de la formulación se realizó un experimento que consistió en  guardar 

las bebidas reconstituidas de la formulación definitiva en refrigeración durante 

un periodo de 5 días, para verificar que las materias primas no ocasionaran 

sedimento o sobrenadante.  

A continuación, se detallan los dos diferentes sabores de bebidas formuladas 

en el trabajo, el pH obtenido en cada uno y su análisis organoléptico, hasta 

llegar a obtener el más aceptado sensorialmente. 
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5.4.2.1 Formulación del alimento funcional sabor a fresa. 

 
Para la formulación de la bebida con sabor a fresa se llevaron a cabo dos 

experimentos (ExpFr1 y ExpFr2), detallando el porcentaje de materia prima en 

la Tabla N°14. Las imágenes de las bebidas formuladas se encuentran en el 

Anexo N°15. 

El ExpFr1 tuvo como resultado una bebida con un leve sabor y olor a fresa, 

color rosa muy tenue, apariencia lechosa, el cual no cumplía las 

especificaciones buscadas para el producto deseado.  

El ExpFr2 fue una bebida con sabor agradable a fresa, color rosa, siempre con 

apariencia lechosa. El aumentar el porcentaje de ácido cítrico y el porcentaje de 

saborizante originó un mejor sabor de la bebida. Al igual que el aumento del 

porcentaje de colorante dio una mejor apariencia de bebida de fresa (Ver Tabla 

N°14, Porcentaje (%) ExpFr2).   

 

Tabla N°14 Porcentajes de Materia Prima utilizada en la formulación del 

alimento funcional sabor fresa y pH obtenido. 

 

 

 

Materia prima Porcentaje (%) 

ExpFr1 

Porcentaje (%) 

ExpFr2 

Caseinato de calcio 16.66 16.66 

Ácido cítrico 0.1 0.3 

Color carmín 0.1 0.3 

Sabor Fresa 0.5 0.7 

Dextrosa 82.64 82.04 

pH 4.5 4.5 
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5.4.2.2 Formulación del alimento funcional sabor a naranja 

 
Para la formulación de la bebida con sabor a naranja se llevaron a cabo tres 

experimentos (ExpNa1, ExpNa2 y ExpNa3), detallando el porcentaje de materia 

prima en la Tabla N°15. Las imágenes de las bebidas formuladas se encuentran 

en el Anexo N°15. 

El ExpNa1 obtuvo como resultado una bebida con poco a nada sabor a naranja 

y color naranja adecuado para una bebida saborizada de naranja con 

apariencia lechosa. 

Al ExpNa2 se le aumentó en un 0.1% el sabor a naranja obteniendo una bebida 

con sabor tenue a naranja y poco olor a esta. Siempre apariencia lechosa con 

color naranja, por lo que al ExpNa3   se le aumentó el porcentaje de ácido 

cítrico hasta el 0.3% para acentuar el sabor y el porcentaje de saborizante al 

0.5% originando un mejor sabor de la bebida.  

 

Tabla N°15 Porcentajes de Materia Prima utilizada en la formulación del 

alimento funcional sabor naranja y pH obtenido. 

Materia prima Porcentaje (%) 

ExpNa1 

Porcentaje (%) 

ExpNa2 

Porcentaje (%) 

ExpNa3 

Caseinato de calcio 16.66 16.66 16.66 

Ácido cítrico 0.1 0.1 0.3 

Color annato 0.1 0.1 0.1 

Sabor naranja 0.3 0.4 0.5 

Dextrosa 82.74 82.74 82.44 

pH 4.5 4.5 4.5 
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5.4.2.3 Elección de la formulación más adecuada. 

 
El Anexo N°15 muestra la Imagen que analiza si al guardar las bebidas 

reconstituidas de la formulación definitiva (ExpFr2 y ExpNa3) en refrigeración 

durante un periodo de 5 días, las materias primas utilizadas en la concentración 

descrita no ocasionan sedimento o sobrenadante, obteniendo el siguiente 

análisis: 

 
Bebida con sabor a naranja ExpNa3 

Esta formulación ocasionó que algunos de sus componentes formaran una capa 

de flóculos al cabo de unas horas, esto puede ser posible que el color o el sabor 

utilizado no fueron tan solubles en los porcentajes utilizados, pero no daban 

buenas características organolépticas en porcentajes más bajos.  

 
Bebida con sabor a fresa ExpFr2 

Esta formulación originó buenos resultados al cabo de reconstituir el polvo y 

almacenarlo durante 5 días, ya que no hubo presencia de sedimento ni flóculos 

durante este tiempo, reflejando que las materias primas utilizadas y su 

concentración eran las adecuadas, sin embargo el sabor agradable que 

presentaba en el quinto día había desaparecido notablemente. 

 

 Por lo tanto la formulación ExpFr2 es la de elección para continuar los 

siguientes pasos de la metodología. 
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5.4.3 Elaboración del alimento funcional en polvo para reconstituir. 

1. Limpieza de área de fabricación. 

2. Sanitización de área de fabricación. 

3. Pesado de las materias primas en bolsas plásticas estériles de capacidad 

adecuada. 

4. Mezclado de los polvos en una bolsa plástica estéril de capacidad 

adecuada de la siguiente manera: 

- Agregar sobre la dextrosa el saborizante y mezclar durante 3 minutos. 

- Agregar sobre la mezcla anterior el colorante y mezclar por 3 minutos 

- Agregar sobre la mezcla anterior el ácido cítrico y mezclar por 3 

minutos. 

- Agregar sobre la mezcla anterior el caseinato de calcio y mezclar por 

5 minutos. 

5. Una vez mezclados todos los polvos, se pesar el granel. 

6. Dividir el granel en bolsas pequeñas estériles conteniendo 15 gramos 

cada una (cada bolsita representa la unidad de alimento para un vaso 

de 250 mL con agua). 

7. Agregar a cada bolsita la cantidad requerida de probiótico según la 

formulación, es decir para F1 agregar 1.0g y para F2 0.1g.  

8. Mezclar cada bolsita para que el probiótico se encuentre homogéneo en 

todo el contenido. 

9. Guardar estas bolsitas protegidas de la luz con papel aluminio y con sílica 

para evitar humedad.  

10. Para preparar el alimento se toma una bolsa del alimento funcional 

(unidad) y se reconstituye en 250 mL de agua estéril, luego se agita 

hasta la formación de un líquido libre de grumos.  
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5.4.4 Determinación del efecto inhibitorio de Lactobacillus acidophilus 

LA-5® y Bifidobacterium lactis BB-12® en F1 y F2 contra 

Escherichia coli, cepa hospitalaria. 

La determinación del efecto inhibitorio  fue comprobada al evaluar dos 

diferentes concentraciones de probióticos con dos diferentes concentraciones 

de la bacteria patógena (F1COL1, F1COL2, F2COL1 Y F2COL2) en donde F1 

es el probiótico utilizado en una concentración de 108 UFC/mL y F2 con 107 

UFC/mL. El patógeno COL1 a una concentración de 105 UFC/mL y COL2 a 106 

UFC/mL. Los resultados de este análisis se detallan en el Anexo N°16. 

El probiótico ABY-3 utilizado a una concentración logarítmica de 108 y 107 

UFC/mL posee un efecto inhibitorio contra el patógeno Escherichia coli, 

disminuyendo 2 logaritmos de células viables en las dos concentraciones 

inoculadas de patógeno durante 4 días de análisis, tal como lo muestra la Tabla 

N°16, en donde se detalla la media aritmética de los tiempos de cada 

combinación y su respectivo gráfico en la Figura N°22. 

 

Tabla N°16 Promedio de  resultados de la determinación del efecto inhibitorio 

de Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis    

BB-12® contra Escherichia coli, cepa hospitalaria en formulación F1 

y F2. 

Tiempo 
(Horas) 

F1COL1 UFC/mL F1COL2 UFC/mL F2COL1 UFC/mL F2COL2 UFC/mL 

0 2.20E+05 2.30E+06 4.40E+05 2.50E+06 

24 1.20E+05 1.00E+06 3.50E+05 2.40E+06 

48 4.60E+04 5.10E+05 2.20E+05 5.00E+05 

72 4.00E+03 3.70E+04 8.60E+03 7.90E+04 
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Figura N°22 Efecto inhibitorio de Lactobacillus acidophilus LA-5® y 

Bifidobacterium lactis    BB-12® contra Escherichia coli, cepa 

hospitalaria en formulación F1 y F2. 
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La cinética de muerte  de Escherichia coli para ambas formulaciones fue de 

Primer orden, dato obtenido  de acuerdo a las gráficas Ln de concentración 

versus el tiempo al convertir las medias de UFC/mL de Escherichia coli de cada 

día al Ln de la concentración (Ln UFC/mL), como muestra la Tabla N°17 y así 

linealizar el gráfico, obteniendo la ecuación de la línea recta y con ello la 

pendiente de cada una, que en este caso es la rapidez de muerte del patógeno 

con una pendiente negativa debido a que la bacteria patógena ha sido inhibida.   

La Figura N°23 muestra la cinética de muerte del patógeno, con los promedios 

de la tabla N°17. 

 

Tabla N°17 Promedio de  resultados de la determinación del efecto inhibitorio 

de Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis    

BB-12® contra Escherichia coli, cepa hospitalaria en formulación 

F1 y F2, convertido a Logaritmo natural (Ln). 

Tiempo 
(Horas) 

F1COL1 UFC/mL F1COL2 UFC/mL F2COL1 UFC/mL F2COL2 UFC/mL 

0  12.3  12.99  14.65  14.73  

24  11.7  12.77  13.81  14.69  

48  10.74  12.3  13.14  13.12  

72  8.3  9.06  10.52  11.28  
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Figura N°23 Cinética de muerte de Escherichia coli, cepa hospitalaria en el 

ensayo 

La Tabla N°18 muestra las pendientes obtenidas para cada combinación, las 

cuales surgen de la ecuación de la línea recta de cada uno. Esta pendiente es 

negativa debido a que la bacteria patógena ha sido inhibida.  

A mayor pendiente mayor rapidez de muerte, resultando para el ensayo que la 

cinética de muerte de Escherichia coli para F1COL1 Y F1COL2 poseen una 

cinética de muerte muy similar (0.0540 y 0.0544 respectivamente) como se 

detalla en la Tabla N°18. Es decir, que la cinética de muerte fue mucho mayor 

donde el probiótico estaba inoculado en una concentración de 108 UFC/mL (F1) 

que donde el probiótico se encontraba en una concentración de 107 UFC/mL 

(F2). 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Ln
 U

FC
/m

L 
d

e
 E

sc
h

er
ic

h
ia

 c
o

li

Tiempo (horas)

Cinética de muerte de Escherichia coli

F1COL1

F2COL1

F1COL2

F2COL2



135 
 

Tabla N°18 Ecuación de la línea recta y  Cinética de muerte de Escherichia coli 

en el ensayo. 

Combinación  Ecuación de la línea recta  Cinética de muerte  

F1COL1 Y= -0.054x + 12.704 0.0540 

F1COL2 Y= -0.0544x + 14.989 0.0544 

F2COL1 Y= -0.0511x + 13.619 0.0511 

F2COL2 Y= -0.0497x + 15.243 0.0497 

 

 

5.4.5 Análisis Estadístico ANOVA. (40) 

 

En esta investigación se decidió utilizar el Análisis de Varianza Multifactorial 

(ANOVA), debido a que se buscaba evaluar la interacción de tres factores en 

los 384 conteos de UFC/mL realizados, los cuales son: la concentración del 

patógeno Escherichia coli como variable dependiente del tiempo y la 

formulación. 

El modelo utilizado fue el siguiente: 

Yijk = μ + αi + βj+(αβ)ij + εijk 

Donde: 

Yijk: Valores individuales de UFC/mL de Escherichia coli. 

μ: Media de los valores individuales de UFC/mL de Escherichia coli. 

αi:Efecto del tiempo sobreYijk. 
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βj: Efecto de la formulación sobre Yijk. 

(αβ)ij: Interacción de αi y βj sobreYijk. 

εijk: Efecto del error aleatorio no controlado. 

 

Planteamiento de la hipótesis según el modelo: 

Hipótesis nula. 

H0 = F1COL1 = F1COL2 = F2COL1 = F2COL2 en el efecto inhibitorio contra 

Escherichia coli. 

Las dos bebidas formuladas con probióticos no poseen una diferencia 

significativa en el efecto inhibitorio contra Escherichia coli. 

 

Hipótesis alternativa. 

Hi = F1COL1 ǂ F1COL2 ǂ F2COL1 ǂ F2COL2 en el efecto inhibitorio contra 

Escherichia coli. 

Las dos bebidas formuladas con probióticos poseen una diferencia significativa 

en el efecto inhibitorio contra Escherichia coli. 

 

Se utilizó el método estadístico Análisis de Varianza Multifactorial (ANOVA), con 

la prueba Mínima Diferencia Significativa (LSD), debido a que la concentración 

del patógeno dependía de dos factores, los cuales son concentración de 

probiótico y tiempo. Para este caso solamente tomaremos en cuenta el análisis 

de Varianza Concentración.  
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Tabla N°  19 Análisis de Varianza, Concentración. 

Analysis of Variance for CONCENTRACIÓN - Type III Sums of Squares 

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 

MAIN EFFECTS      

 A:FORMULACIÓN 1.0221E14 3 3.40698E13 68.17 0.0000 

 B:TIEMPO 1.04797E14 3 3.49324E13 69.90 0.0000 

RESIDUAL 1.88403E14 377 4.99744E11   

TOTAL (CORRECTED) 3.9541E14 383    

All F-ratios are based on the residual mean square error. 

 

 

En la tabla  N°  19 se observa  que el valor de “P-value” es menor a 0.05 lo cual 

indica que hay un diferencia significativa con un 95% de confianza con 3 grados 

de libertad entre las concentraciones del patógeno, Escherichia coli. 

Se aplicó la prueba múltiple de rango para determinar en cual formulación 

existe una mayor inhibición del patógeno, obteniendo como resultado que la 

formulación F1 inhibió mayormente a la Escherichia coli, como se observa en la 

siguiente tabla:  

 

Tabla N°  20 Prueba múltiple de rango 

Multiple Range Tests for CONCENTRACIÓN by FORMULACIÓN 

 

 

Contrast Sig. Difference +/- Limits 

F1COL1 - F1COL2  * -858430. 200631. 

F1COL1 - F2COL1  -156324. 200631. 

F1COL1 - F2COL2  * -1.26675E6 200631. 

F1COL2 - F2COL1  * 702106. 200631. 

F1COL2 - F2COL2  * -408322. 200631. 

F2COL1 - F2COL2  * -1.11043E6 200631. 

* denotes a statistically significant difference. 
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Figura N°24 Gráfico de Prueba Múltiple de rango. 

 

En el gráfico anterior se puede observar las diferentes concentraciones de 

Escherichia coli, al estar en contacto con 2 concentraciones de probióticos. Se 

puede inferir que las concentraciones de probiótico afecta significativamente la 

inhibición de este patógeno y de la misma manera se puede verificar que hay 

una mayor inhibición en las formulaciones donde se ha inoculado el patógeno a 

menor concentración, es decir, COL1.  

Por todo el análisis estadístico realizado se rechaza la hipótesis nula, debido a 

que existe una diferencia significativa en el efecto inhibitorio contra Escherichia 

coli en las dos bebidas formuladas con probióticos. 

 

5.4.6  Determinación de la viabilidad de probióticos en F1 y F2. 

 

La concentración del probiótico se mantuvo en un logaritmo constante, es decir, 
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de análisis, habiendo una pequeña disminución del probiótico donde se 

encontraba en contacto con la E. coli La viabilidad del probiótico se evaluó 

durante 4 días consecutivos como indica la metodología en el numeral 4.3.5.5, 

haciendo conteos de este en la hora 0, 24 y 48 de análisis.  

Para este análisis, caso diferente en el pre-ensayo el probiótico se mantuvo 

dentro del mismo logaritmo de concentración, tanto en el blanco de este y en 

las bebidas inoculadas con Escherichia coli. (108 UFC/mL de probiótico). 

La tabla N°21 muestra lo detallado anteriormente y se visualiza de una mejor 

manera en la Figura N°25, donde se grafica el promedio de la concentración de 

los probióticos a través del tiempo; los resultados de los conteos se encuentran 

en el Anexo N°16. 

 

Tabla N° 21 Comparación de resultados de la determinación de la viabilidad de 

probióticos  en F1 y F2. 

Hora UFC/mL 
probiótico 

blanco 

UFC/mL de 
probiótico  

+ E. 
coli10^5 

UFC/mL de 
probiótico+       
E. coli 10^6 

UFC/mL 
probiótico 

blanco 

UFC/mL de 
probiótico  + 
E. coli10^5 

UFC/mL de 
probiótico+       
E. coli 10^6 

0 2.60E+08 2.60E+08 2.30E+08 2.90E+07 2.50E+07 2.60E+07 

24 2.60E+08 2.60E+08 2.20E+08 2.90E+07 2.20E+07 1.90E+07 

72 1.90E+08 1.30E+08 1.80E+08 2.80E+07 2.10E+07 1.90E+07 
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Figura N° 25 Comparación de la viabilidad de probióticos  en F1. 

 

En el análisis de la viabilidad de los probióticos en la formulación F2 se mantuvo 

en una concentración constante desde el momento de su reconstitución hasta la 

hora 72 de análisis en el caso del blanco mientras que donde se encontraba en 

contacto con el patógeno, las UFC/mL del probiótico disminuyeron ligeramente, 

siempre manteniéndose en el mismo logaritmo de concentración en el cual 

fueron inoculadas.   

La tabla N° 21 muestra lo detallado anteriormente y se visualiza de una mejor 

manera en la Figura N°26, donde se grafica el promedio de la concentración de 

los probióticos a través del tiempo; los resultados de los conteos se encuentran 

en el Anexo N°16. 
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Figura N° 26 Comparación de la viabilidad de probióticos en F2. 

 

5.4.7 Blanco del patógeno Escherichia coli. 

 
Este análisis se realizó de acuerdo a la metodología descrita en 4.3.5.6 en 

donde se  evaluó el posible efecto inhibitorio que poseen los componentes del 

alimento funcional a excepción del probiótico sobre la bacteria patógena 

Escherichia coli. En este caso estos componentes incluyen los descritos en la 

Tabla N°14 en el ExpFr2. 

El comportamiento de la viabilidad de la bacteria patógena, Escherichia coli, sin 

probióticos adicionados, se mantuvo constante en el mismo logaritmo durante 

las primeras horas del análisis, sin embargo, en las horas siguientes hubo un 

aumento exponencial de un logaritmo de concentración. 

La Tabla N° 22 y N°23 muestran los promedios de los resultados del análisis del 

blanco del patógeno, y su respectivo gráfico en las Figuras N°27 y N°28.  
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Tabla N° 22 Promedio de resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli 

en concentración 105 UFC/mL. 

Hora UFC/mL 

 
0 3.30E+05 

 
24 7.80E+05 

 
48 1.80E+06 

 
72 5.10E+06 

 

 

Figura N° 27  Blanco del patógeno Escherichia coli en concentración              

105  UFC/mL. 
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Tabla N° 23 Promedio de resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli 

en concentración 106 UFC/mL. 

Tiempo (Horas) UFC/mL 

 
0 3.90E+06 

 
24 5.90E+06 

 
48 1.20E+07 

 
72 6.30E+07 

 

 

 

Figura N° 28 Blanco del patógeno Escherichia coli en concentración               

106  UFC/mL. 
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5.4.8 Prueba preliminar de estabilidad 

 

Para poder evaluar la estabilidad del probiótico junto a la mezcla de materias 

primas que conforman el producto, se realizó el procedimiento que detalla la 

metodología en el numeral 4.3.5.7 en la cual define que al producto en polvo se 

le debe realizar un análisis de viabilidad de probióticos en los días 0, 15 y 30 de 

almacenamiento.  

Para ambas formulaciones se obtuvo como resultado que el probiótico se 

mantuvo en la misma concentración logarítmica a lo largo del mes de análisis, 

por lo que representa que los polvos con los que estuvo en contacto no 

constituyen un problema para la estabilidad del microorganismo probiótico. 

Además se evaluó el pH al reconstituir el alimento y éste se mantuvo en 4.5. 

 

5.4.8.1 Prueba preliminar de estabilidad para F1. 

Los resultados de los conteos para la Prueba preliminar de estabilidad para F1, 

se encuentran en el Anexo N°16, mostrando las medias de los resultados en la 

Tabla N°24, donde se observa que el probiótico se mantuvo en el mismo 

logaritmo de concentración desde el día cero hasta el día 30 de análisis. 

 

Tabla N° 24 Promedio de la viabilidad de probióticos en F1 en los días 0, 15 y 

30 de almacenamiento.  

Día de análisis UFC/mL de probiótico 

Cero 2.38E+08 

15 1.65E+08 

30 1.47E+08 
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Figura N° 29 Viabilidad de probióticos en F1 en los días 0, 15 y 30 de 

almacenamiento.  

 

El gráfico anterior (Figura N°29)  muestra como varía la concentración del 

probiótico a través de un periodo de 30 días, manteniéndose en el mismo 

logaritmo de concentración para F1, es decir, en un logaritmo de 108 UFC/mL.  

 

5.4.8.2 Prueba preliminar de estabilidad para F2. 

Los resultados de los conteos para la Prueba preliminar de estabilidad para F2, 

se encuentran en el Anexo N°16, mostrando las medias de los resultados en la 

Tabla N°25, donde se observa que el probiótico se mantuvo en el mismo 

logaritmo de concentración desde el día cero hasta el día 30 de análisis. 
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Tabla N° 25 Promedio de la viabilidad de probióticos en F2 en los días 0, 15 y 

30 de almacenamiento.  

Día de análisis  UFC/mL de probiótico  

Cero 2.36E+07 

15 1.75E+07 

30 1.20E+07 

 

 

 

Figura N° 30 Viabilidad de probióticos en F2 en los días 0, 15 y 30 de 

almacenamiento.  

 

El gráfico anterior (Figura N°30) muestra como varía la concentración del 

probiótico a través de un periodo de 30 días, manteniéndose en el mismo 

logaritmo de concentración para F1, es decir, en un logaritmo de 108 UFC/mL. 
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5.4.9 Evaluación de las cepas probióticas frente a la resistencia 

contra el  pH ácido del estómago y a sales biliares. 

 

Para poder evaluar si las cepas bacterianas utilizadas en la formulación del 

alimento funcional cumplen los requisitos establecidos por la OMS/FAO (42) para 

ser considerado probiótico se realizó el procedimiento de la metodología 

detallado en el numeral 4.3.5.8.  

El porcentaje de sobrevivencia de las células se determinó mediante la fórmula 

detallada a continuación:  

 

% = (Log UFC N1 / Log UFC N2) * 100 

 

En donde: 

 N1 es el total de unidades formadoras de colonias obtenidas en el recuento 

después de la incubación en agar MRS  

 N2 es el Número inicial de Probióticos inoculados, es decir un blanco.  

 

La Tabla N° 26  describe el conteo de UFC/mL de probióticos del blanco y luego 

de haber estado  en contacto con un pH ácido (sistema A) y con sales biliares 

(sistema B) incubado a 37°C durante 2 horas en anaerobiosis al 5% de CO2, 

tomando como dato para realizar el cálculo el promedio de las UFC/mL de cada 

sistema.  
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Tabla N° 26 Conteo de UFC/mL de probióticos del blanco, sistema A (pH ácido) 

y Sistema B (sales biliares). 

UFC/mL  
blanco 

UFC/mL 
Sistema A 

UFC/mL  
Sistema B 

4.10E+06 3.83E+05 2.35E+06 

3.80E+06 3.25E+05 2.42E+06 

3.60E+06 4.00E+05 1.90E+06 

4.00E+06 5.00E+05 1.80E+06 

4.00E+06 0.00E+00 1.00E+06 

3.00E+06 0.00E+00 2.00E+06 

 
3.75E+06 

 
2.68E+05 

 
1.91E+06 

 
Promedio UFC/mL   
 

 

 

La tabla anterior indica que el resultado del blanco (N2) fue de 3.75E+06 

UFC/mL, es decir el número inicial de probióticos. También indica las UFC/mL 

de los probióticos luego de someterse a los dos factores de estrés, resultando 

2.68E+05 UFC/mL, luego de estar en contacto con acidez y de 1.91E+06 

UFC/mL luego de estar en contacto con las sales biliares.  

 

 

Figura N°31 Evaluación de las cepas probióticas frente a la resistencia contra el 

pH ácido del estómago y a sales biliares. 
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La Figura N°31, especifica como se ve la diferencia entre la reducción de las 

UFC/mL en cada sistema, siendo el rectángulo azul el blanco con una 

concentración inicial de 3.75E+06 UFC/mL y el rectángulo rojo del sistema A, 

las UFC/mL luego de estar en contacto las cepas probióticas con ácido y por 

último el rectángulo rojo del sistema B, las UFC/mL luego de estar en contacto 

las cepas probióticas con las sales biliares.  

Las siguiente fórmula representan la evaluación de las cepas probióticas frente 

a la resistencia contra el  pH ácido del estómago, teniendo un porcentaje de 

sobrevivencia del probiótico del 82.57% y la resistencia frente a las sales 

biliares con  un 95.54%  

 

LogUFCN1

LogUFCNo
X 100 

Log 2.68E + 05

Log 3.75E + 06
X 100 

                       % Resistencia frente a acidez = 82.57% 

 

LogUFCN1

LogUFCNo
X 100 

Log 1.91E + 06

Log 3.75E + 06
X 100 

                      % Resistencia frente a sales biliares = 95.54% 
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5.4.10 Toma de pH inicial y final de Bebidas. 

 

Para realizar el alimento nutricional se debía contar con pH un poco más ácido 

que el obtenido en el pre-ensayo; para ello se utilizó la materia prima ácido 

cítrico que además ayudaba a resaltar el sabor.  

El pH que tenia la bebida con probióticos  era un pH que no afectara 

directamente la inhibición de la Escherichia coli, ya que este patógeno tiene un 

pH mínimo de crecimiento de 4.4 y un óptimo de 6-7(31). En cambio los 

probióticos si pueden sobrevivir a pH ácido debido a sus características.  

A cada bebida se le tomó el pH con tiras reactivas, las cuales indicaban un pH 

inicial y final de 4.5 para todas las bebidas. (Ver Figura N°97). 
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6.0 CONCLUSIONES 

 

1. El el pre-ensayo en donde se evaluó la mezcla de probióticos 

termolábiles, Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis BB-

12®, en la bebida con caseína, se disminuyó 2 logaritmos en las UFC/mL 

del patógeno Escherichia coli a dos diferentes concentraciones. 

 

2. La formulación de la bebida a base de caseína y probióticos con color 

rojo carmín y saborizante fresa presentó mejores características 

organolépticas y mejor estabilidad al dejarlo reconstituido con agua 

durante 5 días en refrigeración (3°C), es por esto que ésta formulación 

fue la utilizada para los análisis realizados en el ensayo. 

 

3. Todas las concentraciones de probióticos probadas en los análisis 

mostraron una inhibición de la bacteria patógena Escherichia coli, de dos 

logaritmo; haciéndola llegar a una concentración menor a la dosis 

infecciosa causante de diarrea en niños (103 UFC/mL). 

 

4. Al analizar el comportamiento de la bacteria patógena frente a la bebida 

formulada, sin la adición de probióticos, se pudo observar el aumento de 

la concentración de la bacteria patógena, Escherichia coli, concluyendo 

que los responsables directos de la inhibición del patógeno fueron los 

probióticos y no algún otro componente de la bebida.  

 

 

5. En el caso de la prueba preliminar de estabilidad para ambas 

formulaciones el probiótico se mantuvo en la misma concentración 

logarítmica a lo largo de los 30 días de análisis, cumpliendo lo que dicta 

el Reglamento Técnico Centroamericano, RTCA 67.01.60:10 (2012). 

Etiquetado nutricional de productos alimenticios preenvasados para 

consumo humano para la población a partir de 3 años de edad. 
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6. El pH de las bebidas se mantuvo constante durante los 4 días de 

análisis, obteniendo como resultado un pH inicial y final de 4.5, al igual 

que en la prueba preliminar de estabilidad, este pH no afecta la viabilidad 

de los probióticos ni de la bacteria patógena, Siendo el idóneo para los 

análisis realizados en donde los probióticos se encontraban dentro del 

mismo medio con el patógeno. 

 

7. Según los resultados de la evaluación de las cepas probióticas frente al 

pH ácido del estómago y las sales biliares, estas presentas una alta 

resistencia a estos, siendo del 82.57% y 95.54% respectivamente. Como 

consecuencia las cepas utilizadas en el ensayo (Lactobacillus 

acidophillus LA-5®, y Bifidobacterium lactis BB-12®) son consideradas 

cepas probióticas según las directrices de evaluación de la FAO/OMS, ya 

que los porcentajes de resistencia a los factores de estrés (pH ácido del 

estómago y a sales biliares) son relativamente altos.  

 

8. La hipótesis nula planteada se rechaza ya que existe una diferencia 

significativa en las concentraciones de la bacteria patógena, Escherichia 

coli, lo que significa que el efecto inhibitorio que ejercieron los 

probióticos, no es el mismo, varía dependiendo de la concentración de 

probióticos utilizadas, así como también la concentración del patógeno 

con el cual esta en contacto. Se utilizó el método estadístico Análisis de  

Varianza Multifactorial (ANOVA) y la prueba de diferencia mínima  

significativa (LSD) para obtener los valores de “P-value” y rechazar la 

hipótesis 

 

9. Con la prueba preliminar de estabilidad se logró comprobar que la 

concentración de probióticos, que inicialmente se utilizó para la 
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formulación de la bebida, se mantuvo constante durante un período de 

30 días, por lo tanto  su capacidad de inhibir a la bacteria patógena 

Escherichia coli se conservó durante este período de tiempo. 
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CAPITULO VII 

RECOMENDACIONES 
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7.0 RECOMENDACIONES 

 

1. Que el producto formulado en este trabajo de Investigación se le realice 

un estudio de estabilidad por un periodo mayor de tiempo, para poder 

evaluar más detalladamente la estabilidad que estas bacterias 

probióticas presentan a lo largo del tiempo junto a la mezcla de los 

demás polvos y de esta forma poder determinar la vida útil del producto y 

poder comercializarlo. 

 

2. Realizar un control de calidad y una investigación del material de 

empaque primario, éste tiene que proteger las características del 

producto durante su almacenamiento,  ya que es el que está en contacto 

directo con las cepas bacterianas probióticas. El presente trabajo no 

englobaba la evaluación del material de empaque que mejor se adecue 

al producto; Sin embargo  las bolsas que contenían las mezclas de 

polvos, se protegieron de la luz directa y de la humedad con papel 

aluminio y sílica, respectivamente. 

 

3. Que para la comercialización de este producto se le recomienda poner 

atención en el tipo de manufactura utilizada en este trabajo de 

investigación ya que se realizó de esta manera con fines didácticos  y ya 

en la Industria  se cuenta con los recursos necesarios para la 

manufactura correcta de este producto.  

 

4. Dar a conocer a la población Salvadoreña por medio de Organismos 

Gubernamentales y no gubernamentales, que no solo el yogurt contiene 

probióticos sino que también otro tipo de alimentos que además 

proporcionan aporte nutricional, tal es el caso del producto formulado en 

este trabajo de investigación.  
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5. Que en futuros trabajos  realicen una evaluación de las cepas probióticas 

investigadas en este trabajo con otros patógenos causantes de 

enfermedades gastrointestinales y así determinar el efecto inhibitorio que 

estos presentan ante los microorganismos causantes de diarreas 

infantiles. 
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 GLOSARIO (6) (16) (17) (23) (25) (26) (29) (38) (44) (46) 

 

- Aerotolerante: Bacterias del ácido láctico, aunque pueden CRECER en 

presencia de Oxígeno, no pueden utilizarlo, Sino Que obtienen Energía 

exclusivamente porción fermentación. 

 

- Anaerobios Facultativos: Microorganismos aeróbicos, que pueden 

desarrollarse en ausencia de oxígeno, por medio de la fermentación. 

 

 

- Anaerobios: Los organismos anaerobios o anaeróbicos son los que no 

utilizan oxígeno (O2) en su metabolismo, más exactamente que el 

aceptor final de electrones es otra sustancia diferente del oxígeno. 

 

- Bacterias ácido lácticas: Microorganismos productores de ácido láctico 

como producto final de su metabolismo. 

 

 

- Bacteriocinas: son péptidos biológicamente activos que tienen 

lacapacidad de inhibir el crecimiento de otros miembros de la misma 

especieproductora o miembros de distintos géneros bacterianos. 

 

- Cadena de frío: Es una cadena de suministro de temperatura 

controlada. Una cadena de frío que se mantiene intacta garantiza al 

consumidor que el producto de consumo que recibe se ha mantenido 

dentro de un intervalo de temperaturas durante la producción, el 

transporte, el almacenamiento y la venta. 
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- Caseína: Principal proteína de la leche y sus derivados, y que presenta 

unelevado valor biológico por su composición en aminoácidos. 

 

- Cepa: Unidad taxonómica. La cepa o clon puede considerarse como 

unapoblación de características idénticas. 

 

 

- Diarrea: Síndrome caracterizado por un incrementado en la frecuencia, 

el peso y/o el contenido de agua en las heces. 

 

- Enterocito: Células epiteliales del intestino encargadas de absorber 

diversas moléculas alimenticias y transportarlas al interior del organismo 

(perteneciente en ser humano y en animales). Se encuentran en 

el intestino delgado, intestino grueso y en el colon. 

 

 

- Inmunoglobulina A: Clase predominante de anticuerpo en las 

secreciones seromucosas del organismo como saliva, lágrimas, 

calostro, leche y secreciones respiratorias, gastrointestinales y 

genitourinarias. Actúan como la defensa inicial contra 

los patógenos invasores (virus y bacterias) antes de que penetren en 

el plasma; identifican los antígenos patógenos e impiden que se instalen 

en las mucosas. 

 

- Microaerofilia: Condiciones de baja y estricta concentración de oxígeno 

que requieren determinados organismos para su desarrollo, conocidos 

como microaerófilos. 
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- Microorganismos Viables: Aquellos que se encuentran en formas 

capacesde vivir y reproducirse. 

 

- pH: Valor o escala de valores exponenciales (logaritmo negativo de 

laconcentración de iones H+), utilizada para expresar la acidez (valores 

de 0a 7) o alcalinidad (valores de 7 a 14) de un medio. 
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ANEXO N° 1 

Datos Epidemiológicos del Hospital Nacional de Niños Benjamín 

Bloom. (35) 
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Figura N°32 Datos Epidemiológicos del Hospital Nacional de Niños Benjamín 

Bloom. 
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Figura N°32 Continuación de Datos Epidemiológicos del Hospital Nacional de 

Niños Benjamín Bloom 
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Figura N°32 Continuación de Datos Epidemiológicos del Hospital Nacional de 

Niños Benjamín Bloom 
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Figura N°32 Continuación de Datos Epidemiológicos del Hospital Nacional de 

Niños Benjamín Bloom 
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ANEXO N° 2 

Informe de análisis de identificación de cepa patógena Escherichia coli 

dada por el Laboratorio de Análisis Clínico, Departamento de 

Bacteriología del Hospital Nacional de Niños Benjamín Bloom. 

 

Figura N°33 Informe de análisis de identificación de la cepa patógena 

Escherichia coli. 
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ANEXO N° 3 

Procedimientos a realizar para la identificación de la cepa 

patógena Escherichia coli 
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Tomar con un asa estéril 

una colonia aislada de E. 

coli, cepa hospitalaria. 

Extenderlo sobre una gota 

de solución salina en un 

porta objeto de vidrio, para 

formar una película. 

Flamear el frotis y luego 

deje secar cerca del 

mechero. 

Aplicar al frotis unas cuantas 

gotas de solución de cristal 

violeta y dejar actuar durante  

un minuto. 

Enjuagar con agua destilada y 

agregar unas gotas de lugol, 

dejar actuar un minuto.  
Enjuague con agua destilada y 

decolorar de inmediato con 

alcohol-acetona. Luego enjuague 

con agua destilada. 

Figura N° 34 Frotis bacteriano y tinción gram. 



180 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Después adicione gotas 

de safranina hasta cubrir 

el frotis, espere 1minuto y 

enjuague con agua 

destilada 

Elimine el exceso de 

agua y secar con papel 

toalla para quitar la 

humedad. 

Observe al microscopio y 

determine la morfología 

Figura N° 34 Continuación frotis bacteriano y tinción gram. 
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Figura N° 35  Pruebas bioquímicas. 

 

A partir de la E. coli previamente 

identificada en medio selectivo EMB, 

se inoculará en agar TSA y a partir de 

este realizaran las pruebas 

bioquímicas  

Los tubos con agar TSI y Citrato 

se inocularan por picadura hasta 

el fondo del tubo y  por estría  en 

la superficie. 

Para la prueba de movilidad 

el microorganismo se 

inoculara por picadura 

hasta el fondo del tubo con 

el asa en punta. 

Incubar los tubos a 37±2 ºC 

durante 24- 48 horas. 

Realizar la lectura de los 

tubos mediante la 

comparación con tubos 

control, que contienen los 

mismos medios de cultivo 

pero sin microorganismo 

inoculado. 

Inocular los tubos  que 

contienen RM, VP, Indol 

con una colonia aislada 

con asa en anillo.  
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Cuadro N° 8 Lectura de pruebas bioquímicas.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 
Prueba 

 
Procedimiento 

 
Indol 

 
Agregue 5 gotas de éter etílico +5 gotas de 
reactivo de Erlich. Si es (+) color rojo a rojo 

violeta. 
 

 
Rojo de metilo 

 
Agregue 5 gotas de rojo de Metilo. Si es (+) 

color rojo.  
 

 
Voges Proskahuer 

 
Adicione 1 mL de KOH + 15 gotas de alfa-
naftol. Si es (+) color rojo, rosado o violeta. 

 

 
Citrato 

 
Medio de color verde inicial .Cambia a azul 

si la prueba es (+) después de la incubación. 
 

 
Movilidad 

 
Observar el crecimiento del microorganismo. 

 

 
TSI 

 
Ver coloración de bisel y fondo. Observar 

producción de gas y H2S. 
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Cuadro N° 9  Lectura de pruebas api20E 

 

 

PRUEBA SUSTRATO REACCIÓN 
PROBADA 

RESULTADO 
NEGATIVO 

RESULTADO 
POSITIVO 

ONPG ONPG Beta-galoctosidasa Incoloro Amarillo 

ADH Arginina arginina 
deshidrolasa 

Amarillo Rojo-anaranjado 

LDC Lisina Lisina 
descarboxilasa 

Amarillo Rojo-anaranjado 

ODC Ornitidina Ornitidina 
descarboxilasa 

Amarillo Rojo-anaranjado 

CIT Citrato Utilización de citrato Verde palido Azul- azul 
verdoso 

 

H2S 
Tiosulfato Na Producción de H2S Incoloro- 

grisáceo 
 

Deposito negro 

URE Urea Hidrolisis de urea 
 

Amarillo 
 

Rojo-anaranjado 

TDA Triptófano Desaminasa 
 

Amarillo Marrón-rojizo 

IND Triptófano Producción de indol Incoloro- verde 
pálido-amarillo 

Rosa 

VP Piruvato Na Producción de 
acetoina 

Incoloro-rosa 
pálido 

Rosa-rojo 

GEL  Gelatinasa 
 

No difusión Difusión 
pigmento negro 

GLU Glucosa Fermentación/ 
oxidacción 

Azul- azul 
verdoso 

Amarillo grisáceo 

MAN Manitol Fermentación/ 
oxidacción 

Azul- azul 
verdoso 

Amarillo 

INO Inositol Fermentación/ 
oxidacción 

Azul- azul 
verdoso 

Amarillo 

SOR Sorbitol Fermentación/ 
oxidacción 

Azul- azul 
verdoso 

Amarillo 

RHA Ramnosa Fermentación/ 
oxidacción 

Azul- azul 
verdoso 

Amarillo 

SAC Sucrosa Fermentación/ 
oxidacción 

Azul- azul 
verdoso 

Amarillo 

MEL Melibiosa Fermentación/ 
oxidacción 

Azul- azul 
verdoso 

Amarillo 

AMY Amigdalina Fermentación/ 
oxidacción 

Azul- azul 
verdoso 

Amarillo 
 

ARA Arabinosa Fermentación/ 
oxidacción 

Azul- azul 
verdoso 

Amarillo 

OX Oxidasa Citocromo oxidasa Incoloro- 
amarillo 

 

Violeta 
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ANEXO N° 4 

Procedimientos a realizar para el mantenimiento y 

estandarización  de la cepa patógena Escherichia coli 
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Figura N° 36  Mantenimiento de la bacteria patógena Escherichia coli. 

Cepa patógena Escherichia coli, 

se obtuvo a partir de un 

coprocultivo de niño con diarrea 

del Hospital Nacional de Niños 

Benjamín Bloom. 

Se comprobó la presencia de E. 

coli sembrando colonias 

aisladas en el medio agar EMB, 

dando un resultado positivo, el 

cual se manifiesta con un color 

verde metálico. 

A partir de  

colonias en EMB, 

se inoculó E. coli 

en  tubos y 

criovialescon caldo 

BHI dejándolos 

incubar por 24 

horas a 37°C. 

Luego de su crecimiento 

se colocaron los tubos con 

BHI en refrigeración a 3°C 

y los crioviales en 

congelación a -18°C. 

 

A las tres semanas 

de refrigeración, la 

bacteria crecida en 

caldo BHI se 

procederá a su 

reanimación. 
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Figura N° 37  Estandarización de la bacteria patógena Escherichia coli. 

Criovial con cepa 

patógena de 

Escherichia coli 

Se sembrará en caldo BHI 

para su enriquecimiento y se 

incubará a  37°C por 24 horas 

Se tomará una azada del 

caldo BHI y se sembrará en 

agar EMB. , se incubará a 

37°C por 24 horas 

Se sembrará en agar TSA 

y se incubará a 37°C por 

24 horas 

 

Se preparará una 

solución madre a 

partir de las colonias 

aisladas en TSA con 

15 mL de solución 

salina estéril. 

Se le medirá la absorbancia 

producida a una longitud de 

onda de 620 nm 
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    Figura N° 37 Continuación de  estandarización de la bacteria patógena 

Escherichia coli. 

Esta solución madre se le deberá agregar solución 

salina estéril hasta obtener  una absorbancia entre 

0.2 y 0.3, (absorbancias las bacterias gram 

negativas) para obtener una concentración 

aproximada entre 1.5-5x108 UFC/mL. 

Solución salina 

1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 1 mL 

1 mL 

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10--8 

Se verterá en placa con agar 

para coliformes Chromocult  

por triplicado y se realizará el 

conteo a las 24 horas de 

incubación a 37°C 
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Anexo N°5 

Resultados de los conteos del probiótico ABY-3 que se utilizaron para   

determinar UFC por cada gramo. 

 

 

Para realizar esta determinación se llevó a cabo la metodología del numeral 

3.3.4.1., en la cual describe que se pesó 1.0g de producto ABY-3 y se mezcló 

con 100.0mL de caldo MRS, luego se tomó una alícuota de 1.0mL para el inicio 

de la determinación, es decir, que al tomar 1.0mL tomamos el equivalente de 

0.01g de producto ABY-3.  

 

 

 

 

 

 

Entonces según los resultados de la Tabla N° 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.0 gramos de ABY-3  ----- 100mL de caldo MRS  

     X gramos de ABY-3  ----- 1.0mL de caldo MRS  

                    X= 0.01 gramos de ABY-3 

 

0.01 gramos de ABY-3 ≈ 108 UFC 

0.10 gramos de ABY-3 ≈ 109 UFC 

1.00 gramos de ABY-3 ≈ 1010 UFC 
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Anexo N° 6 

Cálculos utilizados para determinar la cantidad de ABY-3 equivalente a las 

concentraciones de probióticos requeridas. 

 

 

A continuación se presentan las cascadas de dilución utilizadas para la 

formulación F1, la cual es una bebida de 250 mL con una concentración de 

probióticos de 107 UFC/mL.. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



190 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO N° 7 

Procedimientos de los análisis a realizar en el pre-ensayo. 
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Figura N° 38 Tratamiento de la mezcla de probióticos  ABY-3 

Pesar 1 gramos de 

la mezcla de 

probiótico ABY-3 

Disolver con 100 mL 

de caldo MRS 

1 mL 

Para 9 mL de caldo MRS 

10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10--8 10--9 10--10 

Incubar a 37°C ± 2°C con 5% CO2 de 

48 a 72 horas y luego realizar el 

conteo con agar MRS por 

cuadruplicado. 
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Figura N° 39 Preparación de las Formulaciones F1 y F2 

 

Agregar a un frasco de vidrio estéril con tapón 

de rosca:  

 250 mL Agua estéril  

 Caseínato de calcio al 3.4%  

 Cantidad de probióticos equivalente 

a107 UFC/mL  

Agregar a un frasco de vidrio estéril con tapón 

de rosca:  

 250 mL Agua estéril. 

 Caseínato de calcio al 3.4%  

 Cantidad de probióticos equivalente a 

106 UFC/mL  

F1 

F2 
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Figura N° 40 Determinación del efecto inhibitorio de la mezcla de probióticos 

ABY-3 en F1 contra Escherichia coli 105 UFC/mL. 

 

F1 

Inocular 1 mL de una 

suspensión de 

Escherichia coli 105 

UFC/mL. 

Tomar con 

una pipeta 10 

ml con  y 

agregar esta 

alícuota a un 

frasco de 

vidrio estéril 

con tapón de 

rosca que 

contiene 90 

ml de agua 

peptonada. 
Esta dilución será la 10-1  

donde la Escherichia coli 

estará a una concentración de 

104UFC/mL 

Realizar diluciones seriadas 10 

en 90, hasta la dilución 10-7. A  

pesar que la Escherichia coli 

está a una concentración de 105 

UFC/mL, el probiótico en F1 se 

encuentra 107UFC/mL y se 

utilizaran estas mismas 

diluciones para el conteo de 

estos probióticos. 

Inocular en placa 1mL por duplicado 

de las últimas 3 diluciones (10-5, 10-4 

y 10-3), utilizando agar para 

coliformes (Chromocult).Incubar a 

37˚C por 24 horas. 

Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24, 48 y 72. 
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Figura N° 41 Determinación del efecto inhibitorio de la mezcla de probióticos 

ABY-3en F1 contra Escherichia coli 106 UFC/mL. 

 

F1 

Inocular 1 mL de una 

suspensión de 

Escherichia coli 

106UFC/mL. 

Tomar con 

una pipeta 10 

ml y agregar 

esta alícuota 

a un frasco 

de vidrio 

estéril con 

tapón de 

rosca que 

contiene 90 

ml de agua 

peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  

donde la Escherichia coli 

estará a una concentración de 

105 UFC/mL 

Realizar diluciones seriadas 10 

en 90, hasta la dilución 10-7. A  

pesar que la Escherichia coli 

está a una concentración de 106 

UFC/mL, el probiótico en F1 se 

encuentra 107UFC/mL y se 

utilizaran estas mismas 

diluciones para el conteo de 

estos probióticos. 

Inocular en placa1mL por duplicado 

de las últimas 3 diluciones (10-6, 10-5 

y 10-4), utilizando agar para 

coliformes (Chromocult).Incubar a 

37˚C por 24 horas. 

 
Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24, 48 y 72. 
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Figura N° 42 Determinación del efecto inhibitorio de la mezcla de probióticos 

ABY-3en F2 contra Escherichia coli 105 UFC/mL. 

  

F2 

Inocular 1 mL de una 

suspensión de 

Escherichia coli 105 

UFC/mL. 

Tomar con una 

pipeta 10 mL y 

agregar esta 

alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  

donde la Escherichia coli 

estará a una concentración de 

104UFC/mL 

Realizar diluciones seriadas 10 

en 90, hasta la dilución 10-5. A  

pesar que la Escherichia coli 

está a una concentración de 105 

UFC/mL, el probiótico en F2 se 

encuentra 106 UFC/mL y se 

utilizaran estas mismas 

diluciones para el conteo de 

estos probióticos. 

Inocular en placa1mL por duplicado 

de las últimas 3 diluciones (10-5, 10-4 

y 10-3), utilizando agar para 

coliformes (Chromocult).Incubar a 

37˚C por 24 horas. 

 

Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24, 48 y 72. 
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Figura N° 43 Determinación del efecto inhibitorio de la mezcla de probióticos 

ABY-3 en F2 contra Escherichia coli106 UFC/mL. 

 

F2 

Inocular 1 mL de una 

suspensión de 

Escherichia coli 

106UFC/mL. 

Tomar con una 

pipeta 10  y 

agregar esta 

alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  

donde la Escherichia coli 

estará a una concentración de 

105 UFC/mL 

Realizar diluciones seriadas 

10 en 90, hasta la dilución 10-

6 ya que el probiótico en F2 

se encuentra     106 UFC/mL y 

la E. coli también. 

Inocular en placa 1mL por duplicado 

de las últimas 3 diluciones (10-6, 10-5 

y 10-4), utilizando agar para 

coliformes (Chromocult).Incubar a 

37˚C por 24 horas. 

 
Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24, 48 y 72. 
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Figura N° 44 Conteo de las bacterias probióticas para determinar la viabilidad 

en F1, donde se inocula Escherichia coli 105 UFC/mL 

 

F1 

Frasco que contiene una 

concentración de probióticos 

de 107  UFC/mL+ Escherichia 

coli 10 5 UFC/mL 

Tomar con pipeta 

10 ml y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  donde 

el probiótico estará a una 

concentración de 106 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-7.  

Inocular en placa 1mL de las 

diluciones (10-5, 10-6, 10-7) por 

duplicado, utilizando agar MRS. 

Incubando en medio de 

anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ C, de 

48 a 72 horas. 

 

 

Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24 y 72. 
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Figura N° 45 Conteo de las bacterias probióticas para determinar la viabilidad 

en F1, donde se inocula Escherichia coli 106 UFC/mL 

 

F1 

Frasco que contiene una 

concentración de probióticos 

de 107  UFC/mL+ Escherichia 

coli 10 6  UFC/mL 

Tomar con pipeta 

10 ml y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  donde 

el probiótico estará a una 

concentración de 106 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-7.  

Inocular en placa 1mL de las 

diluciones (10-5, 10-6, 10-7) por 

duplicado, utilizando agar MRS. 

Incubando en medio de 

anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ C, de 

48 a 72 horas. 

 

 Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24 y 72. 
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Figura N° 46 Conteo de las bacterias probióticas para determinar la viabilidad 

en F1, blanco. 

F1 

Frasco que contiene una 

concentración de107 UFC/mL de 

probiótico 

Pipetear 10 ml 

con una pipeta 

estéril y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  donde 

el probiótico estará a una 

concentración de 106 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-7.  Inocular 1mL de las diluciones 

(10-5, 10-6, 10-7) por duplicado, 

utilizando agar MRS .Incubando 

en medio de anaerobiosis 5% 

CO2 a 37˚ C, de 48 a 72 horas. 

 

 

Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24 y 72. 
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Figura N° 47 Conteo de las bacterias probióticas para determinar la viabilidad 

en F2, donde se inocula Escherichia coli 105 UFC/mL 

 

F2 

Frasco que contiene una 

concentración de probióticos 

de 106  UFC/mL+ Escherichia 

coli 10 5 UFC/mL 

Tomar con pipeta 

10 ml y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  

donde el probiótico estará a 

una concentración de 

105 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-6.  

Inocular en placa 1mL de las 

diluciones (10-4, 10-5, 10-6) por 

duplicado, utilizando agar MRS. 

Incubando en medio de 

anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ C, de 

48 a 72 horas. 

 

 
Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24 y 72. 
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Figura N° 48 Conteo de las bacterias probióticas para determinar la viabilidad en F2, 

donde se inocula Escherichia coli 106 UFC/mL 

F2 

Frasco que contiene una 

concentración de probióticos 

de 106  UFC/mL+ Escherichia 

coli 10 6  UFC/mL 

Tomar con pipeta 

10 ml y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  donde el 

probiótico estará a una 

concentración de 105 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-6.  

Inocular en placa 1mL de las 

diluciones (10-4, 10-5, 10-6) por 

duplicado, utilizando agar MRS. 

Incubando en medio de 

anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ C, de 

48 a 72 horas. 

 

 Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24 y 72. 

 



202 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N° 49 Conteo de las bacterias probióticas para determinar la viabilidad 

en F2, blanco. 

F2 

Frasco que contiene una 

concentración de106 UFC/mL de 

probiótico 

Pipetear 10 ml 

con una pipeta 

estéril y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  donde 

el probiótico estará a una 

concentración de 105 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-6.  Inocular 1mL de las diluciones 

(10-4, 10-5, 10-6) por duplicado, 

utilizando agar MRS. Incubando 

en medio de anaerobiosis 5% 

CO2 a 37˚ C, de 48 a 72 horas. 

 

 

 

Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24 y 72. 
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Figura N° 50 Blanco de bacteria patógena Escherichia coli 105 UFC/mL 

 

Frasco que contiene 250mL de agua 

estéril con caseína al 3.4% y una 

concentración de105 UFC/mL de 

Escherichia coli 

Pipetear 10 ml 

con una pipeta 

estéril y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  

donde la bacteria patógena 

estará a una concentración 

de 104 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-5.  

Inocular en placa 1mL por duplicado 

de las últimas 3 diluciones (10-3, 10-4 

y 10-5), utilizando agar para 

coliformes (Chromocult).Incubar a 

37˚C por 24 horas. 

 

 

 

Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24, 48 y 72. 
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Figura N° 51 Blanco de bacteria patógena Escherichia coli 106 UFC/mL 

 

 

Frasco que contiene 250mL de agua 

estéril con caseína al 3.4%.y una 

concentración de106 UFC/mL de 

Escherichia coli 

Pipetear 10 ml 

con una pipeta 

estéril y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  

donde la bacteria patógena 

estará a una concentración 

de 105 UFC/mL 
Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, hasta 

la dilución 10-6.  Inocular en placa 1mL por duplicado 

de las últimas 3 diluciones (10-4, 10-5 

y 10-6), utilizando agar para 

coliformes (Chromocult).Incubar a 

37˚C por 24 horas. 

 

 

 

Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24, 48 y 72. 
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Anexo N° 8 

Cálculos utilizados en la formulación del Alimento Funcional 

 

 

 

Cantidad de Caseinato al 1%  utilizada en un vaso de agua 

 

 

 

 

 

 

 

Porcentaje de Caseínato utilizada en la fórmula cuantitativa.  

 

 

 

 

  

1 gramo ----------- 100 mL 

        X -------------- 250 mL 

X= 2.5 gramos  

2.5  g ----------- 15 g 

        X ---------- 100 g 

X= 16.66% 
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Anexo N° 9 

Procedimientos de los análisis a realizar en el ensayo. 
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Figura N° 52 Elaboración del alimento funcional en polvo para reconstituir. 

 

Limpieza y Sanitización 

del área de trabajo 

Pesado de materias primas en 

bolsas plásticas estériles  

 

Mezclado de los polvos:  

- Agregar sobre la dextrosa el saborizante y 

mezclar durante 3 minutos. 

- Agregar sobre la mezcla anterior el colorante 

y mezclar por 3 minutos 

- Agregar sobre la mezcla anterior el ácido 

cítrico y mezclar por 3 minutos. 

- Agregar sobre la mezcla anterior el caseinato 

de calcio y mezclar por 5 minutos. 

 

 

Dividir el granel en bolsas pequeñas estériles 

conteniendo 15 gramos cada una (cada 

bolsita representa la unidad de alimento para 

un vaso de 250 mL con agua). 

 

Agregar a cada bolsa la cantidad 

requerida de probiótico según la 

formulación, es decir para F1 

agregar 1.0g y para F2 0.1g.  

 

Mezclar y guardar 

estas bolsitas 

protegidas de la luz y 

con sílica para evitar 

humedad 
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Figura N°53 Preparación  del alimento funcional en polvo para reconstituir 

 

 

Figura N° 28. Elaboración del alimento funcional en polvo para reconstituir 

Unidad de alimento 

funcional para un vaso 

de 250 mL 

Reconstituir en 

250mL de agua 

estéril 

Agitación mecánica, 

hasta disolver todos los 

grumos. 
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Figura N° 54 Blanco de bacteria patógena Escherichia coli105 UFC/mL, ensayo. 

 

Frasco que contiene todos los 

ingredientes de la formulación 

menos probióticos y una 

concentración de105 UFC/mL de 

Escherichia coli 

Esta dilución será la 10-1  

donde la bacteria patógena 

estará a una concentración 

de 104 UFC/mL Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-5.  

Inocular en placa 1mL por duplicado 

de las últimas 3 diluciones (10-3, 10-4 

y 10-5), utilizando agar para 

coliformes (Chromocult).Incubar a 

37˚C por 24 horas. 

 

 

Pipetear 10 ml 

con una pipeta 

estéril y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

 

Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24, 48 y 72. 
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Figura N° 55 Blanco de bacteria patógena Escherichia colide106 UFC/mL, 

ensayo. 

Frasco que contiene todos los 

ingredientes de la formulación 

menos probiótico y una 

concentración de106 UFC/mL de 

Escherichia coli 

Pipetear 10 ml 

con una pipeta 

estéril y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  

donde la bacteria patógena 

estará a una concentración 

de 105 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-6.  

Inocular en placa 1mL por duplicado 

de las últimas 3 diluciones (10-4, 10-5 

y 10-6), utilizando agar para 

coliformes (Chromocult).Incubar a 

37˚C por 24 horas. 

 

 

 

Realizar el mismo procedimiento de inocular en 

placa en las horas 0, 24, 48 y 72. 
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Figura N° 56 Prueba preliminar de estabilidad para F1. 

 

 

F1 

Reconstituir el contenido de la 

bolsa en 250mL. 

Tomar con pipeta 

10 ml y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  donde el 

probiótico estará a una 

concentración de 107 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-8.  

Inocular en placa 1mL de las 

diluciones (10-6, 10-7, 10-8) por 

duplicado, utilizando agar MRS. 

Incubando en medio de 

anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ C, de 

48 a 72 horas. 

 

 

Durante un período de 30 días 

se realizaran conteos de 

viabilidad de probióticos en el 

día 0, 15 y 30 de 

almacenamiento. Los conteos 

se efectuaran por duplicado 

analizando un total de 6 

bolsas. 
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Figura N° 57 Prueba preliminar de estabilidad para F2 

 

 

F2 

Reconstituir el contenido de la 

bolsa en 250mL. 

Tomar con pipeta 

10 ml y agregar 

esta alícuota a un 

frasco de vidrio 

estéril con tapón 

de rosca que 

contiene 90 ml de 

agua peptonada. 

Esta dilución será la 10-1  donde 

el probiótico estará a una 

concentración de 106 UFC/mL 

Realizar diluciones 

seriadas 10 en 90, 

hasta la dilución 10-7.  

Inocular en placa 1mL de las 

diluciones (10-5, 10-6, 10-7) por 

duplicado, utilizando agar MRS. 

Incubando en medio de 

anaerobiosis 5% CO2 a 37˚ C, de 

48 a 72 horas. 

 

 

Durante un período de 30 días 

se realizaran conteos de 

viabilidad de probióticos en el 

día 0, 15 y 30 de 

almacenamiento. Los conteos 

se efectuaran por duplicado 

analizando un total de 6 

bolsas. 
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Figura N° 58 Evaluación de las cepas probióticas frente a la resistencia contra 

la acidez estomacal y a sales biliares. 

 

Sistema “A” 

- 10mL caldo MRS 

- Ajustar el pH a 2.0 con 

HCL 3M y NAOH 3M 

Sistema “B” 

- 10mL caldo MRS 

 

Esterilizar en autoclave a 

121ºC x 15min a 15lbs de 

presión 

Se transferirá la 

cantidad de la 

mezcla de 

probióticos pesada 

equivalente auna 

concentración de 

106ufc/mL (0.001g) 

Se adicionará 

0.3% de sales 

biliares 

Se incubará a 37ºC x 2 horas en jarra 

de anaerobiosis al 5% de CO2 

Sistema “A” 

Sistema “B” 
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Figura N° 58 Continuación evaluación de las cepas probióticas frente a la 

resistencia contra la acidez estomacal y a sales biliares. 

  

Se tomará 1.0 mL 

de la mezcla de 

probióticos crecida 

en caldo MRS de 

sistema “A” y “B” 

Se harán diluciones seriadas 1 en 10 hasta la 

dilución 10-6  y se  inoculará 1 mL por 

duplicado de las últimas tres diluciones, se 

adicionará 20mL de agar MRS, se incubarán 

a 37ºC por 48-72 horas en condiciones de 

anaerobiosis al 5%de CO2. 
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Figura N° 59 Toma de pH.  

Introducir la tira 

reactiva en el 

contenedor de la 

bebida reconstituida. 

Comparar la tira reactiva con 

los posibles resultados 

plasmados en la caja 

contenedora de las tiras. 

Tomar nota del 

resultado. 
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Anexo N° 10 

 Preparación de medios de cultivo. 
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Figura N° 60 Preparación del medio agar EMB 

 

Pesar 36 g de medio agar 

EMB en un erlenmeyer 

estéril 

Disolver en 1 litro de 

agua desmineralizada 

Calentar en baño de agua 

hirviendo o en corriente de vapor 

Tratar en autoclave 15 

minutos a 121 ˚C 
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Figura N° 61 Preparación del medio caldo  BHI.  

Pesar 37  g de medio 

caldo cerebro-corazón en 

un erlenmeyer estéril 

Disolver en 1 litro de 

agua desmineralizada 

Tratar en autoclave 15 

minutos a 121 ˚C 
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Figura N° 62 Preparación del medio caldo MRS.  

Pesar 55  g de medio 

caldo MRS en un 

erlenmeyer estéril 

Disolver en 1 litro de 

agua desmineralizada 

Tratar en autoclave 15 

minutos a 121 ˚C 
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Figura N° 63 Preparación de agua peptonada. 

Pesar 25.5g g de medio 

agua peptonada en un 

erlenmeyer estéril 

Disolver en 1 litro de 

agua desmineralizada 

Tratar en autoclave 15 

minutos a 121 ˚C 

Introducir 90 mL en frascos 

de vidrio con tapón de 

rosca. 
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Figura N° 64 Preparación del medio agar MRS. 

Pesar 67.15 g de medio 

agar MRS en un 

erlenmeyer estéril 

Disolver en 1 litro de 

agua desmineralizada 

Calentar en baño de agua 

hirviendo o en corriente de vapor 

Tratar en autoclave 15 

minutos a 121 ˚C 
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Figura N° 65 Hoja de seguridad del medio agar MRS. 
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Figura N° 65 Continuación hoja de seguridad del medio agar MRS. 
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Figura N°66 Preparación del medio agar para coliformes Chromocult. 

 

Pesar 26.5 g de medio 

agar Chromocult en un 

erlenmeyer estéril 

Disolver en 1 litro de 

agua desmineralizada 

Calentar en baño de agua hirviendo o 

en corriente de vapor hasta que el 

medio de cultivo se haya disuelto 

completamente 

No tratar en autoclave 
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Figura N°67 Hoja de seguridad  de medio agar para coliformes  Chromocult. 
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Figura N°67 Continuación hoja de seguridad  de medio agar para coliformes 
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Figura N°67 Continuación hoja de seguridad  de medio agar para coliformes  

Chromocult 
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Anexo N° 11 

 

Monografías y hojas de Especificaciones de Materias primas 

utilizadas en la formulación del alimento nutricional. 
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Figura N°68 Monografía del Caseinato de Calcio. 
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Figura N°69 Monografía del ácido cítrico 

 

 



231 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura N°70 Monografía de Color Carmín. 
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Figura N°71  Monografía de Color Annato. 
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Figura N°72 Monografía de Saborizantes. 
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Figura N°73 Monografía de la Dextrosa. 
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Figura N°74 Hoja de Especificación de color carmín. 
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Figura N°75 Hoja de Especificación de color Annato. 
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Figura N°76 Hoja de Especificación de sabor fresa. 
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Figura N°77 Hoja de Especificación de sabor naranja. 
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Anexo N° 12 

 

Muestras procesadas. 
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Muestras Procesadas. 

Cuadro N°10 Muestras a procesar  para la determinación del efecto inhibitorio 

de la mezcla de probióticos contra Escherichia coli, cepa 

hospitalaria. 

Muestras Pre- ensayo Ensayo 

Frascos 4 4 

Veces al día 1 1 

Días 4 4 

Semanas 4 4 

Subtotal 64 64 

Total 128 

 

 

Cuadro N°11 Muestras a procesar para el conteo de las bacterias probióticas 

para determinar la viabilidad. 

Muestras Pre- ensayo Ensayo 

Frascos 6 6 

Veces al día 1 1 

Días 3 3 

Semanas 4 4 

Subtotal 72 72 

Total 144 
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Cuadro N°12 Muestras a procesar para blanco de Escherichia coli, cepa 

hospitalaria, sin presencia de probióticos. 

Muestras Pre-Ensayo Ensayo 

Frascos 2 2 

Veces al día 1 1 

Días 4 4 

Semanas 4 4 

SubTotal 32 32 

Total 64 

 

Cuadro N°13 Muestras a procesar para la prueba preliminar de estabilidad de 

los probióticos en la mezcla de polvos del ensayo. 

Día Muestra 

Día 0 2 

Día 15 2 

Día 30 2 

Total 6 

 

Cuadro N°14 Total de muestras a procesar para el pre- ensayo y para el ensayo 

 

Muestras totales 

 

342 
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Anexo N° 13 

 

Resultados de Identificación del patógeno Escherichia coli  
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Tabla N°27 Resultados de pruebas Bioquímicas 

 

 

 

 

 

 

 

 
Prueba 

 
Resultado esperado 

 
Resultado obtenido 

 
Observación 

 
Catalasa 

 

  
Positivo 

 
Positivo 

 
 

 
En la colonia hubo 

efervescencia.  

 
Movilidad  

 

 
Positivo 

 
Positivo 

  
Se observa 

crecimiento hacia los 
extremos 

 
TSI 

 

 
Producción de oxígeno 

A/A 
 

 
Producción de oxígeno 

A/A 
 

 
Hubo producción de 

oxígeno.  

 
Citrato 

 

 
Negativo 

 
Negativo 

 
La coloración se 
mantuvo azul. 

 

 
Voges- 

Proskauer 
 

 
Negativo 

 
Negativo 

 
No hubo cambio de 

color. 

 
Rojo de metilo 

 
Positivo 

 
 

 
Positivo 

 
Formación de anillo 

rojo. 

 
Indol 

 

 
Positivo 

 
 

 
Positivo 

 
Formación de anillo 

violeta. 



244 
 

Tabla N°28 Resultados de pruebas api 20E. 

 

 

PRUEBA REACCIÓN 
PROBADA 

RESULTADO 
ESPERADO  

RESULTADO 
OBTENIDO  

MX1 

RESULTADO 
OBTENIDO  

MX2 

ONPG Beta-galoctosidasa + Amarillo Amarillo Amarillo 

ADH arginina 
deshidrolasa 

- Amarillo Amarillo Amarillo 

LDC Lisina 
descarboxilasa 

+ Rojo-
anaranjado 

Rojo-anaranjado Rojo-anaranjado 

ODC Ornitidina 
descarboxilasa 

+ Rojo-
anaranjado 

Rojo-anaranjado Rojo-anaranjado 

CIT Utilización de 
citrato 

-Verde pálido Verde pálido Verde pálido 

 

H2S 
Producción de H2S -Incoloro- 

grisáceo 
 

Incoloro- 
grisáceo 

 

Incoloro- 
grisáceo 

 

URE Hidrolisis de urea 
 

-Amarillo 
 

Amarillo 
 

Amarillo 
 

TDA Desaminasa 
 

-Amarillo 
 

Amarillo 
 

Amarillo 
 

IND Producción de indol + Rosa Rosa Incoloro- verde 
pálido-amarillo 

VP Producción de 
acetoina 

-Incoloro-rosa 
pálido 

Incoloro-rosa 
pálido 

Incoloro-rosa 
pálido 

GEL Gelatinasa 
 

-No difusión No difusión No difusión 

GLU Fermentación/ 
oxidacción 

+ Amarillo 
grisáceo 

Amarillo 
grisáceo 

Amarillo 
grisáceo 

MAN Fermentación/ 
oxidacción 

+ Amarillo Amarillo Amarillo 

INO Fermentación/ 
oxidacción 

-Azul- azul 
verdoso 

Azul- azul 
verdoso 

Azul- azul 
verdoso 

SOR Fermentación/ 
oxidacción 

+ Amarillo Amarillo Amarillo 

RHA Fermentación/ 
oxidacción 

+ Amarillo Amarillo Amarillo 

SAC Fermentación/ 
oxidacción 

+ Amarillo Amarillo Amarillo 

MEL Fermentación/ 
oxidacción 

+ Amarillo Amarillo Amarillo 

AMY Fermentación/ 
oxidacción 

-Azul- azul 
verdoso 

Azul- azul 
verdoso 

Azul- azul 
verdoso 

ARA Fermentación/ 
oxidacción 

+ Amarillo Amarillo Amarillo 

OX Citocromo oxidasa N/A N/A N/A 
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Figura N°78 Resultados Pruebas API 20E 
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Anexo N° 14 

 

Resultados del Pre-ensayo.  
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Tabla N°29 Resultados de la determinación del efecto inhibitorio de la mezcla 

de probióticos ABY-3 contra Escherichia coli 105UFC/mL cepa 

hospitalaria en formulación F1 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 

Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 

 
1° 
semana 

   0 1.34E+05* 24 7.80E+04 48 9.10E+03 72 3.00E+03 

0 1.31E+05 24 9.10E+04 48 7.80E+03 72 2.72E+03 

0 1.40E+05 24 1.10E+05 48 1.10E+04 72 6.70E+03 

0 1.30E+05 24 1.20E+05 48 1.20E+04 72 7.40E+03 

0 2.00E+05 24 0.00E+00 48 0.00E+00 72 2.00E+03 

0 3.00E+05 24 0.00E+00 48 0.00E+00 72 6.00E+03 

2° 
semana 

0 1.19E+05 24 1.30E+05 48 1.00E+04 72 5.00E+03 

0 1.13E+05 24 1.41E+05 48 1.30E+04 72 4.80E+03 

0 1.10E+05 24 1.20E+05 48 1.00E+04 72 1.00E+03 

0 8.00E+05 24 1.40E+05 48 2.00E+04 72 2.00E+03 

0 2.00E+05 24 1.00E+05 48 0.00E+00 72 0.00E+00 

0 5.00E+05 24 3.00E+05 48 0.00E+00 72 0.00E+00 

3° 
semana 

0 1.20E+05 24 9.00E+04 48 1.00E+04 72 1.00E+03 

0 1.12E+05 24 8.00E+04 48 7.30E+03 72 7.30E+02 

0 1.20E+05 24 1.00E+05 48 3.30E+04 72 3.80E+03 

0 1.20E+05 24 8.00E+04 48 7.70E+04 72 7.70E+03 

0 2.00E+05 24 1.00E+05 48 0.00E+00 72 0.00E+00 

0 4.00E+05 24 0.00E+00 48 0.00E+00 72 0.00E+00 

4° 
semana 

0 1.40E+05 24 8.20E+04 48 3.10E+04 72 4.70E+03 

0 1.15E+05 24 1.12E+05 48 2.50E+04 72 3.20E+03 

0 1.20E+05 24 9.00E+04 48 7.00E+04 72 1.00E+03 

0 1.50E+05 24 1.00E+05 48 3.00E+04 72 1.00E+03 

0 1.00E+05 24 0.00E+00 48 0.00E+00 72 0.00E+00 

0 5.00E+05 24 2.00E+05 48 0.00E+00 72 0.00E+00 
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Tabla N°30 Resultados de la determinación del efecto inhibitorio de la mezcla 

de probióticos ABY-3 contra Escherichia coli 106UFC/mL, cepa 

hospitalaria en formulación F1. 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 

 
1° 
semana 

   0 1.46E+06 24 5.00E+05 48 1.30E+05 72 5.24E+04 

0 1.36E+06 24 4.00E+05 48 0.00E+00 72 5.00E+04 

0 1.60E+06 24 1.00E+06 48 1.00E+06 72 5.80E+04 

0 1.20E+06 24 5.00E+05 48 2.00E+05 72 6.10E+04 

0 6.00E+06 24 1.00E+06 48 0.00E+00 72 4.00E+04 

0 2.00E+06 24 1.00E+06 48 0.00E+00 72 5.00E+04 

2° 
semana 

0 1.06E+06 24 6.10E+05 48 6.90E+04 72 7.80E+03 

0 9.80E+05 24 7.20E+05 48 7.00E+04 72 4.70E+03 

0 1.60E+06 24 8.00E+05 48 5.00E+04 72 4.60E+04 

0 1.60E+06 24 3.00E+05 48 4.00E+04 72 4.40E+04 

0 1.00E+06 24 0.00E+00 48 1.00E+04 72 4.00E+04 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 48 1.00E+04 72 4.00E+04 

3° 
semana 

0 1.30E+06 24 5.30E+05 48 5.00E+04 72 1.10E+04 

0 1.15E+06 24 4.00E+05 48 4.80E+04 72 1.20E+04 

0 1.00E+06 24 9.00E+05 48 3.00E+04 72 5.00E+04 

0 1.50E+06 24 5.00E+05 48 6.00E+04 72 6.20E+04 

0 3.00E+06 24 0.00E+00 48 1.00E+05 72 3.00E+04 

0 2.00E+06 24 1.00E+06 48 1.00E+05 72 2.00E+04 

4° 
semana 

0 1.08E+06 24 6.20E+05 48 1.50E+05 72 8.00E+03 

0 1.12E+06 24 7.50E+05 48 1.00E+05 72 1.20E+04 

0 1.20E+06 24 9.00E+05 48 2.00E+05 72 4.90E+04 

0 1.10E+06 24 8.00E+05 48 5.00E+05 72 7.90E+04 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 48 0.00E+00 72 6.00E+04 

0 3.00E+06 24 1.00E+06 48 0.00E+00 72 3.00E+04 
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Tabla N°31 Resultados de la determinación del efecto inhibitorio de la mezcla 

de probióticos ABY-3 contra Escherichia coli 105 UFC/mL, cepa 

hospitalaria en formulación F2.  

 

 

 

 
UFC/mL 
tiempo 

Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 

 
1° 
semana 

   0 1.16E+05 24 2.20E+04 48 8.12E+03 72 1.95E+03 

0 1.22E+05 24 3.00E+04 48 1.16E+04 72 2.19E+03 

0 1.10E+05 24 6.00E+04 48 1.10E+04 72 2.10E+03 

0 1.00E+05 24 7.00E+04 48 1.07E+04 72 2.00E+03 

0 0.00E+00 24 0.00E+00 48 1.30E+04 72 6.00E+03 

0 0.00E+00 24 0.00E+00 48 1.80E+04 72 3.00E+03 

2° 
semana 

0 3.84E+05 24 6.40E+04 48 2.00E+03 72 1.98E+03 

0 4.72E+05 24 7.80E+04 48 0.00E+00 72 2.05E+03 

0 8.30E+05 24 6.00E+04 48 1.00E+04 72 2.00E+03 

0 8.80E+05 24 8.00E+04 48 0.00E+00 72 1.50E+03 

0 7.00E+05 24 1.00E+05 48 0.00E+00 72 2.00E+03 

0 5.00E+05 24 1.00E+05 48 0.00E+00 72 0.00E+00 

3° 
semana 

0 3.83E+05 24 3.00E+04 48 2.00E+03 72 1.95E+03 

0 4.00E+05 24 4.00E+04 48 1.00E+03 72 2.00E+03 

0 8.00E+05 24 5.00E+04 48 1.00E+04 72 1.80E+03 

0 8.50E+05 24 3.00E+04 48 0.00E+00 72 1.30E+03 

0 5.00E+05 24 1.00E+05 48 0.00E+00 72 2.00E+03 

0 3.00E+05 24 0.00E+00 48 0.00E+00 72 1.00E+03 

4° 
semana 

0 3.60E+05 24 5.00E+04 48 2.00E+03 72 1.89E+03 

0 3.82E+05 24 5.70E+04 48 2.00E+03 72 1.92E+03 

0 8.10E+05 24 7.00E+04 48 1.00E+04 72 2.00E+03 

0 8.60E+05 24 8.00E+04 48 1.00E+04 72 1.80E+03 

0 4.00E+05 24 1.00E+05 48 1.00E+05 72 1.00E+03 

0 2.00E+05 24 1.00E+05 48 0.00E+00 72 0.00E+00 
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Tabla N°32 Resultados de la determinación del efecto inhibitorio de la mezcla 

de probióticos ABY-3 contra Escherichia coli 106 UFC/mL, cepa 

hospitalaria en formulación F2.  

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 

 
1° 
semana 

   0 8.70E+06 24 5.10E+05 48 1.32E+05 72 3.72E+04 

0 9.20E+06 24 5.30E+05 48 1.74E+05 72 1.92E+04 

0 6.00E+06 24 4.00E+05 48 4.00E+04 72 4.80E+04 

0 7.00E+06 24 4.00E+05 48 8.00E+04 72 6.10E+04 

0 0.00E+00 24 0.00E+00 48 2.00E+05 72 8.00E+04 

0 1.00E+06 24 0.00E+00 48 1.00E+05 72 4.00E+04 

2° 
semana 

0 8.00E+05 24 4.80E+05 48 3.10E+05 72 1.44E+04 

0 9.30E+05 24 4.60E+05 48 1.00E+04 72 1.49E+04 

0 5.00E+06 24 1.00E+05 48 1.00E+05 72 7.40E+04 

0 3.00E+06 24 2.00E+05 48 3.00E+05 72 7.70E+04 

0 1.00E+06 24 0.00E+00 48 0.00E+00 72 2.00E+04 

0 1.00E+06 24 0.00E+00 48 0.00E+00 72 1.00E+04 

3° 
semana 

0 7.00E+06 24 4.90E+05 48 1.30E+05 72 1.57E+04 

0 7.20E+06 24 5.60E+05 48 1.55E+05 72 1.60E+04 

0 5.00E+06 24 2.00E+05 48 5.00E+04 72 6.00E+04 

0 6.00E+06 24 2.00E+05 48 3.00E+04 72 6.20E+04 

0 1.00E+06 24 0.00E+00 48 1.00E+05 72 1.00E+04 

0 0.00E+00 24 0.00E+00 48 1.00E+05 72 0.00E+00 

4° 
semana 

0 8.30E+05 24 5.10E+05 48 1.60E+05 72 1.63E+04 

0 8.00E+05 24 5.80E+05 48 1.70E+05 72 1.70E+04 

0 3.00E+06 24 2.00E+05 48 8.00E+04 72 5.80E+04 

0 5.00E+06 24 3.00E+05 48 3.00E+04 72 6.50E+04 

0 1.00E+06 24 0.00E+00 48 1.00E+05 72 1.00E+04 

0 1.00E+06 24 0.00E+00 48 0.00E+00 72 1.00E+04 
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Figura N°79 Imágenes de la  determinación del efecto inhibitorio de la mezcla 

de probióticos ABY-3 en F1 contra Escherichia coli, cepa 

hospitalaria. 

 

 

Figura N°80 Imágenes de la determinación del efecto inhibitorio de la mezcla  

de probióticos ABY-3 en F2 contra Escherichia coli, cepa 

hospitalaria 
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Tabla N°33 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos    

ABY-3 en F1, donde se inoculó Escherichia coli 105 UFC/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 

 
1° 
semana 

   0 9.40E+07 24 5.60E+06 72 6.52E+06 

0 1.01E+07 24 5.80E+06 72 7.60E+06 

0 1.10E+07 24 8.00E+06 72 1.26E+07 

0 0.00E+00 24 8.00E+06 72 1.06E+07 

0 2.00E+07 24 4.00E+07 72 1.20E+07 

0 0.00E+00 24 1.00E+07 72 1.00E+07 

2° 
semana 

0 1.33E+07 24 1.00E+07 72 1.02E+07 

0 1.26E+07 24 1.15E+07 72 1.20E+07 

0 1.30E+07 24 8.00E+06 72 1.00E+07 

0 1.00E+07 24 9.00E+06 72 8.00E+06 

0 2.00E+07 24 1.00E+07 72 0.00E+00 

0 1.00E+07 24 1.00E+07 72 0.00E+00 

3° 
semana 

0 1.15E+07 24 1.08E+07 72 9.80E+06 

0 1.20E+07 24 1.08E+07 72 9.70E+06 

0 1.20E+07 24 1.00E+07 72 7.00E+06 

0 1.00E+07 24 1.00E+07 72 6.00E+06 

0 1.00E+07 24 1.00E+07 72 0.00E+00 

0 1.13E+07 24 1.00E+07 72 0.00E+00 

4° 
semana 

0 9.80E+06 24 9.00E+06 72 8.00E+06 

0 1.30E+07 24 1.00E+07 72 9.70E+06 

0 1.20E+07 24 1.00E+07 72 5.00E+06 

0 3.00E+07 24 1.10E+07 72 7.00E+06 

0 1.00E+07 24 2.00E+07 72 0.00E+00 

0 1.00E+07 24 1.00E+07 72 0.00E+00 
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Tabla N°34 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos    

ABY-3 en F1, donde se inoculó Escherichia coli 106UFC/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 

 
1° 
semana 

   0 1.01E+07 24 3.40E+06 72 1.04E+07 

0 1.02E+07 24 3.90E+06 72 1.16E+07 

0 1.00E+07 24 3.00E+06 72 1.40E+07 

0 1.40E+07 24 2.00E+06 72 1.30E+07 

0 1.00E+07 24 2.00E+07 72 2.00E+07 

0 4.00E+07 24 2.00E+07 72 2.00E+07 

2° 
semana 

0 1.11E+07 24 9.80E+06 72 1.02E+07 

0 1.19E+07 24 8.00E+06 72 9.20E+06 

0 2.30E+07 24 8.00E+07 72 1.20E+07 

0 1.10E+07 24 3.00E+07 72 1.10E+07 

0 2.00E+07 24 1.00E+07 72 1.00E+07 

0 2.00E+07 24 2.00E+07 72 0.00E+00 

3° 
semana 

0 1.05E+07 24 1.02E+07 72 4.44E+06 

0 1.10E+07 24 1.05E+07 72 6.92E+06 

0 2.00E+07 24 2.00E+07 72 9.10E+06 

0 1.50E+07 24 1.00E+07 72 7.40E+06 

0 1.00E+07 24 0.00E+00 72 1.70E+07 

0 2.00E+07 24 2.00E+07 72 2.00E+06 

4° 
semana 

0 1.20E+07 24 1.10E+07 72 9.80E+06 

0 1.11E+07 24 1.03E+07 72 1.00E+07 

0 1.00E+07 24 1.00E+07 72 1.50E+07 

0 1.50E+07 24 8.00E+06 72 1.10E+07 

0 2.00E+07 24 2.00E+07 72 0.00E+00 

0 3.00E+07 24 1.00E+07 72 1.00E+07 
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Tabla N°35 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos    

ABY-3 en F1, blanco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F1  Tiempo F1  Tiempo F1  

 
1° 
semana 

   0 1.80E+07 24 1.61E+07 72 1.14E+07 

0 1.97E+07 24 1.79E+07 72 1.15E+07 

0 1.70E+07 24 1.40E+07 72 1.70E+07 

0 2.10E+07 24 9.00E+06 72 1.20E+07 

0 1.00E+07 24 3.00E+07 72 1.30E+08 

0 2.00E+07 24 2.00E+07 72 2.00E+07 

2° 
semana 

0 1.65E+07 24 1.65E+07 72 1.35E+07 

0 1.50E+07 24 1.26E+07 72 1.33E+07 

0 1.80E+07 24 1.00E+07 72 1.60E+07 

0 2.00E+07 24 1.60E+07 72 1.20E+07 

0 2.00E+07 24 3.00E+07 72 4.00E+07 

0 1.00E+07 24 1.00E+07 72 0.00E+00 

3° 
semana 

0 1.70E+07 24 1.50E+07 72 1.15E+07 

0 1.60E+07 24 1.41E+07 72 1.13E+07 

0 1.50E+07 24 1.70E+07 72 1.50E+07 

0 1.30E+07 24 2.20E+07 72 1.30E+07 

0 1.00E+07 24 1.00E+07 72 3.00E+07 

0 1.00E+07 24 2.00E+07 72 2.00E+07 

4° 
semana 

0 1.71E+07 24 1.51E+07 72 1.17E+07 

0 1.25E+07 24 1.20E+07 72 1.20E+07 

0 1.50E+07 24 2.20E+07 72 1.40E+07 

0 1.70E+07 24 2.30E+07 72 1.20E+07 

0 1.00E+07 24 1.00E+07 72 2.00E+07 

0 2.00E+07 24 2.00E+07 72 1.00E+07 
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Tabla N°36 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos     

ABY-3 en F2, donde se inoculó Escherichia coli 105 UFC/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 

 
1° 
semana 

   0 1.63E+06 24 2.12E+05 72 9.72E+05 

0 1.66E+06 24 3.03E+05 72 9.56E+05 

0 2.00E+06 24 2.00E+06 72 1.67E+06 

0 2.20E+06 24 1.00E+06 72 1.65E+06 

0 1.00E+06 24 1.10E+06 72 2.30E+06 

0 0.00E+00 24 1.00E+06 72 2.20E+06 

2° 
semana 

0 1.70E+06 24 2.00E+05 72 9.70E+05 

0 1.67E+06 24 2.70E+05 72 9.63E+05 

0 2.50E+06 24 1.12E+06 72 1.59E+06 

0 2.10E+06 24 1.20E+06 72 1.63E+06 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 72 2.30E+06 

0 1.00E+06 24 1.20E+06 72 2.00E+06 

3° 
semana 

0 1.69E+06 24 3.06E+05 72 9.88E+05 

0 1.73E+06 24 3.10E+05 72 9.70E+05 

0 2.30E+06 24 2.20E+06 72 1.60E+06 

0 1.80E+06 24 2.00E+06 72 1.58E+06 

0 1.00E+06 24 1.50E+06 72 2.10E+06 

0 0.00E+00 24 2.00E+06 72 1.80E+06 

4° 
semana 

0 1.69E+06 24 3.13E+05 72 9.70E+05 

0 1.75E+06 24 3.20E+05 72 9.64E+05 

0 2.40E+06 24 2.02E+06 72 1.63E+06 

0 2.20E+06 24 2.08E+06 72 1.55E+06 

0 1.00E+06 24 1.30E+06 72 2.40E+06 

0 1.00E+06 24 1.60E+06 72 1.60E+06 
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Tabla N°37 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos   

ABY-3 en F2, donde se inoculó Escherichia coli 106UFC/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 

 
1° 
semana 

   0 1.43E+06 24 9.50E+05 72 6.36E+05 

0 1.42E+06 24 9.70E+05 72 6.60E+05 

0 1.20E+06 24 2.10E+06 72 7.90E+05 

0 3.70E+06 24 2.20E+06 72 7.70E+05 

0 0.00E+00 24 2.00E+06 72 3.00E+05 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 72 3.00E+05 

2° 
semana 

0 1.42E+06 24 9.30E+05 72 5.00E+05 

0 1.38E+06 24 9.20E+05 72 6.30E+05 

0 1.10E+06 24 2.00E+06 72 6.00E+05 

0 3.00E+06 24 1.80E+06 72 5.00E+05 

0 1.00E+06 24 2.00E+06 72 0.00E+00 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 72 0.00E+00 

3° 
semana 

0 1.33E+06 24 9.10E+05 72 6.30E+05 

0 1.40E+06 24 9.40E+05 72 6.20E+05 

0 1.00E+06 24 2.10E+06 72 7.00E+05 

0 1.80E+06 24 1.50E+06 72 7.50E+05 

0 2.00E+06 24 1.00E+06 72 2.00E+05 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 72 1.00E+05 

4° 
semana 

0 1.38E+06 24 8.80E+05 72 6.03E+05 

0 1.43E+06 24 9.60E+05 72 6.10E+05 

0 1.30E+06 24 1.80E+06 72 7.30E+05 

0 1.40E+06 24 2.20E+06 72 6.50E+05 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 72 2.00E+05 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 72 2.00E+05 
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Tabla N°38 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos    

ABY-3 en F2, blanco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F2 Tiempo F2  Tiempo F2 

 
1° 
semana 

   0 1.74E+06 24 1.50E+06 72 1.17E+06 

0 2.06E+06 24 1.60E+06 72 1.06E+06 

0 2.40E+06 24 3.00E+06 72 1.20E+06 

0 2.20E+06 24 2.50E+06 72 1.30E+06 

0 2.00E+06 24 2.00E+06 72 0.00E+00 

0 3.00E+06 24 2.00E+06 72 1.00E+06 

2° 
semana 

0 1.70E+06 24 1.62E+06 72 1.10E+06 

0 2.00E+06 24 1.48E+06 72 1.19E+00 

0 2.30E+06 24 2.30E+06 72 1.10E+06 

0 1.80E+06 24 2.10E+06 72 1.00E+06 

0 2.00E+06 24 2.00E+06 72 1.00E+06 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 72 1.00E+06 

3° 
semana 

0 1.78E+06 24 1.51E+06 72 1.13E+06 

0 2.01E+06 24 1.49E+06 72 1.15E+06 

0 2.10E+06 24 3.50E+06 72 1.00E+06 

0 1.60E+06 24 2.80E+06 72 1.20E+06 

0 1.00E+06 24 2.00E+06 72 1.00E+06 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 72 2.00E+06 

4° 
semana 

0 1.79E+06 24 1.47E+06 72 1.16E+06 

0 2.03E+06 24 1.53E+06 72 1.18E+06 

0 2.30E+06 24 2.30E+06 72 1.20E+06 

0 1.50E+06 24 2.00E+06 72 1.60E+06 

0 2.00E+06 24 1.00E+06 72 1.00E+06 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 72 0.00E+00 
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Figura N° 81 Imágenes sobre la determinación de la viabilidad de probióticos 

ABY-3 en F1. 

 

 

 

Figura N° 82 Imágenes sobre la determinación de la viabilidad de probióticos 

ABY-3 en F2. 
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Tabla N°39 Resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 105 UFC/mL. 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo coli105 Tiempo coli105 Tiempo coli105 Tiempo coli105 

 
1° 
semana 

   0 2.00E+05 24 3.00E+05 48 1.10E+06 72 2.00E+06 

0 3.00E+05 24 4.00E+05 48 1.08E+06 72 3.00E+06 

0 1.20E+05 24 1.50E+05 48 1.00E+06 72 1.30E+06 

0 1.30E+05 24 1.20E+05 48 8.50E+05 72 1.20E+06 

0 1.20E+05 24 1.25E+05 48 7.98E+05 72 1.03E+06 

0 1.33E+05 24 1.30E+05 48 1.30E+06 72 1.06E+06 

2° 
semana 

0 5.00E+05 24 3.00E+05 48 1.80E+06 72 2.00E+06 

0 2.00E+05 24 2.00E+05 48 1.02E+06 72 1.00E+06 

0 1.50E+05 24 1.20E+05 48 1.03E+06 72 1.00E+06 

0 1.10E+05 24 1.50E+05 48 5.30E+05 72 1.10E+06 

0 1.04E+05 24 1.22E+05 48 5.80E+05 72 1.00E+06 

0 1.08E+05 24 1.18E+05 48 2.00E+06 72 9.80E+05 

3° 
semana 

0 3.00E+05 24 1.00E+05 48 1.80E+06 72 1.00E+06 

0 1.00E+05 24 5.00E+05 48 1.00E+06 72 0.00E+00 

0 1.50E+05 24 1.80E+05 48 1.04E+06 72 1.20E+06 

0 1.20E+05 24 1.70E+05 48 6.20E+05 72 1.00E+06 

0 1.02E+05 24 1.22E+05 48 5.80E+05 72 1.02E+06 

0 1.05E+05 24 1.15E+05 48 2.20E+06 72 1.05E+06 

4° 
semana 

0 2.00E+05 24 6.00E+05 48 1.80E+06 72 3.00E+06 

0 6.00E+05 24 2.00E+05 48 1.00E+06 72 5.00E+06 

0 1.60E+05 24 1.70E+05 48 1.07E+06 72 1.30E+06 

0 1.30E+05 24 1.30E+05 48 6.30E+05 72 1.20E+06 

0 1.04E+05 24 1.38E+05 48 5.15E+05 72 1.03E+06 

0 1.03E+05 24 1.27E+05 48 1.20E+06 72 1.05E+06 
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Tabla N°40 Resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 106 UFC/mL 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo coli106 Tiempo coli106 Tiempo coli106 Tiempo coli106 

 
1° 
semana 

   0 1.05E+06 24 1.15E+06 48 8.70E+06 72 1.02E+07 

0 1.08E+06 24 1.25E+06 48 8.40E+06 72 1.08E+07 

0 1.20E+06 24 1.80E+06 48 2.06E+07 72 1.40E+07 

0 1.40E+06 24 2.00E+06 48 2.09E+07 72 1.90E+07 

0 2.00E+06 24 5.00E+06 48 1.30E+07 72 3.00E+07 

0 1.00E+06 24 8.00E+06 48 1.60E+07 72 6.00E+07 

2° 
semana 

0 1.03E+06 24 1.18E+06 48 8.60E+06 72 1.01E+07 

0 1.09E+06 24 1.20E+06 48 8.50E+06 72 1.05E+07 

0 1.10E+06 24 1.70E+06 48 2.07E+07 72 1.60E+07 

0 1.30E+06 24 1.90E+06 48 2.06E+07 72 1.80E+07 

0 3.00E+06 24 8.00E+06 48 1.40E+07 72 7.00E+07 

0 2.00E+06 24 7.00E+06 48 1.60E+07 72 8.00E+07 

3° 
semana 

0 1.07E+06 24 1.21E+06 48 8.70E+06 72 1.06E+07 

0 1.05E+06 24 1.20E+06 48 8.68E+06 72 1.07E+07 

0 1.60E+06 24 1.80E+06 48 2.07E+07 72 1.90E+07 

0 1.50E+06 24 1.60E+06 48 2.05E+07 72 1.60E+07 

0 2.00E+06 24 6.00E+06 48 1.60E+07 72 3.00E+07 

0 2.00E+06 24 5.00E+06 48 1.80E+07 72 5.00E+07 

4° 
semana 

0 1.07E+06 24 1.23E+06 48 8.53E+06 72 1.05E+07 

0 1.08E+06 24 1.19E+06 48 8.58E+06 72 1.06E+07 

0 1.20E+06 24 1.50E+06 48 2.03E+07 72 1.50E+07 

0 1.10E+06 24 1.60E+06 48 2.06E+07 72 1.70E+07 

0 2.00E+06 24 8.00E+06 48 1.90E+07 72 5.00E+07 

0 3.00E+06 24 6.00E+06 48 1.60E+07 72 6.00E+07 
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Figura N°83 Blanco del patógeno Escherichia coli en el pre-ensayo. 

 

 

 

 

Figura N° 84  pH inicial y final de las bebidas en el pre-ensayo. 
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Anexo N° 15 

 

Formulación del Alimento Funcional. 
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Figura N° 85 Materias primas utilizadas para la formulación del alimento 

funcional. 

 

 

 

Figura N°86 Bebida del experimento sabor fresa ExpFr1 y ExpFr2. 
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Figura N°87 Bebida del experimento sabor naranja ExpNa1, ExpNa2 y ExpNa3. 

 

 

 

Figura N°88 Bebidas ExpFr2 y ExpNa3 almacenadas en un periodo de 5 días.  
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Figura N°89 Elaboración del alimento funcional en polvo para reconstituir 

 

Figura N°90 Empacado de alimento funcional en bolsitas individuales y 

producto terminado.  
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Figura N°91 Bebida reconstituida lista para consumir.  
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Anexo N° 16 

 

Resultados del Ensayo. 
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Tabla N° 41 Resultados de la determinación del efecto inhibitorio de             

probióticos contra Escherichia coli 105 UFC/mL cepa 

hospitalaria en formulación F1. 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 

Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 

 
1° 
semana 

   0 1.16E+05 24 1.52E+05 48 1.17E+05 72 3.70E+03 

0 1.84E+05 24 1.30E+05 48 1.33E+05 72 2.50E+03 

0 1.70E+05 24 7.00E+05 48 1.70E+05 72 1.80E+03 

0 3.30E+05 24 1.10E+05 48 1.80E+05 72 1.35E+03 

0 4.00E+05 24 0.00E+00 48 0.00E+00 72 2.30E+03 

0 3.00E+05 24 1.00E+05 48 0.00E+00 72 1.40E+03 

2° 
semana 

0 1.25E+05 24 1.15E+05 48 1.00E+05 72 5.15E+04 

0 1.30E+05 24 1.25E+05 48 3.78E+04 72 2.30E+03 

0 1.78E+05 24 6.70E+04 48 3.51E+04 72 1.75E+03 

0 1.83E+05 24 5.80E+04 48 3.00E+04 72 1.25E+03 

0 3.00E+05 24 1.00E+05 48 2.00E+04 72 1.50E+03 

0 2.00E+05 24 1.00E+05 48 2.80E+04 72 1.00E+03 

3° 
semana 

0 1.70E+05 24 1.28E+05 48 2.78E+04 72 2.85E+03 

0 2.35E+05 24 1.25E+05 48 2.25E+04 72 2.78E+03 

0 1.84E+05 24 8.00E+04 48 3.00E+04 72 1.83E+03 

0 3.28E+05 24 5.70E+04 48 1.00E+04 72 2.58E+03 

0 1.00E+05 24 6.30E+04 48 2.35E+04 72 1.00E+03 

0 2.00E+05 24 3.70E+04 48 2.75E+04 72 2.00E+03 

4° 
semana 

0 2.48E+05 24 1.18E+05 48 2.28E+04 72 2.78E+03 

0 2.35E+05 24 1.28E+05 48 3.00E+04 72 2.83E+03 

0 1.78E+05 24 1.30E+05 48 1.00E+04 72 2.75E+03 

0 3.50E+05 24 1.30E+05 48 2.30E+04 72 1.25E+03 

0 3.00E+05 24 6.38E+04 48 2.40E+04 72 1.00E+03 

0 2.00E+05 24 7.50E+04 48 1.20E+04 72 1.00E+03 
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Tabla N° 42  Resultados de la determinación del efecto inhibitorio de   

probióticos contra Escherichia coli 106 UFC/mL, cepa 

hospitalaria en formulación F1.  

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 

 
1° 
semana 

   0 1.89E+06 24 9.80E+05 48 1.00E+06 72 4.85E+04 

0 1.30E+06 24 1.24E+06 48 1.10E+06 72 5.35E+04 

0 4.00E+06 24 1.40E+06 48 1.30E+06 72 3.00E+04 

0 1.00E+06 24 1.70E+06 48 2.10E+06 72 3.21E+04 

0 8.00E+06 24 1.00E+06 48 0.00E+00 72 2.00E+04 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 48 0.00E+00 72 2.10E+04 

2° 
semana 

0 1.75E+06 24 8.30E+05 48 1.00E+06 72 4.30E+04 

0 1.46E+06 24 7.40E+05 48 1.10E+06 72 3.30E+04 

0 3.20E+06 24 1.20E+06 48 3.80E+05 72 3.80E+04 

0 2.30E+06 24 1.60E+06 48 3.50E+05 72 2.80E+04 

0 1.00E+06 24 1.00E+06 48 1.00E+05 72 2.30E+04 

0 2.00E+06 24 1.00E+06 48 1.00E+05 72 3.40E+04 

3° 
semana 

0 1.83E+06 24 7.80E+05 48 5.80E+05 72 5.20E+04 

0 1.53E+06 24 6.20E+05 48 4.30E+05 72 3.80E+04 

0 3.00E+06 24 1.30E+06 48 3.30E+05 72 4.30E+04 

0 2.10E+06 24 1.62E+06 48 2.80E+05 72 4.30E+04 

0 3.00E+06 24 0.00E+00 48 1.00E+05 72 3.50E+04 

0 2.00E+06 24 0.00E+00 48 1.20E+05 72 3.20E+04 

4° 
semana 

0 1.78E+06 24 8.90E+05 48 5.30E+05 72 5.80E+04 

0 1.58E+06 24 8.20E+05 48 4.80E+05 72 4.30E+04 

0 3.50E+06 24 1.25E+06 48 3.20E+05 72 3.80E+04 

0 2.00E+06 24 1.00E+06 48 2.30E+05 72 3.50E+04 

0 2.00E+06 24 1.00E+06 48 1.20E+05 72 3.20E+04 

0 1.00E+06 24 1.63E+06 48 1.00E+05 72 3.30E+04 
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Tabla N°43 Resultados de la determinación del efecto inhibitorio de     

probióticos contra Escherichia coli 105 UFC/mL, cepa 

hospitalaria en formulación F2.  

 

 

 

 
UFC/mL 
tiempo 

Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 

 
1° 
semana 

   0 4.50E+05 24 6.10E+05 48 2.80E+05 72 9.60E+03 

0 4.60E+05 24 5.20E+05 48 3.20E+05 72 9.80E+03 

0 5.10E+05 24 3.10E+05 48 2.60E+05 72 8.30E+03 

0 5.20E+05 24 2.70E+05 48 3.30E+05 72 8.40E+03 

0 4.20E+05 24 4.10E+05 48 8.80E+04 72 7.80E+03 

0 3.90E+05 24 3.90E+05 48 8.70E+04 72 7.90E+03 

2° 
semana 

0 4.30E+05 24 4.30E+05 48 2.90E+05 72 9.90E+03 

0 4.60E+05 24 3.70E+05 48 3.10E+05 72 9.60E+03 

0 5.30E+05 24 2.80E+05 48 2.80E+05 72 8.80E+03 

0 5.40E+05 24 3.20E+05 48 2.60E+05 72 8.70E+03 

0 2.90E+05 24 4.20E+05 48 8.10E+04 72 7.80E+03 

0 2.70E+05 24 3.90E+05 48 8.20E+04 72 7.60E+03 

3° 
semana 

0 5.10E+05 24 3.08E+05 48 2.70E+05 72 8.90E+03 

0 5.20E+05 24 1.50E+05 48 3.20E+05 72 9.10E+03 

0 4.80E+05 24 2.70E+05 48 2.90E+05 72 8.60E+03 

0 4.70E+05 24 2.70E+05 48 2.80E+05 72 9.10E+03 

0 3.20E+05 24 4.00E+05 48 9.10E+04 72 8.20E+03 

0 3.40E+05 24 4.00E+05 48 9.30E+04 72 8.10E+03 

4° 
semana 

0 5.60E+05 24 2.90E+05 48 2.70E+05 72 9.30E+03 

0 5.30E+05 24 3.20E+05 48 2.90E+05 72 9.10E+03 

0 4.70E+05 24 2.70E+05 48 2.10E+05 72 8.30E+03 

0 4.50E+05 24 4.20E+05 48 2.30E+05 72 8.60E+03 

0 3.10E+05 24 3.90E+05 48 8.90E+04 72 7.80E+03 

0 3.40E+05 24 2.80E+05 48 8.80E+04 72 7.60E+03 
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Tabla N° 44 Resultados de la determinación del efecto inhibitorio de    

probióticos contra Escherichia coli 106 UFC/mL, cepa 

hospitalaria en formulación F2.  

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 

 
1° 
semana 

   0 2.20E+06 24 3.90E+06 48 6.60E+05 72 8.90E+04 

0 2.90E+06 24 4.00E+06 48 7.80E+05 72 9.70E+04 

0 2.70E+06 24 2.80E+06 48 6.50E+05 72 7.90E+04 

0 3.40E+06 24 2.70E+06 48 5.40E+05 72 6.80E+04 

0 3.30E+06 24 9.60E+05 48 8.70E+04 72 7.70E+04 

0 2.10E+06 24 8.70E+05 48 9.80E+04 72 8.80E+04 

2° 
semana 

0 2.10E+06 24 3.50E+06 48 6.70E+05 72 8.70E+04 

0 2.10E+06 24 3.80E+06 48 8.80E+05 72 9.20E+04 

0 3.70E+06 24 3.00E+06 48 6.40E+05 72 6.80E+04 

0 2.50E+06 24 2.90E+06 48 6.20E+05 72 7.80E+04 

0 1.60E+06 24 9.20E+05 48 9.20E+04 72 8.90E+04 

0 4.20E+06 24 8.60E+05 48 9.40E+04 72 7.90E+04 

3° 
semana 

0 2.80E+06 24 3.60E+06 48 6.90E+05 72 7.80E+04 

0 2.00E+06 24 3.70E+06 48 8.10E+05 72 8.90E+04 

0 2.60E+06 24 2.90E+06 48 7.00E+05 72 6.60E+04 

0 1.00E+06 24 2.40E+06 48 6.90E+05 72 6.90E+04 

0 2.30E+06 24 8.80E+05 48 8.40E+04 72 6.30E+04 

0 4.40E+06 24 8.60E+05 48 8.30E+04 72 6.40E+04 

4° 
semana 

0 1.70E+06 24 3.30E+06 48 7.20E+05 72 8.80E+04 

0 1.80E+06 24 2.90E+06 48 8.20E+05 72 8.40E+04 

0 1.30E+06 24 2.20E+06 48 7.60E+05 72 7.60E+04 

0 2.70E+06 24 2.00E+06 48 7.70E+05 72 7.80E+04 

0 2.20E+06 24 9.60E+05 48 9.30E+04 72 6.80E+04 

0 2.60E+06 24 9.40E+05 48 9.10E+04 72 6.90E+04 
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Figura N° 92  Determinación del efecto inhibitorio de la mezcla de probióticos 

LA-5 BB-12 en F1 contra Escherichia coli 105 UFC/mL, cepa 

hospitalaria. 

 

 

 

 

Figura N° 93 Determinación del efecto inhibitorio de la mezcla de probióticos 

LA-5  BB-12 en F2 contra Escherichia coli 106  UFC/mL, cepa 

hospitalaria. 
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Tabla N° 45 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos en 

F1, donde se inoculó Escherichia coli 105 UFC/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 Tiempo F1 coli105 

 
1° 
semana 

   0 2.60E+08 24 2.30E+08 72 1.43E+08 

0 2.55E+08 24 2.10E+08 72 1.30E+08 

0 3.50E+08 24 2.40E+08 72 1.00E+08 

0 3.30E+08 24 3.50E+08 72 1.50E+08 

0 3.00E+08 24 2.00E+08 72 2.00E+08 

0 3.00E+08 24 2.00E+08 72 1.00E+08 

2° 
semana 

0 2.55E+08 24 3.22E+08 72 1.45E+08 

0 2.62E+08 24 3.57E+08 72 1.35E+08 

0 3.50E+08 24 3.30E+08 72 1.00E+08 

0 3.20E+08 24 3.20E+08 72 1.20E+08 

0 3.00E+08 24 2.00E+08 72 2.00E+08 

0 1.00E+08 24 1.00E+08 72 1.00E+08 

3° 
semana 

0 2.57E+08 24 3.25E+08 72 1.48E+08 

0 2.65E+08 24 3.65E+08 72 1.28E+08 

0 3.40E+08 24 3.40E+08 72 1.50E+08 

0 3.10E+08 24 2.80E+08 72 1.10E+08 

0 2.00E+08 24 1.00E+08 72 1.00E+08 

0 1.00E+08 24 1.00E+08 72 1.00E+08 

4° 
semana 

0 2.60E+08 24 3.54E+08 72 1.50E+08 

0 2.60E+08 24 3.62E+08 72 1.27E+08 

0 3.40E+08 24 3.20E+08 72 1.30E+08 

0 3.20E+08 24 2.70E+08 72 1.60E+08 

0 2.00E+08 24 2.00E+08 72 2.00E+08 

0 1.00E+08 24 2.00E+08 72 1.00E+08 
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Tabla N° 46 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos en 

F1, donde se inoculó Escherichia coli 106 UFC/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 Tiempo F1 coli106 

 
1° 
semana 

   0 3.48E+08 24 2.30E+08 72 1.78E+08 

0 3.92E+08 24 3.20E+08 72 1.85E+08 

0 2.70E+08 24 3.10E+08 72 2.20E+08 

0 2.60E+08 24 1.00E+08 72 2.00E+08 

0 2.00E+08 24 2.00E+08 72 1.00E+08 

0 1.50E+08 24 2.32E+08 72 1.00E+08 

2° 
semana 

0 3.52E+08 24 3.20E+08 72 1.82E+08 

0 2.98E+08 24 3.20E+08 72 1.81E+08 

0 1.72E+08 24 1.50E+08 72 2.30E+08 

0 1.63E+08 24 1.00E+08 72 2.20E+08 

0 2.00E+08 24 2.00E+08 72 1.00E+08 

0 1.00E+08 24 2.31E+08 72 2.00E+08 

3° 
semana 

0 3.54E+08 24 2.50E+08 72 1.85E+08 

0 2.97E+08 24 3.10E+08 72 1.77E+08 

0 1.74E+08 24 1.70E+08 72 2.40E+08 

0 1.65E+08 24 1.00E+08 72 1.70E+08 

0 2.00E+08 24 3.00E+08 72 1.00E+08 

0 1.00E+08 24 2.28E+08 72 3.00E+08 

4° 
semana 

0 3.47E+08 24 2.80E+08 72 1.84E+08 

0 2.91E+08 24 3.00E+08 72 1.79E+08 

0 3.74E+08 24 1.30E+08 72 2.50E+08 

0 1.62E+08 24 2.00E+08 72 1.60E+08 

0 1.00E+08 24 1.00E+08 72 1.00E+08 

0 1.00E+08 24 1.50E+08 72 1.00E+08 
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Tabla N° 47  Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos  en 

F1, blanco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F1  Tiempo F1  Tiempo F1  

 
1° 
semana 

   0 2.72E+08 24 2.80E+08 72 1.10E+08 

0 1.66E+08 24 2.50E+08 72 1.60E+08 

0 2.20E+08 24 3.20E+08 72 1.60E+08 

0 2.60E+08 24 2.80E+08 72 2.50E+08 

0 4.00E+08 24 2.00E+08 72 2.00E+08 

0 4.00E+08 24 2.00E+08 72 3.00E+08 

2° 
semana 

0 2.80E+08 24 2.85E+08 72 1.10E+08 

0 2.75E+08 24 2.55E+08 72 1.55E+08 

0 2.30E+08 24 3.10E+08 72 1.50E+08 

0 2.50E+08 24 2.20E+08 72 2.30E+08 

0 4.00E+08 24 2.00E+08 72 2.00E+08 

0 3.00E+08 24 1.00E+08 72 4.00E+08 

3° 
semana 

0 2.30E+08 24 3.75E+08 72 1.50E+08 

0 2.75E+08 24 3.54E+08 72 1.55E+08 

0 2.35E+08 24 3.20E+08 72 1.60E+08 

0 2.50E+08 24 3.00E+08 72 2.40E+08 

0 3.00E+08 24 3.00E+08 72 2.00E+08 

0 1.00E+08 24 1.00E+08 72 1.00E+08 

4° 
semana 

0 2.55E+08 24 3.63E+08 72 1.20E+08 

0 3.85E+08 24 2.85E+08 72 1.50E+08 

0 2.40E+08 24 2.20E+08 72 1.50E+08 

0 2.30E+08 24 2.10E+08 72 2.40E+08 

0 2.00E+08 24 2.00E+08 72 2.00E+08 

0 1.00E+08 24 2.00E+08 72 3.00E+08 
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Tabla N° 48 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos en 

F2, donde se inoculó Escherichia coli 105 UFC/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 Tiempo F2 coli105 

 
1° 
semana 

   0 3.30E+07 24 3.00E+07 72 3.20E+07 

0 3.66E+07 24 2.80E+07 72 3.00E+07 

0 3.20E+07 24 2.60E+07 72 2.70E+07 

0 2.60E+07 24 2.50E+07 72 2.60E+07 

0 2.30E+07 24 1.20E+07 72 2.50E+07 

0 2.00E+07 24 1.00E+07 72 2.30E+07 

2° 
semana 

0 2.40E+07 24 2.80E+07 72 1.20E+07 

0 2.30E+07 24 2.70E+07 72 2.80E+07 

0 2.30E+07 24 1.40E+07 72 2.50E+07 

0 2.10E+07 24 1.80E+07 72 2.30E+07 

0 3.30E+07 24 1.30E+07 72 2.00E+07 

0 3.00E+07 24 1.20E+07 72 1.70E+07 

3° 
semana 

0 2.60E+07 24 3.00E+07 72 1.90E+07 

0 2.70E+07 24 2.80E+07 72 1.70E+07 

0 2.40E+07 24 2.60E+07 72 2.30E+07 

0 2.20E+07 24 2.30E+07 72 2.10E+07 

0 1.20E+07 24 1.90E+07 72 1.50E+07 

0 3.00E+07 24 1.70E+07 72 1.30E+07 

4° 
semana 

0 2.90E+07 24 2.90E+07 72 1.80E+07 

0 3.70E+07 24 2.80E+07 72 1.60E+07 

0 2.20E+07 24 2.20E+07 72 2.40E+07 

0 2.00E+07 24 2.10E+07 72 1.80E+07 

0 1.60E+07 24 1.50E+07 72 1.60E+07 

0 1.20E+07 24 1.70E+07 72 1.90E+07 
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Tabla N° 49 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos en 

F2, donde se inoculó Escherichia coli 106 UFC/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 Tiempo F2 coli106 

 
1° 
semana 

   0 2.20E+07 24 2.50E+07 72 2.70E+07 

0 2.60E+07 24 2.40E+07 72 2.50E+07 

0 2.40E+07 24 2.20E+07 72 2.10E+07 

0 2.20E+07 24 1.70E+07 72 1.80E+07 

0 1.00E+07 24 1.30E+07 72 1.20E+07 

0 1.00E+07 24 1.60E+07 72 1.00E+07 

2° 
semana 

0 2.80E+07 24 2.60E+07 72 2.90E+07 

0 2.50E+07 24 2.30E+07 72 2.40E+07 

0 2.30E+07 24 1.70E+07 72 2.10E+07 

0 1.00E+07 24 1.40E+07 72 2.00E+07 

0 1.00E+08 24 1.20E+07 72 1.40E+07 

0 1.00E+08 24 1.00E+07 72 1.60E+07 

3° 
semana 

0 2.60E+07 24 2.70E+07 72 2.70E+07 

0 2.40E+07 24 2.40E+07 72 2.50E+07 

0 2.20E+07 24 2.20E+07 72 2.20E+07 

0 2.00E+07 24 2.10E+07 72 1.70E+07 

0 1.40E+07 24 1.30E+07 72 1.00E+07 

0 1.30E+07 24 1.50E+07 72 1.10E+07 

4° 
semana 

0 2.70E+07 24 2.80E+07 72 2.70E+07 

0 2.40E+07 24 2.50E+07 72 2.40E+07 

0 2.00E+07 24 2.10E+07 72 1.30E+07 

0 1.90E+07 24 1.70E+07 72 1.00E+07 

0 1.50E+07 24 1.20E+07 72 1.60E+07 

0 1.30E+07 24 1.10E+07 72 1.30E+07 
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Tabla N° 50 Resultados de la determinación de la viabilidad de probióticos  en 

F2, blanco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo F2 Tiempo F2  Tiempo F2 

 
1° 
semana 

   0 3.20E+07 24 3.00E+07 72 4.90E+07 

0 3.00E+07 24 3.70E+07 72 5.00E+07 

0 3.20E+07 24 3.40E+07 72 4.40E+07 

0 3.00E+07 24 3.00E+07 72 4.00E+07 

0 2.00E+07 24 2.00E+07 72 2.50E+07 

0 2.00E+07 24 2.00E+07 72 2.70E+07 

2° 
semana 

0 2.00E+07 24 3.30E+07 72 4.20E+07 

0 3.60E+07 24 3.80E+07 72 4.60E+07 

0 2.90E+07 24 3.30E+07 72 3.50E+07 

0 2.60E+07 24 3.00E+07 72 3.70E+07 

0 2.00E+07 24 2.30E+07 72 2.10E+07 

0 2.00E+07 24 2.20E+07 72 2.00E+07 

3° 
semana 

0 2.70E+07 24 2.90E+07 72 4.80E+07 

0 3.80E+07 24 2.30E+07 72 1.30E+07 

0 3.50E+07 24 3.50E+07 72 1.70E+07 

0 3.10E+07 24 3.80E+07 72 2.20E+07 

0 2.00E+07 24 2.40E+07 72 2.30E+07 

0 2.40E+07 24 2.70E+07 72 1.90E+07 

4° 
semana 

0 5.20E+07 24 2.70E+07 72 2.60E+07 

0 4.90E+07 24 2.90E+07 72 1.30E+07 

0 4.50E+07 24 2.70E+07 72 1.30E+07 

0 3.30E+07 24 2.90E+07 72 1.40E+07 

0 2.00E+07 24 2.20E+07 72 1.00E+07 

0 2.00E+07 24 2.60E+07 72 1.00E+07 
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Figura N° 94 Determinación de la viabilidad de la mezcla de probióticos LA-5  

BB-12 en F1, Blanco 

 

 

 

Figura N° 95  Determinación de la viabilidad de la mezcla de probióticos LA-5  y 

BB-12 en F2, Blanco. 
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Tabla N° 51 Resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 105UFC/mL. 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo coli105 Tiempo coli105 Tiempo coli105 Tiempo coli105 

 
1° 
semana 

   0 4.68E+05 24 1.07E+06 48 8.00E+05 72 5.80E+06 
0 4.16E+05 24 7.40E+05 48 6.40E+05 72 4.70E+06 
0 3.30E+05 24 9.50E+05 48 2.30E+06 72 5.30E+06 
0 2.50E+05 24 5.10E+05 48 2.50E+06 72 3.20E+06 
0 1.00E+05 24 1.30E+05 48 2.00E+06 72 4.00E+06 
0 3.00E+05 24 1.40E+05 48 2.00E+06 72 5.00E+06 

2° 
semana 

0 3.36E+05 24 6.92E+05 48 2.13E+06 72 6.30E+06 
0 4.24E+05 24 2.24E+05 48 2.80E+06 72 6.10E+06 
0 4.30E+05 24 3.80E+05 48 1.60E+06 72 5.80E+06 
0 4.40E+05 24 1.80E+05 48 1.60E+06 72 4.00E+06 
0 1.00E+05 24 2.20E+06 48 2.00E+06 72 2.00E+06 
0 3.00E+05 24 1.80E+06 48 1.00E+06 72 6.00E+06 

3° 
semana 

0 3.50E+05 24 7.80E+05 48 1.80E+06 72 5.30E+06 
0 4.15E+05 24 5.00E+05 48 2.10E+06 72 5.40E+06 
0 3.80E+05 24 4.30E+05 48 2.10E+06 72 5.40E+06 
0 4.00E+05 24 6.30E+05 48 2.30E+06 72 5.30E+06 
0 1.00E+05 24 1.20E+06 48 2.00E+06 72 4.00E+06 
0 2.00E+05 24 1.30E+06 48 2.00E+06 72 5.00E+06 

4° 
semana 

0 4.00E+05 24 7.10E+05 48 2.30E+06 72 6.10E+06 
0 4.00E+05 24 6.30E+05 48 7.80E+05 72 5.10E+06 
0 3.90E+05 24 5.30E+05 48 1.60E+06 72 5.50E+06 
0 3.70E+05 24 7.20E+05 48 1.60E+06 72 5.80E+06 
0 3.00E+05 24 1.20E+06 48 1.00E+06 72 6.00E+06 
0 4.00E+05 24 1.10E+06 48 2.00E+06 72 5.00E+06 
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Tabla N° 52 Resultados del Blanco del patógeno Escherichia coli en 

concentración 106UFC/mL 

 

 

 

 

UFC/mL 
tiempo 
 

Tiempo coli106 Tiempo coli106 Tiempo coli106 Tiempo coli106 

 
1° 
semana 

   0 3.16E+06 24 4.48E+06 48 5.48E+06 72 3.80E+07 
0 3.28E+06 24 5.08E+06 48 5.32E+06 72 7.20E+07 
0 3.60E+06 24 6.00E+06 48 1.02E+07 72 6.30E+07 
0 3.90E+06 24 7.80E+06 48 9.70E+06 72 6.90E+07 
0 7.00E+06 24 2.00E+06 48 1.70E+07 72 7.30E+07 
0 2.00E+06 24 5.00E+06 48 1.20E+07 72 5.90E+07 

2° 
semana 

0 2.80E+06 24 4.40E+06 48 1.15E+07 72 6.30E+07 
0 2.84E+06 24 3.60E+06 48 7.00E+06 72 6.30E+07 
0 3.60E+06 24 8.00E+06 48 1.23E+07 72 7.00E+07 
0 5.10E+06 24 1.00E+07 48 1.38E+07 72 5.30E+07 
0 8.00E+06 24 1.00E+07 48 1.00E+07 72 3.80E+07 
0 4.00E+06 24 7.00E+06 48 1.70E+07 72 7.80E+07 

3° 
semana 

0 2.50E+06 24 4.30E+06 48 1.25E+07 72 6.00E+07 
0 3.38E+06 24 3.89E+06 48 9.00E+06 72 7.20E+07 
0 3.50E+06 24 4.00E+06 48 1.00E+07 72 6.50E+07 
0 3.80E+06 24 7.00E+06 48 9.80E+06 72 5.30E+07 
0 5.00E+06 24 7.00E+06 48 1.70E+07 72 6.30E+07 
0 4.00E+06 24 8.00E+06 48 1.90E+07 72 7.50E+07 

4° 
semana 

0 3.18E+06 24 4.47E+06 48 1.35E+07 72 4.00E+07 
0 2.73E+06 24 4.38E+06 48 1.30E+07 72 5.30E+07 
0 3.80E+06 24 5.30E+06 48 1.28E+07 72 6.80E+07 
0 4.10E+06 24 6.80E+06 48 1.50E+07 72 6.50E+07 
0 6.00E+06 24 6.00E+06 48 1.80E+07 72 6.80E+07 
0 3.00E+06 24 7.00E+06 48 1.50E+07 72 8.00E+07 
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Figura N° 96 Blanco del patógeno Escherichia coli en el ensayo. 

 

 

 

 

Figura N° 97 pH inicial y pH final de las bebidas en el ensayo 
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Tabla N° 53 Prueba preliminar de estabilidad, viabilidad de probióticos en F1 en 

los días 0, 15 y 30 de almacenamiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla N°54 Prueba preliminar de estabilidad, viabilidad de probióticos en F2 en 

los días 0, 15 y 30 de almacenamiento.  

día UFC/mL día UFC/mL día UFC/mL 

0 2.83E+07 15 1.85E+07 30 1.36E+07 

0 2.75E+07 15 1.72E+07 30 1.11E+07 

0 2.30E+07 15 1.60E+07 30 1.20E+07 

0 2.50E+07 15 1.80E+07 30 1.60E+07 

0 3.00E+07 15 1.00E+07 30 1.00E+07 

0 2.00E+07 15 2.00E+07 30 1.00E+07 

0 2.85E+07 15 1.93E+07 30 1.42E+07 

0 2.23E+07 15 1.84E+07 30 1.15E+07 

0 1.70E+07 15 1.70E+07 30 1.30E+07 

0 2.10E+07 15 1.50E+07 30 1.20E+07 

0 3.00E+07 15 1.00E+07 30 1.00E+07 

0 1.00E+07 15 3.00E+07 30 1.00E+07 

 

día UFC/mL día UFC/mL día UFC/mL 

0 3.35E+08 15 1.72E+08 30 1.87E+08 

0 3.37E+08 15 1.32E+08 30 1.13E+08 

0 2.30E+08 15 2.30E+08 30 1.90E+08 

0 2.50E+08 15 2.50E+08 30 1.70E+08 

0 2.00E+08 15 2.00E+08 30 1.00E+08 

0 1.00E+08 15 1.00E+08 30 1.00E+08 

0 3.28E+08 15 1.83E+08 30 1.83E+08 

0 3.23E+08 15 1.29E+08 30 1.74E+08 

0 1.90E+08 15 2.10E+08 30 1.80E+08 

0 2.60E+08 15 1.70E+08 30 1.70E+08 

0 2.00E+08 15 1.00E+08 30 1.00E+08 

0 1.00E+08 15 1.00E+08 30 1.00E+08 
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Figura  N°98  Estabilidad, pH. 

 

 

 

Figura N° 99 Estabilidad, proceso y conteo. 
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Figura N° 100 Procedimiento de la evaluación de las cepas probióticas frente a 

la resistencia contra el  pH ácido del estómago y a sales biliares. 

 

 

 

 

 

 

 


