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ADH= Arginina deshidrolasa

ADN= Acido desoxirribonucleico
AGCC= Acido graso de cadena corta
AMPc= Adenosin monofosfato ciclico

AMY= Fermentacion/oxidacion de amigdalina

ANOVA= Andlisis de varianza

ARA= Fermentacion/oxidacion de arabinosa

BAL= Bacterias acido lacticas

BB-12®= Bifidobacterium lactis

CENSALUD-= Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud
CIT= Citrato

CO2 = Didéxido de Carbono

CODEX = C6digo

COL 1= Escherichia coli inoculada en 10° UFC/mL
COL2= Escherichia coli inoculada en 108 UFC/mL

DAEC-= E. coli difusamente adherente



df= grados de libertad

E. coli= Escherichia coli

EAEC= E.coli enteroagregativa
EHEC= E. coli enterohemorragica
EIEC= E. coli enteroinvasiva

EMB= Agar Eosina azul de metileno

EPEC= E. coli enteropatégena
ETEC= E.coli enterotoxigénica

F1= Probidtico inoculado en 10’ UFC/mL
F2= Probidtico inoculado en 108UFC/mL

FAO= Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura

GALT= Tejido linfoide asociado al intestino

GEL= Gelatinasa

GLU= Fermentacién/oxidacién de glucosa
h = Horas

H20= Agua

H2S= Sulfuro de hidrégeno

Ha= Hipotesis alternativa
Ho= Hipdtesis nula

2= Yodo molecular

IgA= Inmunoglobulina A



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

IND= Indol

INO= Fermentacion/oxidacion de inositol
LA-5® = Lactobacillus acidophilus
LDC-= Lisina descarboxilasa

LSD= Minima diferencia significativa

MAN= Fermentacion/oxidacién de manitol
MEL= Fermentacion/oxidaciéon de melobiosa
MG = Materia grasa

mL= Mililitro

MRS = Medio de cultivo De Man Rogosa Sharpe
02 = Oxigeno

ODC-= Ornitina descarboxilasa

OMS= Organizacion Mundial de la Salud
ONPG= beta-galactosidasa

OX= Citrocromo oxidasa

PCR = Reaccion en cadena de la polimerasa

pH= Potencial de hidrogeno
RHA= Fermentacion/oxidacion de ramnosa

RTCA= Reglamento Técnico Centroamericano

AC= Fermentaciodn/oxidacion de sacarosa



SLC= Sobrenadante libre de células

SOR= Fermentacion/oxidacion de sorbitol
sp. = Especie
spp. = Especies

SRO= Sales de rehidratacion oral

TDA= Triptéfano desaminasa

TL= Toxina termolabil
TS= Toxina termostable

TSI= Hierro triple azucar

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 Proteccion Ambiental de los Estados Unidos

VP= Produccién de acetoina, Voges-Proskahuer



RESUMEN

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud , la definicién de probiético
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 nifios con infecciones entéricas y desordenes
intestinales, siendo estos microorganisSmo 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 investigacion se formulé un alimento en polvo para reconstituir con los
probiéticos liofilizados Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis
BB-12® mas caseina al 1% ademas de saborizante y colorantes naturales,
realizando varios ensayos hasta llegar al mas aceptable organolépticamente.

Se realiz6 el analisis sobre la cinética de muerte del patdgeno Escherichia coli
al estar en contacto directo con la mezcla de probidticos del alimento
reconstituido, al que se le aplicé el andlisis de varianza y se determind que la
formulacion que inhibi6 mayormente al patdégeno fue la F1 donde el probidtico
se encontraba en una concentracion de 108 UFC/mL. A la vez se llevé un
blanco del patégeno para comprobar que la inhibicion era debido a los

probiodticos y no a otro componente de la formulacion.

La evaluacion de la viabilidad de los probidticos en la bebida reconstituida se
mantuvo constante en el mismo logaritmo de concentracion desde su

inoculacion hasta las 72 horas de analisis.



La prueba preliminar de estabilidad del polvo formulado sin reconstituir durante
un mes, para F1 y F2 obtuvo una buena estabilidad de los probidticos junto a

los polvos.

La resistencia a la acidez gastrica y a las sales biliares fue del 82.57% y del
95.54% respectivamente, los cuales son aceptados para considerarse a las

cepas como probioticos. e

Con esta investigacion se determind que el alimento formulado posee un efecto
inhibitorio in vitro contra el patégeno Escherichia coli llegando hasta una
concentracion menor a la dosis infecciosa de diarrea en nifios (102 UFC/mL), sin
embargo se recomienda realizar un estudio de estabilidad fisicoquimico y
microbiolégico al producto y estudiar un material de empaque méas adecuado

para este.

Por lo tanto, el consumo regular de alimentos que posean probidticos, tal es el
caso de la bebida formulada en este trabajo, puede ser una opcion para

prevenir diarreas.

Esta investigacion fue realizada en el Laboratorio de Alimentos del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El

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

Las bacterias &cido lacticas (BAL), han estado presentes en la alimentacion
desde hace siglos; se encuentran en productos fermentados como la leche y
derivados, productos carnicos y vegetales. Estos microorganismos cuando
fermentan carbohidratos producen una mezcla de sustancias con accion
antimicrobiana como: &cido lactico, acido acético, acido butirico, peréxido de
hidrégeno, diacetilo y péptidos de bajo peso molecular llamados bacteriocinas,
gue generan cambios en la microbiota intestinal como la inhibicion de
patdgenos; lo cual repercute positivamente en el estado de salud del

consumidor. o

La diarrea infecciosa es un importante problema mundial de salud, que causa
varios millones de muertes cada afio. Aunque la mayoria de las muertes se
producen entre nifios de paises en desarrollo, se estima que la diarrea
transmitida por los alimentos afecta cada afio hasta el 30 por ciento de la
poblacién, incluso en los paises desarrollados. s Los probibticos pueden

constituir un medio importante para reducir estos problemas.

Para dar respuesta a la problematica del pais ante el alto indice de diarrea en
nifios y a la falta de consumo de probidticos, es necesario dar a conocer a los
salvadorefios los efectos benéficos que pueden originarse al consumir

probioticos por medio de un alimento funcional.

En esta investigacion se formulé un alimento en polvo para reconstituir el cual
tiene las siguientes caracteristicas: el polvo no necesita refrigeracion y se
reconstituye en agua; es funcional ya que contiene probioticos y proporciona un
aporte nutricional de caseina; es libre de lactosa por lo cual no posee un

vehiculo lacteo.
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A este alimento funcional se le realizé un estudio sobre la cinética de muerte de
Escherichia coli llegando este patégeno hasta una concentracibn menor a la
dosis infecciosa de diarrea en nifios. Ademas se le evalué la estabilidad
microbioldgica de los probioticos en el alimento reconstituido y su resistencia a

las barreras bioldgicas como son la acidez gastrica y las sales biliares.

Se realiz6 un estudio previo (pre-ensayo), en donde se comprobo la cinética de
muerte del patdgeno Escherichia coli con una mezcla de probioticos
termolabiles ABY-3 comunmente utilizados para la elaboracion de yogurt,
diferente a la mezcla de probidticos liofilizados termoestables para la
formulacion de alimentos en polvo. La finalidad de realizar este pre-ensayo, fue
obtener los resultados de la inhibicion de la primera mezcla de probi6ticos para
asi poder importar los probiéticos termoestables con los cuales se formulé el

alimento funcional.

Los analisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
en el Centro de Investigacion 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 nutricion infantil libre de lactosa a base de caseina
con mezcla de probidticos Bifidobacterium lactis y Lactobacillus acidophilus y su

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

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Realizar un ensayo previo de la mezcla de probidticos 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 (10°
UFC/mL y 108UFC/mL).

2.2.2 Preparar el alimento formulado para nutricion infantil del tipo polvo
para reconstituir en agua utilizando dos diferentes concentraciones
de probidticos (107 UFC/mL y 108 UFC/mL).

2.2.3 Evaluar la estabilidad microbiolégica 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 biolégicas (acidez gastrica y

sales biliares) del probiético utilizado en la formulacién.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Probidticos
3.1.1 Definicién de probidticos.

Posiblemente el término “probidtico”, que etimoldégicamente procede del griego
“pro bios” (por la vida), fue empleado por primera vez por Vergio en 1954,
cuando comparaba los efectos adversos que los antibibticos ejercian sobre la
microbiota intestinal con las acciones beneficiosas ejercidas por otros factores
que no pudo determinar. Una década mas tarde, Lilly y Stillwell (1965) se
referian a los probidticos como microorganismos que promovian el crecimiento
de otros microorganismos. Fuller (1989) redefini6 a los probidticos como
“aquellos suplementos alimenticios integrados por microorganismos vivos que
afectan beneficiosamente al hospedador que los consumo mediante la mejora

de su equilibrio microbiano intestinal”. ¢

De acuerdo con la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS o WHO), la
definicibn de probiético es: «Microorganismos vivos que, cuando son
suministrados en cantidades adecuadas, promueven beneficios en la salud del

organismo huésped». ws

Entre los microorganismos a los que se les atribuyen caracteristicas probiéticas
y que ocupan el lugar mas destacado se encuentran las bacterias lacticas
(productoras de acido lactico 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 esta relacionado filogenéticamente con las
bacterias lacticas, pero comparte con ellas diversas propiedades fisiolégicas,

bioquimicas y ecoldgicas ().

3.1.2 Caracteristicas de los probidticos.

La concentracion de probidticos viables que se estima que debe llegar al
intestino para obtener un efecto clinico es mayor a 106 UFC/mL en el intestino
delgado y mayor a 108 UFC/mL en el colon. Sin embargo una ingesta de
10° UFC/mL ha sido sugerida como la minima para proveer efectos

terapéuticos. us

Una vez que los microorganismos probidticos alcanzan el intestino, son
capaces de permanecer alli durante un corto periodo 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 adhesiéon a la mucosa intestinal es el primer paso en la
colonizacion, y muchos autores lo consideran un prerrequisito para ejercer
efectos beneficiosos en el huésped, como la exclusiébn competitiva de bacterias

enteropatégenas o la Inmunomodulacion.

Para poder atribuir propiedades probidticas a una bacteria es preciso comenzar

por determinar que el microorganismo cumpla con varias caracteristicas:

- Ser de origen humano, ya que, en teoria, las cepas aisladas de seres
humanos sanos van a presentar una mayor facilidad de colonizar el
intestino humano y probablemente no sean patdgenas, no obstante se
han utilizado probidticos de origen no humano, como Saccharomyces
cerevisiae, demostrandose su seguridad tras el consumo regular por el

hombre, » ademas 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 probioticos han de llegar
viales al intestino, es preciso que resista el pH gastrico, las enzimas

digestivas y la accion detergente e inhibidora de las sales biliares.

- Han de ser capaces de colonizar el intestino y producir efectos benéficos
a este, con un tiempo corto de replicacion, y de adherirse a la mucosa
intestinal para que tenga lugar la modulacién de la respuesta inmune, asi
como la exclusibn de microorganismos patdégenos, si bien esto ultimo
puede deberse también a su capacidad de producir compuestos

antimicrobianos.

- Mantener la viabilidad y actividad en el alimento conductor o vector del
microorganismo Yy ser estable en el almacenamiento y tener la capacidad

de ser cultivado a escala industrial.zs

- Asegurar que las cepas probidticas son completamente probadas y
documentadas para garantizar que son seguros y no tienen los efectos
indeseados ya que los probidticos también son llamados “bacterias
amigables” los cuales poseen efectos benéficos especificos. Incluso las
bacterias de la misma especie no se puede esperar a tener los mismos

efectos.

3.1.3 Accion de los probidticos

Aunque se sabe que ciertos probidticos pueden tener efectos beneficiosos,
apenas se conocen los mecanismos moleculares de los beneficios notificados.
Esos mecanismos pueden variar de un probiotico a otro (para obtener el mismo
beneficio por diferentes medios) y pueden consistir en una combinacion de

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

que intervienen en el control de patégenos intestinales:

- Competencia con bacterias nocivas.
Las bacterias probioticas tienen capacidad de prevenir la adherencia,
establecimiento, replicacion y/o la accion de las bacterias patdgenas . Entre

los posibles mecanismos se encuentran:
a) Desplazamiento de su sitio de unién al epitelio. ¢

Para la eliminacidon de las bacterias patdgenas no es necesaria muchas veces
la produccion de sustancias bacteriostaticas o bactericidas, sino que puede ser
por una competencia fisica por unirse al epitelio, consumiendo también los

sustratos disponibles para las bacterias patdégenas.

b) Inhibicion de su crecimiento y/o muerte mediante la produccién de

compuestos antibacterianos 6 reduccion del pH. @us)

Los acidos organicos son el mayor producto final de la fermentacion en el colon
y estos metabolitos actian como inhibidores para algunas bacterias invasoras.
La modificacion del pH del lumen intestinal debido fundamentalmente a la
produccion de acidos organicos, principalmente lactato y los acidos grasos de
cadena corta acetato, propionato y butirato, como consecuencia de su

capacidad fermentativa sobre la fibra dietética. uy

- Produccion de compuestos antibacterianos.
Otro mecanismo involucrado en la inhibicion de patégenos es la capacidad de

produccion de sustancias antimicrobianas tales como bacteriocinas, aldehidos,
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peroxidos, &cidos organicos, 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 taxondémico con la cepa bacteriocinogénica.

- Absorcion de nutrientes importantes. a7
Entre los beneficios nutricionales imputados al consumo de probidticos en
productos lacteos se incluye el aumento de la absorcion de minerales como el
calcio, zinc, hierro, manganeso, cobre y fosforo, debido a que la acidez del
medio facilita la ionizacion de éstos y la formacién de sales solubles asimilables.
Igualmente, por la accion microbiana aumenta la digestibilidad de la proteina del
yogurt y la bio-disponibilidad de vitaminas como la riboflavina, facilitando la
utilizacion de estos nutrientes. EI consumo de bacterias probidticas también
contribuye, mediante la produccion de enzimas especificos, al aprovechamiento

de otros nutrientes en el intestino.

- Mejora de la funcién de barrera intestinal.
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 fisica que previene la entrada a la lamina
propia de microorganismos potencialmente patdgenos. Por otro lado, la
inmunoglobulina A (IgA) es secretada por el intestino, ademas de bloquear la
unidon de microorganismos patogenos al epitelio, evitando por tanto su posterior
acceso a la lamina 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.

- Inmunomodulacion.



40

El sistema inmunitario intestinal constituye la parte mas 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
patdgenos y antigenos inocuos como son las proteinas de la dieta y las
bacterias comensales. El principal componente del sistema inmunitario intestinal
esta 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 produccion de
inmunoglobulinas especificas del tipo A, o la activacion de células K (Natural
Killer).

Produccion S Patogeno

sustancias

antimicrobianas SIS rrobistico
Produccién

nutrientes

Competicion
puntos union
al epitelio

Incremento funcién barrera

Inmunomodulacion

Figura N°1 Mecanismos de accion ejercidos por las bacterias probiéticas:
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3.1.4 Habitantes normales del sistema digestivo. g

El hecho de que en ausencia de microflora intestinal aumente el transporte de
antigenos demuestra la importancia de esta flora en el sistema defensivo. La
principal funcion de la flora gastrointestinal radica en prevenir la colonizacion
por microorganismos patdgenos al competir por sus nichos ecologicos y
sustratos metabdlicos. El metabolismo microbiano supone, ademas una
importante fuente de energia para la pared intestinal, aproximadamente un 50%
de los requerimientos diarios, gracias a la fermentacion de carbohidratos a
acidos organicos. La microbiota intestinal también modula el sistema inmune
mediante la induccién de tolerancia y la produccion de inmunoestimulantes no

inflamatorios.

Los lactantes alimentados con leche materna tienen una flora intestinal mucho
mas rica en Bifidobacterias y Lactobacillus que los lactantes alimentados con
férmulas maternizadas. La presencia de estos microorganismos en el tracto
gastrointestinal se ha asociado con la resistencia a la colonizacion por especies

patégenas y con un aumento de la inmunidad gastrointestinal.

3.1.5 Lactobacillus acidophilus @3

Requieren medios nutricionales complejos, con aminoacidos, péptidos,
derivados de acidos nucleicos, vitaminas, sales, acidos grasos y carbohidratos

fermentables.

El medio de cultivo mas empleado es el medio MRS descrito por Man, Rogosa y
Sharpe en 1960, este medio contiene ademas, magnesio, manganeso acetato y
polisorbato 80 (Tween 80) que facilitan de gran forma el crecimiento de los
bacilos lacticos, incluso de las especies mas exigentes, como El medio MRS

estd especialmente recomendado para la enumeracion y mantenimiento de



bacilos lacticos, ya sea por la técnica del nimero méas probable (NMP) en caldo

0 por siembra en masa.
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Figura N° 2 Morfologia microscopica de Lactobacillus acidophilus.

Cuadro N°1 Caracteristicas morfoldgicas de Lactobacillus acidophilus.

Bacilos microaeréfilos gram  positivos,
catalasa negativo

Coagulan la leche en 48 horas.

Forman acido lactico como producto
principal de fermentacion, a partir de

glucosa, lactosa, maltosa y sacarosa.

Crecimiento favorecido por anaerobiosis.

Normalmente no reducen los nitratos.

No licuan la gelatina, ni digieren la caseina.

Requiere medio nutricional complejo con

aminoacidos, péptidos, vitamina, sales,

acidos grasos y carbohidratos fermentables.

Temperatura 6ptima de crecimiento 30-40°C
a pH5.5-6.2



3.1.6 Bifidobacterium (17) (30)
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Figura N°3 Morfologia microscépica de Bifidobacterium

Cuadro N°2 Caracteristicas morfoldgicas de Bifidobacterium lactis.

Bacilos anaerobios gram positivos, inmoviles

catalasa negativo

Morfologia macroscopica varia en funcién del

medio que se emplee.

Difieren de las BAL en que no solamente
producen &cido lactico sino también &cido

acético.

Temperatura Optima de crecimiento especies

origen animal 41-43°C

En algunos casos puede presentar

morfologia cocoidea.

pH optimo de crecimiento 6.5-7.

Requiere medio nutricional complejo con
aminoacidos, péptidos, vitamina, sales,
acidos grasos y carbohidratos

fermentables.

Temperatura Optima de crecimiento

especies origen humano 36-38°C
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La apariencia de las colonias de este género bajo condiciones de anaerobiosis
puede variar mucho en funcién del medio que se emplee. En general, las
colonias que se forman son redondeadas, pueden ser brillantes y de diametro
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 morfologia de colonia no

es una buena referencia para la identificacion del género. (s

3.1.7 Inocuidad de los probiéticos en los seres humanos.

La informacion reunida hasta la fecha indica que los Lactobacillus se han
utilizado desde hace tiempo como probidticos sin que se hayan determinado
riesgos para los seres humanos, y ésta sigue siendo la mejor prueba de su
inocuidad. Ademas, no se han encontrado propiedades patdégenas o virulentas
en Lactobacillus, bifidobacterias o Lactococos. A pesar de esto, la Consulta
reconoci6 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 epidemiolégico reciente sobre casos
notificados de bacteremia causada por Lactobacillus, recogidos
sistematicamente en un pais, ha demostrado que no se observa un aumento de
la incidencia o la frecuencia de la bacteremia cuando aumenta la utilizacién de

Lactobacillus probidticos.

3.2 Escherichia coli y su relacién con la diarrea infantil.

3.2.1 Escherichia coli as

Escherichia coli es la especie predominante de la flora anaerdbica facultativa

del colon humano. Tipicamente 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
dafio, pero cuando un individuo se encuentra debilitado o inmunodeprimido, o
cuando sus barreras gastrointestinales se encuentran alteradas o dafadas, las
cepas E. coli no patogénicas pueden causar infeccion. Las infecciones
producidas por cepas E. coli patogénicas pueden estar limitadas a mucosas o
bien diseminadas. Tres sindromes clinicos pueden resultar de la infeccion por
cepas patogénicas: infeccion de vias urinarias, Sepsis 6 meningitis y
enfermedad diarreica.

Cuadro N°3 Caracteristicas morfoldgicas de Escherichia coli.

Bacilos aerobio gram negativo, movil. catalasa Puede ser recuperada de pacientes en

negativo medios generales o selectivos a 37°C.

Morfologia ~macroscopica forma colonias En muestras de heces puede ser aislada
circulares convexas y lisas con bordes bien en agar Mac. Conkey o en agar EMB.
definidos.

Su prueba IMVIC es ++-- Fermenta el manitol, lactosa y glucosa

produciendo gas.
(Indol, Rojo de metilo, Voges-Proskauer vy

Citrato).

Las cepas de E. coli que causan diarrea se agrupan en seis categorias de
acuerdo a su mecanismo patoldgico y definido por la presencia de genes que
codifican los patrones caracteristicos de virulencia, que inducen una respuesta
del huésped predecible. Las categorias son: 1. E. coli enteropatégena (EPEC);

2. E.coli enterotoxigénica (ETEC); 3. E. coli enteroinvasiva (EIEC); 4. E. coli
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enterohemorragica (EHEC); 5.E.coli enteroagregativa (EAEC); y E. coli
difusamente adherente (DAEC).

3.2.2 Escherichia coli enterotoxigénica. us

Es la etiologia bacteriana mas comun de diarrea en paises en vias de
desarrollo, sobre todo es la poblacién infantil. Se le encontrado como causa
comun de diarrea leve a moderada-severa en lactantes en paises en vias de
desarrollo; un sindrome similar al célera en adultos que viven en areas donde el
cblera es endémico; asi como la fuente, mas comun de diarrea del viajero entre
personas que viajan de paises desarrollados a paises en vias de desarrollo;
estas cepas se caracterizan por producir toxina termolébil (TL) y/o termostable

(TS), ocasionando diarrea agua liquida.

3.2.3 Epidemiologia. us

En necesario un inoculo grande para inducir la infeccién clinica. La transmision
es generalmente a través del agua y alimentos contaminados. En el adulto sano
requieren aproximadamente mas de 108 bacterias para producir enfermedad. El
principal reservorio parece ser el tracto gastrointestinal del humano. La
incidencia de la enfermedades es mas alta en nifios menores de 2 afios de
edad, declinando rapidamente alrededor de los 4 afios, para permanecer
después en un porcentaje bajo, sugiriendo que existe la posibilidad de

inmunidad de tipo adquirida.

3.2.4 Patogenia. us

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

coloniza, y prolifera en la superficie del intestino delgado proximal para



47

posteriormente producir enfermedad mediantes dos mecanismos patogénicos:

adhesién y produccion de enterotoxinas.

Para producir diarrea, las cepas ETEC primero deben adherirse a los
receptores especificos situados en el enterocito estd 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 proteina de peso molecular
elevado,oligomérica constituida por una subunidad A y 5 subunidades B
idénticas. Inmunoldgicamente esta relacionada con la toxina del colera (TC) en
su estructura, antigenicidad y mecanismo de accion. La toxina penetra por
endocitosis a la mucosa intestinal donde el péptido A cataliza la ADP-
ribosilacion de la proteina Gs que conduce a la activacion de la adenilato
ciclasa en la membrana plasmética de células eucarioticas. Esta activacién de
la adenilciclasa en las células de la mucosa del intestino delgado condiciona un
incremento de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que activa la proteina
qguinasa dependiente de AMPc, dando por resultado la salida de liquido y
electrolitos (principalmente cloro) a la luz intestinal, y disminuyendo la absorcién
de cloruro de sodio, asi 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 si, pues difieren
tanto en su estructura como en el mecanismo de accion: La toxina TSa y la
TSh. Los genes que la codifican se localizan en los plasmidos. La toxina TSa es
producida por cepas de ETEC, por enterocolitica y V. cholerae no-01; mientras
gue latoxina TSb solo se ha detectado en cepas ETEC. El principal receptor de
TSa es laguanilato ciclasa C que estimula la actividad enziméatica intracelular e
incrementa la concentracion de GMPc (guanosin monofosfato ciclico), o que

activa la secrecion, fundamentalmente de cloro, e inhibe la absorcién de
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cloruros de sodio. El receptor de la toxina TSb es desconocido y el mecanismo
de estimulacion de la secrecion de bicarbonato de las células intestinales con
un incremento en la concentracion del calcio intracelular, la liberacion de
prostaglandina E2 y serotonina, sugieren una accion mediada por el sistema

nervioso intestinal.

3.2.5 Cuadro clinico. gs

El periodo de incubacién habitual es de 12 horas, aunque puede ser de varios
dias. En lactantes y preescolares, el cuadro generalmente tiene una duracién
de hasta dos semanas. Se inicia en un nifio inicialmente sano que en cuestion
de horas se encuentra letargico, hiporéxico, desarrolla distension abdominal y
de manera abrupta comienza con diarrea acuosa; puede o no haber fiebre y el
vomito es frecuente a esta edad. En nifios mayores, la enfermedad es menos
dramatica, a pesar de que las evacuaciones son de entre 10 y 20 al dia; el
vomito es menos frecuente encontrarlo, cediendo el cuadro generalmente en un

lapso de 3 a 5 dias.

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 clinico es muy similar al del escolar, comunmente desarrolla
una enfermedad moderada que dura en promedio de 3 a 4 dias. La severidad

de la enfermedad esta en relacion directa con el tamarfio del indculo.

Dosis de 108 UFC produce diarrea moderada con 3 a 5 evacuaciones por dia y
una duracién de 2 a 3 dias; mientras que un inoculo de 101° UFC induce la
aparicion de un cuadro mas severo con mas de 5 evacuaciones por dia y con

una duracion de 4 a 5 dias, hay mocos en las heces y fiebre.
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3.2.6 Diagnéstico.

El estudio de moco fecal revela ausencia de leucocitos. Cuando se requieren
estudios diagnadsticos, el método tradicional consiste en el aislamiento de 5 a 10
cepas de E. coli de heces y se debe realizar la deteccién de toxinas. Para la
identificacion de toxina TS se encuentran disponibles comercialmente métodos
por RIA 'y ELISA. Para la deteccién de TL se emplean ensayos inmunoldgicos

como ELISA, coaglutinacion, aglutinacion en latex. ao,

3.2.7 Dosis infecciosa.

Una dosis de 107 a 10%° de células de ETEC, son necesarias para causar una

infeccion en adulto, y para nifios son necesarias dosis menores a ese valor. ¢

3.3 Prevencion de diarreas con Probidticos.
3.3.1 Definicién de diarrea.

La diarrea se define como un sindrome 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 inespecifica del intestino ante diferentes situaciones,
incluyendo la presencia en el lumen intestinal de toxinas o microorganismos
patdogenos (diarrea del viajero, infeccion intestinal por Rotavirus vy
toxiinfecciones alimentarias); falta de absorcién de sustancias osméticamente
activas (malabsorcion de lactosa); consumo de farmacos (diarrea
postanbiotica); asi como por lesiones en la mucosa intestinal (enfermedad de

Crohn, colitis ulcerosa y sindrome del intestino irritable). «

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 funcion de la poblacion que se vea
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afectada. Mientras que en los paises desarrollados la diarrea generalmente
supone un problema de tipo socioecondémico, por el gasto sanitario y de
absentismo laboral que conlleva, en los paises subdesarrollados se trata de un
grave problema de salud, siendo una de las principales causas de muerte en

nifios, fundamentalmente por deshidratacion.

3.3.2 Probio6ticos contra la diarrea.

Entre los mecanismos por los que los probiéticos podrian prevenir o aminorar la

diarrea se incluyen:

- Competicion con virus o bacterias patdégenas por sus sitios de union a las
células epiteliales. ¢
De este modo impediran la alteracion de la permeabilidad intestinal, asi como la

consiguiente translocacion bacteriana.

- Inhibicién del crecimiento de bacterias patdgenas debido a la produccién

de bacteriocinas. ps

El efecto beneficioso de L. acidophilus vendria dado por la produccion de
sustancias antimicrobianas que podrian neutralizar a las enterotoxinas de

Escherichia coli.

3.3.3 Evidencias de probidticos contra la diarrea.

Existe gran cantidad de evidencia que sefiala que las Bifidobacterias y
Lactobacillus acidophilus producen efectos beneficiosos en nifios e infantes con

infecciones entéricas y desordenes intestinales, entre los que se encuentran:
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3.3.3.1 Alimentacion con Bifidobacterium bifidum y Streptococcus
thermophilus en nifios del hospital para la prevenciéon de diarrea y

de rotavirus. s

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 nifilos. Se examinaron 55 nifios
hospitalizados entre 5 a 24 meses de edad. Se les tratdé con una férmula infantil
contendiendo 1.9x108 UFC/g de Bifidobacterium bifidum y 1.4x107 UFC/g de
Streptococcus thermophilus, en un consumo durante toda la estadia en el

hospital aproximadamente de 80 dias.
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Figura N° 4 Reduccién del riesgo de diarreas en nifios con el uso de

probidticos. s



52

3.3.3.2 El consumo a largo plazo de las formulas infantiles que contienen
bacterias probidticas vivas: latoleranciay la seguridad. o

En este estudio aleatorio doble ciego llevando un control paralelo con placebo
estudiando a 118 niflos sanos de entre 3 a 24 meses de edad de una guarderia
dandoles una férmula infantil con 10’ UFC/g en dosis alta y otra de 10® UFC/g
en dosis baja de Bifidobacterium bifidum y Streptococcus thermophilus durante
210 dias, se disminuye la frecuencia del sindrome de colon irritable y reduce el

uso de antibidticos en nifios.
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3.3.3.3 Férmula de una leche acidificada suplementada con Bifidobacterium
lactis: impacto sobre la diarrea infantil en los centros de atencion

residencial. o

En este estudio se demuestra que el Bifidobacterium lactis tiene efectos
protectores contra la diarrea aguda. Se realizd un estudio aleatorio doble ciego
llevando un control paralelo con placebo, analizando a 90 nifios sanos menores
de 8 meses de edad de una guarderia, dandoles una leche acidificada en una
formula infantii de al menos 10% UFC/g de Bifidobacterium lactis por
aproximadamente 140 dias. Los resultados indican que el uso de esta formula
reduce el nimero de dias que los nifios podrian presentar la diarrea y a la vez

reduce en un 46% el riesgo de contraer diarrea.

Diarrhea in infants
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Figura N° 6 Reduccion del nimero de dias en que los nifios presentan diarrea

con el uso de probidticos.
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Es importante sefialar que la terapia Probibtica de la diarrea aguda debe
combinarse con la rehidratacion, siempre que esté disponible. La OMS
recomienda que el tratamiento clinico de la diarrea aguda incluya la reposicion
de los liquidos y electrolitos perdidos junto con un apoyo nutricional (OMS,
1995). Las sales de rehidratacion 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 probidticos. Efectos tales como el restablecimiento
probidtico de la microflora intestinal dominada por no patdogenos que es un
efecto secundario de la infeccion, el mantenimiento de la integridad de la
mucosa y la mejora del equilibrio de electrolitos podrian tener consecuencias
significativas en los programas de tratamiento y prevencion de la diarrea aguda

en los paises en desarrollo. s

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

simbioético. es

El Bifidobacterium lactis Bb-12 en conjunto con el Lactobacillus acidophilus La-5
se encuentran entre los microorganismos mas investigados y probados en la

actualidad para su utilizacién conjunta en suplementos alimenticios.

Estos microorganismos poseen en conjunto caracteristicas 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 acidos estomacales y sales biliares.

- Habilidad para controlar el crecimiento de bacterias patdgenas, levaduras,
virus.

- Capacidad de produccion de sustancias anti-microbianas con actividad

contra patégenos.
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- Efectividad clinica documentada en contra del crecimiento excesivo de
Candida, tolerancia a la lactosa, disminuciéon de la constipacion, salud
intestinal, disminucion de diarreas asociadas a antibioticos.

- Capacidad de asimilar y reducir el colesterol.

3.4 Intolerancia a la lactosa

La lactosa es el azUcar 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 (proteina) denominado lactasa, que se produce en el intestino
delgado. Se estima que el 80% de la poblacion mundial (95-100% de los indios
americanos, 80-90% de negros, asiaticos, judios y mediterraneos) sufren
intolerancia a la lactosa en mayor o menor grado. La poblacion del norte y
centro de Europa, que convive con ganado vacuno, tiene mayor tolerancia a la

lactosa que el resto de la poblacién mundial. s

Lodosa

La lactesa es lo enzime | Lo glucosa y lo galac-
digestiva encorgodo de B tosa es el resultado de

Lo lactosa es el ozicor

natural de lo leche.

lo division de la lactoso. B la division de lo lactosa.

Figura N° 7 Funcion 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 dafio de la mucosa
intestinal o reduccion de la superficie de absorcion. 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, parasitos
intestinales y gastroenteritis, entre otras. Por ultimo 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
nifos nacidos a término generalmente no muestran signos de esta intolerancia

hasta que tienen al menos tres afios de edad. o

3.4.2 Sintomas de intolerancia a la lactosa

Se debe sospechar este cuadro cuando tras la ingestion de leche se presentan
sintomas tales como dolor abdominal, distension abdominal, gases y diarrea. La
gravedad de sintomas varia dependiendo de la cantidad de lactosa ingerida y
de la tolerancia individual, hay pacientes que con cantidades pequefias de
lactosa (de 5 a 12 gramos, contenidos en 100 a 250 mL de leche) pueden

presentar sintomas. @

3.5 Alimentos nutricionales.

3.5.1 Alimento Funcional

En los ultimos afios el area de nutriciéon se ha desarrollado mucho mas como

resultado de los nuevos estilos de vida de la sociedad y su preocupacion por
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obtener una mejor calidad de vida, lo que origina la apariciéon 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”.

Otro definicién de alimento funcional es “Aquellos alimentos que contienen
componentes bioldgicos activos que ofrecen beneficios para la salud y reducen
el riesgo de sufrir enfermedades”, s este concepto nacio en Japoén, en los afios
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 poblacion.

El objetivo de un alimento funcional puede ser tanto para mantener el éptimas
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,
derivdndose consecuencias positivas en la salud del individuo, pueden

considerarse como funcionales.

Debe destacarse que, debido a sus propiedades beneficiosas para la salud,
muchos productos lacteos tradicionales (yogurt, leches fermentadas, calostro o
la propia leche) pueden considerarse en si mismos alimentos funcionales, a la
vez que contienen multitud de ingredientes para la formulacion de otros
alimentos funcionales. Por otra parte, cada vez es mas frecuente la inclusion de
ingredientes funcionales de origen lacteo o no lacteo en leche y alimentos de
base lactea, que incluyen bacterias probidticas y carbohidratos prebioticos,

salvado, avena, almidon, calcio, acido félico, vitaminas, minerales y proteina.
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3.5.2 Probiéticos como alimento funcional.
3.5.2.1 Probioticos en medio liquido. e

Es dificil conservar una mezcla de cepas probioticas en equilibrio dentro de un
medio liquido, ya que cada una de ellas evoluciona de manera diferente durante

la fermentacion y la conservacion (se debe respetar la cadena de frio).

En el caso del yogur clasico, contiene dos cepas bacterianas (Lactobacillus
bulgaricus y Streptococcus thermophilus) que después de su elaboracién, 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 Unicamente conservar las condiciones de pH beneficiosas

para el intestino.

3.5.2.2 Cémo debe ser un buen probidtico. s
Para que un probidtico actie como alimento funcional se debe considerar:

- Se necesita agregar un conjunto de ingredientes que permitan a las
bacterias probioticas fijarse y desarrollarse rdpidamente en el intestino
(calcio, magnesio, manganeso, aminodacidos, lactoferrina y fosfolipidos,
dotados cada uno de propiedades particulares).

- El probiético se debe conservar en forma de polvo liofilizado dentro de
sobres estancos, en una atmosfera de nitrogeno, al abrigo de la luz, del
oxigeno del aire y de la humedad. Por esta razon los sobres estan hechos
de tres capas (polietileno, aluminio y polietileno) que garantizan una
excelente impermeabilidad evitando el contacto entre las bacterias y el

aluminio, que es toxico.
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La forma perfecta de tomar probiéticos es diluyendo el producto en polvo en un
vaso de agua templada a unos 35°C (para reavivar las bacterias, sin matarlas
por el agua muy fria o muy caliente), y después beber el contenido, que
directamente pasara al intestino a través del piloro. Los probidticos se
mantendran viables en el producto es polvo y después podran viajar por todo el
intestino delgado para llegar a su destino, el colon, donde podran adherirse y

reproducirse.

3.5.3 Proteina lactea.

La leche y los productos lacteos son fuente de proteinas de alta calidad
nutricional que proporcionan al organismo una amplia variedad de aminoacidos,
de los cuales una gran proporcién son aminoacidos esenciales. Ademas de por
su elevado valor nutricional, en los dltimos afios se ha prestado atencion a
distintos componentes lacteos para ser utilizados como ingredientes

funcionales. @

Las proteinas de suero lacteo contienen todos los aminoacidos esenciales y en
concentraciones mas elevadas que otras fuentes proteicas, como proteinas de
origen vegetal (soya, maiz, trigo) y son ricas en aminodcidos ramificados

(leucina, isoleucina y valina). @

Se ha evaluado mediante ensayos clinicos el beneficio de la utilizacion de
proteinas séricas en la formulacién de leches maternizadas frente a leches
maternizadas estandar (conteniendo proteinas de suero y caseinas). En un
estudio doble-ciego con 102 bebés sanos se observé que, tras 12 semanas, el
grupo que habia recibido la formula maternizada basada en proteinas de suero
parcialmente hidrolizadas presentaba niveles mas altos de Bifidobacterias en
las heces que el grupo alimentado con la formula estandar “. Ademas, las

férmulas basadas en proteinas de suero también mostraron su superioridad
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frente a las férmulas maternizadas estandar en la reduccién de los célicos del

lactante, como se demostré en un ensayo con 43 bebés.
3.5.4 Caseina qas

La caseina es la proteina dominante en la leche de la vaca, constituyendo el
80% del contenido total proteico de la leche. El otro 20% lo constituyen las
seroproteinas o proteinas del lactosuero. La caseina es el componente basico
del queso ordinario. Durante el proceso de la elaboracion de quesos la caseina
precipita por la accién enzimatica del cuajo, formandose un coagulo de caseina,

seroproteinas, grasa, lactosa y las sales minerales de la leche. ¢

La concentracion de proteina en la leche varia de 3.0 a 4.0% (30-40 gramos por
litro). El porcentaje varia con la raza de la vaca y en relacion con la cantidad de
grasa en la leche. Existe una estrecha relacién entre la cantidad de grasa y la
cantidad de proteina en la leche-cuanto mayor es la cantidad de grasa, mayor
es la cantidad de proteina.

Las proteinas se clasifican en dos grandes grupos: caseinas (80%) y proteinas
séricas (20%). Histéricamente, esta clasificacion es debida al proceso de
fabricacion de queso, que consiste en la separacion del cuajo de las proteinas
séricas luego de que la leche se ha coagulado bajo la accion de la renina (una
enzima digestiva colectada del estbmago de los terneros). ue

La caseina comercial se obtiene a partir de la leche desnatada por medio de
uno de los dos métodos generales de precipitacion por acido o coagulacion
mediante el cuajo. En este proceso de separacién es necesario eliminar, en la
medida de lo posible y mediante lavados en varias etapas con agua, la grasa,
las seroproteinas, las sales y la lactosa de la leche, ya que dichas sustancias

reducen la calidad de la caseina y el mantenimiento de la misma.
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La caseina seca y adecuadamente obtenida se conserva relativamente bien y
se utiliza principalmente en la elaboracion de alimentos y en las industrias

quimicas.
Diferentes tipos de caseina:

- Caseina al cuajo, obtenida por precipitacion enzimatica de la leche por el
citado cuajo.

- Caseina acida, obtenida por acidificacion de la leche desnatada hasta el
punto isoeléctrico (pH 4.6-4.7).

Como el estobmago degrada la caseina en polipéptidos (cadenas de
aminoacidos), la proteina se espesa, retardando su paso al intestino delgado.
Tanto la caseina como el suero poseen un valor bioldgico alto y una riqgueza en
aminoacidos esenciales, pero el suero de leche tiene aminoacidos de cadena
ramificada y potenciadores del sistema inmunolégico que pueden escapar
intactos al proceso de digestion. s Ademas que por su sabor neutro e insipido

de puede adicionar a diferentes preparaciones.
3.5.5 Normativa de probidticos, concentracion recomendada.

Las bacterias probidticas consumidas en altos niumeros no se convierten en
colonizadores permanentes y son raramente detectados en muestras fecales o
intestinales mas alla de un par de semanas luego de la ingestion. Por lo tanto,
para poder recibir los beneficios terapéuticos atribuidos a la ingesta de estos
microorganismos se debe contar con ademas de un consumo periodico, con un

minimo de células viables en el alimento.

Este numero varia de recomendacion en recomendacion dependiendo de los
autores y de los tipos de estudio que llevaron a cabo, entre los cuales se

pueden mencionar:
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- Organizacion Mundial de la Salud. 4

Para que los probidticos puedan ejercer una accion bactericida en vitro
debe haber una concentracién constante a través del tiempo, obteniendo un
rango de 107 - 108 UFC/g, ademas de ser el nimero 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. ) (Ver anexo N°6)-

Un alimento con probidtico debe contener como minimo 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
108 UFC/g viables de cultivos lacticos, como minimo. Los microorganismos
deben permanecer viables, activos y abundantes hasta la fecha de

caducidad del producto.

- Norma Venezolana COVENIN 2393:2001. 4« (Ver anexo N°7).

Para que un alimento se considere un probiético deberd 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 10® UFC/g de cada

uno; Bifidobacterium no menor de 10* UFC/g, durante el periodo de vida util.

- RTCA 67.01.60.10. Etiquetado Nutricional de Productos Alimenticios
Preenvasados para Consumo Humano para la Poblacion a Partir de
3 Afos de Edad. us

El alimento debe contener un ndmero mayor o igual a 1x10% UFC/g de

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

de la vida util.
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3.6 Directrices para la evaluacion de microorganismo probioticos. eeus)

Con el fin de evaluar las propiedades de los probidticos, la Consulta de
Expertos FAO/OMS sobre Evaluaciéon de las Propiedades Saludables y
Nutricionales de los Probioticos en los Alimentos, propuso que se utilizaran
directrices. Los microorganismos probioticos utilizados en los alimentos
deberian ser capaces no so6lo de sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino

también de proliferar en el intestino.

Esto significa que deberian ser resistentes a los jugos gastricos y poder crecer
en presencia de bilis, en las condiciones existentes en los intestinos, o ser
consumidos en un alimento que, actuando como vehiculo, les permita sobrevivir

al paso por el estbmago y a la exposicion a la bilis.

Las compairiias fabricantes de probidticos poseen lineas de cultivos que son
capaces de sobrevivir el paso por el estémago, tolerando incluso pH tan bajo

como 2.

Ademas, se busca que posean la habilidad de colonizar la pared intestinal,
inhibiendo microorganismos patégenos como E.coli y disminuyendo asi la

incidencia de diarreas.

Los ensayos in vitro son de utilidad para adquirir conocimiento sobre las cepas
y el mecanismo del efecto probidtico. Sin embargo, se sefialé que los ensayos
actualmente disponibles no son completamente adecuados para predecir la

funcionalidad de los microorganismos probioticos en el cuerpo humano.

Los probioticos para uso humano requeriran la confirmacion de su eficacia con

ensayos en seres humanos.

Se recomiendan ensayos dirigidos a resultados especificos in vitro que se

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

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

A continuacion se detallan los principales ensayos in vitro actualmente
utilizados para el estudio de las cepas probidticas. Todos estos ensayos

requieren, sin embargo, validacion mediante accion in vivo. s

- Resistencia a la acidez gastrica. s

- Resistencia a los acidos biliares. s

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

- Actividad antimicrobiana contra potenciales bacterias patégenas.

- Capacidad para reducir la adhesion de agentes patdgenos a superficies.
- Actividad hidrolasa de sales biliares.

- Resistencia a espermicidas (aplicable a probi6ticos para uso vaginal).

3.7 Cinética de muerte de Escherichia coli. w7

Se ha estudiado que las curvas de cinética de muerte de cada cepas de E. coli
0O157: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 concentracion
como para ejercer su accion bactericida sobre el patégeno, razon 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 accién bacteriostéatica
durante las primeras 12 horas de propagacion, no permitiendo que el patdégeno
se desarrolle y manteniéndolo aproximadamente en los mismos niveles de

concentracion celular que presentaron los indculos iniciales.
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Luego de ese tiempo la accién de L. casei 206/1 se convierte en bactericida,
dado que al cabo de 24 horas de incubacion no se detectaron células viables de
ninguna de las tres cepas estudiadas de E. coli O157:H7.
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Figura N° 8 Cinética de muerte de Escherichia coli 0157:H7 de origen humano
en cocultivo con Lactobacillus casei 206/1. 47

Gonzélez et al. @ Informaron que una cepa de E. coli en cultivos asociativos
con cepas de L. casei y de Lactobacillus acidophilus comenzé su fase
acelerada de muerte a partir de las 9 horas de cultivo. Por su parte Canganella
et al. a9y demostraron que una cepa de E. coli en cocultivo con una de
Streptococcus thermophilus mostré 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

coincidié con el comienzo de la fase exponencial maxima de las cepas de BAL.
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3.8 Medios selectivos utilizados.

Un medio de cultivo consta de un gel o una solucion que cuenta con los
nutrientes necesarios para permitir, en condiciones favorables de pH vy
temperatura, el crecimiento de microorganismos. Segun el microorganismo que
se quiera hacer crecer, el medio requerira 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 presién de oxigeno adecuado, asi 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 continuacion se detallan los medios de cultivos necesarios para el
crecimiento, identificacibn y conteo de los microorganismos patdgenos

(Escherichia coli) y probioticos.

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

Agar selectivo para la deteccion y conteo de coliformes totales y Escherichia
coli contenidas en agua y en comidas. La Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos (USEPA) aprueba como un método alternativo para la

deteccion de coliformes totales y Escherichia coli en agua.

Cerca de las 24 horas este medio permite la deteccion, diferenciacion y conteo
de Escherichia coli y coliformes provenientes de agua, bebidas y comidas. El
agar Chromocult contiene Tergitol (un surfactante no ionico) el cual es un
inhibidor de bacterias gram positivas pudiendo crecer solamente las gram

negativas.
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3.8.2 Agar EMB. &3 (Ver Figura N° 60)

El agar EMB (eosina azul de metileno) es recomendado para el aislamiento y
diferenciacion 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 fermentacion
de carbohidratos. La relacion de eosina y azul de metileno se ajusta
aproximadamente a 6:1. La sacarosa se afiade al medio como una fuente de
carbohidratos alternativa ya que los microorganismos gram-negativos
tipicamente fermentan la lactosa o en ocasiones no la fermentan o lo hacen
lentamente. Los coliformes producen colonias negras purpureas debido a la
toma de metileno y forma el complejo colorante azul-eosina, cuando el pH
desciende. ElI 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, nitrégeno y otros nutrientes esenciales para el crecimiento.
La lactosa y sacarosa son las fuentes de energia por ser carbohidratos
fermentables. La Eosina y el azul de metileno sirven como indicadores

diferenciales. El Fosfato dipotasico amortigua el medio.

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

metalico.
3.8.3 Agar MRS. 3 (Ver Figura N° 65)

El medio MRS est4 basado en la formulacién de deMan, Rogosa and Sharpe
con una ligera modificacion Es compatible con el crecimiento cuantioso de
todos los Lactobacillus de la cavidad oral, productos lacteos, alimentos, heces y
otras fuentes. La Proteasa peptona y el extracto de carne aportan nitrogeno y
compuestos del carbono. El extracto de levadura aporta vitaminas del complejo

B. La dextrosa es el carbohidrato fermentable como fuente de energia. El
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Polisorbato 80 suministra los acidos 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 multiplicacion de los

Lactobacillus. Los fosfatos proporcionan una buena accion tampon en el medio.

Los Lactobacillus son microaerdfilo y generalmente requieren cultivo aerdébico
en medios solidos. Por su lado el género Bifidobacterium requiere un cultivo

anaerobico en medio sélido.

3.9 Pruebas de identificacion del patégeno Escherichia coli.
3.9.1 Pruebas API s

La bateria de pruebas API20E es un sistema de identificacion rapida para
bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram -.
Basicamente consta de 21 test bioquimicos estandarizados y miniaturizados, y
una base de datos. Este sistema presenta las ventajas de ser rapido, eficaz y
de permitir realizar numerosas pruebas a la vez. Cada tira de APl 20E contiene
20 microtubos o pocillos (cada pocillo tiene un tubo y una cupula) con distintos
sustratos deshidratados. Cada tubo es una prueba bioquimica distinta. La
prueba nimero 21, la oxidasa, se hace de forma independiente a la tira.

Principio

La galeria del sistema 20E se compone de 20 microtubos que contienen los
substratos deshidratados. Los microtubos se inoculan con una suspension
bacteriana que reconstituye los test. Las reacciones producidas durante el
periodo de incubacién se traducen en cambios de colores espontaneos o

revelados mediante la adicién 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 identificacion se obtiene con la ayuda del catadlogo analitico o

del software de identificacion.

Las pruebas de que consta la galeria son las siguientes: ONPG (beta-
galactosidasa), ADH (arginina deshidrolasa), LDC (lisina descarboxilasa), ODC
(ornitina descarboxilasa), CIT (utilizacién de citrato), H2S (produccion de H2S),
URE (ureasa), TDA (triptéfano desaminasa), IND (produccién de indol), VP
(produccion de acetoina, Voges-Proskahuer), GEL (gelatinasa), GLU
(fermentacién/oxidaciéon de glucosa), MAN (fermentacion/oxidacion de manitol),
INO (fermentacion/oxidacién de inositol), SOR (fermentacion/oxidacion de
sorbitol), RHA (fermentacidn/oxidacion de ramnosa), SAC
(fermentacién/oxidacion de sacarosa), MEL(fermentacion/oxidacion de
melobiosa), AMY  (fermentacion/oxidacion de amigdalina), ARA

(fermentacién/oxidacién de arabinosa), OX (citrocromo oxidasa).

3.9.2 Pruebas bioquimicas. @s

Las pruebas bioquimicas consisten en andlisis quimicos 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 via metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en un
medio de cultivo y que la bacteria al crecer incorpora o no.

Para la realizacion de las pruebas bioguimicas se dispone de multiples medios,
los cuales se deben aplicar de acuerdo a las exigencias del microorganismo en

estudio.

Dentro de las pruebas bioquimicas estan:

- Catalasa
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El objetivo es buscar la presencia de la enzima catalasa. El peroxido de
hidrégeno se produce al utilizar la bacteria al aztcar por via oxidativa. Al ser
este un compuesto muy oxidante las bacterias la eliminan mediante la

produccion de la enzima catalasa.

H20. 5, H0+%02

- Citrato
La utilizacion de citrato como Unica fuente de carbono se detecta en un medio
de cultivo con citrato como Unica fuente de carbono mediante el crecimiento y la
alcalinizacion 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
produccion de &cido y gas a partir de la glucosa, sacarosa y lactosa en un Unico
medio. También permite la identificacién de la produccion de H2S a partir de

sustancias organicas que contiene el azufre.

- MIO (MOVILIDAD-INDOL-ORNITINA)
Esta prueba bioquimica permite identificar bacterias de acuerdo a su motilidad a

la reaccion del Indol a la descarboxilacidn 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 produccion de &cidos por la via de
fermentacion de la glucosa acido mixta, en la cual se forman fundamentalmente

acido lactico, acético y succinico, ademas de etanol, H2 y COo..
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- VOGUES PROSKAUER
En esta prueba se determina la via de fermentacion de la glucosa del 2,3
butanodiol. El acetil-metil-carbinol (acetoina) es un producto intermediario en la
produccion de butanodiol.
En medio alcalino y en presencia de oxigeno la acetoina es oxidada a diacetilo.
Este se revela en presencia de alfa-naftol dando un color rojo-fucsia.
En esta via se forman cantidades menores de acido (acetato y succinato) y los

principales productos son el butanodiol, etanol, H2 y COs-.

- INDOL
El indol es uno de los productos de degradacién metabdlica del aminoacido
triptéfano. Las bacterias que poseen la triptofanasa son capaces de hidrolizar y
desaminar el tript6fano con produccion de indol, &cido pirdvico y amoniaco. La
produccion de indol es una caracteristica importante para la identificacién de
muchas especies de microorganismos.
Esta prueba esta basada en la formacién de un complejo rojo cuando el indol

reacciona con el grupo aldehido del dimetilaminobenzaldehido.

3.9.3 Tincidn al gram. ¢

La tincion de Gram o coloracién de Gram es un tipo de tincién diferencial
empleado en Bacteriologia para la visualizacion de bacterias, sobre todo en
muestras clinicas. Debe su nombre al bacteri6logo danés Christian Gram, que
desarrollo la técnica en 1884. Se utliza tanto para poder referirse a la
morfologia celular bacteriana como para poder realizar una primera
aproximacion a la diferenciacion bacteriana, considerandose 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 catidénico) 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 Kl (yoduro de
potasio) y S| (Siulterio), los cuales estan presente para solubilizar el yodo, y
actian de mordiente, haciendo que el cristal violeta se fije con mayor intensidad
a la pared de la célula bacteriana. El |2 entra en las células y forma un complejo

insoluble en solucién acuosa con el cristal violeta.

La mezcla de alcohol-acetona que se agrega, sirve para realizar la
decoloracién, ya que en la misma es soluble el complejo I2/cristal violeta. Los
organismos Gram positivos no se decoloran, mientras que los Gram negativos

si lo hacen.

Para poner de manifiesto las células Gram negativas se utiliza una coloracion
de contraste. Habitualmente es un colorante de color rojo, como la safranina o
la fucsina. Después de la coloracion de contraste las células Gram negativas

son rojas, mientras que las Gram positivas permanecen violetas.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO.

Prospectivo

Los resultados obtenidos en este trabajo podran ser Utiles para continuar el
estudio sobre el alimento formulado con estas cepas probioticas y realizarle

estudios de estabilidad para su comercializacion.

Experimental

Los andlisis de la parte practica se realizaron en el Laboratorio de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad
de El Salvador.

4.2 INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

La investigacion bibliogréfica se realiz6 en los siguientes sitios:

- Biblioteca Dr. Benjamin Orozco, Facultad de Quimica y Farmacia,
Universidad de El Salvador.
- Biblioteca de Ciencias Agrondmicas, Universidad de El Salvador.

- Internet.
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4.3 PARTE EXPERIMENTAL

Este trabajo de investigacion consté de un Pre-ensayo y un ensayo, en los que

a continuacion se detallan los procesos realizados en cada uno.

Actividad inhibitoria in
vitro de ABY-3

(Pre-ensayo)

Viabilidadde
probidticos

Formulacién deun
alimento funcional en
polvo para
reconstituir.

Ensayos

Viabilidadde
probidticos.

Ensayo

Anélisis de cinética de
muertedeE. coli

Resistencia a barreras
bioldgicas.

Figura N°9 Ensayos realizados en la Investigacion.

Pre- ensayo

Se realiz6 una prueba previa donde se probé la actividad inhibitoria in vitro de
Escherichia coli, cepa hospitalaria con una mezcla de cuatro cepas bacterianas
probidticas 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 probidticos)

en 250 mL de agua con 3.4% de caseina.
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Este pre ensayo se hizo debido a que la empresa interesada en la formulacion
del alimento en polvo para reconstituir necesitaba un informe del
comportamiento de esta mezcla de probiéticos frente a la bacteria patégena
Escherichia coli y asi extrapolar este resultado hacia la mezcla de dos
probioticos, Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis BB-12®,
los cuales vienen en una presentacion de bacterias liofilizadas especialmente
para formular alimentos en polvo y que no necesitan refrigeracion, pero que
actualmente no se comercializan en el pais y se tienen que importarse a través
de un pedido especial a la empresa fabricante de probidticos junto con el
informe de este pre-ensayo.

Ensayo.

Se formuld y preparé el alimento nutricional el cual tiene una mezcla de cepas
probiéticas liofilizadas Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis
BB-12®, especialmente para un producto en polvo y que no necesita
refrigeracion, el cual realiza la funcion nutricional y al reconstituirse en 250 mL
de agua es una bebida libre de lactosa pero con la proteina de la leche, es decir
la caseina en menor proporcién que la que se toma en un vaso de leche (3.40%
de caseina por vaso de leche)w. La concentracion de caseina es del 1.0%, ya
que el producto se dirige a la poblacion mas vulnerable a las diarreas (nifios de
escasos recursos econémicos) reduciendo la cantidad de caseina debido al
alto costo de esta, pero dejando un margen de concentracién con la cual aun

aporta contenido nutritivo.

Ademas se aumento la concentracion de probidticos Lactobacillus acidophilus y
Bifidobacterium lactis en cada una de las formulaciones en un logaritmo (F1 de
10" a 108 UFC/mL y F2 de 10® a 107 UFC/mL), con respecto al preensayo, con

la finalidad de observar una mayor inhibicién del patégeno.
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Para que sea de aceptacion a la poblacion a la cual va dirigida se formul6 con
saborizante 'y colorante natural para obtener buenas caracteristicas

organolépticas.

Se realiz6 el andlisis sobre la cinética de muerte que sigue el patdgeno
Escherichia coli al estar en contacto directo con la mezcla de probioticos
contenidos en el alimento reconstituido. A este efecto inhibitorio se le dio
seguimiento durante 4 dias seguidos, cada 24 horas, debido a que esta bebida
guardada en refrigeracion posee buenas caracteristicas organolépticas un
méaximo de 5 dias, a su vez es el tiempo en el que los microorganimos
probidticos permanecen vivos en el intestino, evaluando su viabilidad durante

este tiempo (0, 24, 72 horas).

Se llevé a cabo una prueba preliminar de estabilidad del polvo formulado sin
reconstituir durante un mes, con la finalidad de obtener la viabilidad de los
probidticos frente a la mezcla de polvos, el cual en este caso es el vehiculo.

Se realiz6 una caracterizacién biolégica a la mezcla de probi6ticos liofilizados
estudiados, tal como lo indica el estudio de la FAO “Probidticos en los
alimentos, propiedades saludables y nutricionales y directrices para la
evaluacion”.ss Aca se evalué dos principales ensayos in vitro utilizados
actualmente para el estudio de cepas probidticas (barreras bioldégicas) como
son la resistencia géastrica utilizando HCI 6M hasta pH 2 y la resistencia a

acidos biliares con una mezcla de sales biliares de bovino 0.3%. s

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

Se llevé un blanco con la mezcla de probidticos y todos los componentes del

alimento funcional reconstituido menos el patégeno Escherichia coli, con la
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finalidad de cuantificar la viabilidad de estos probiéticos durante 4 dias que

representan la vida de estos en el intestino.

Durante los dos ensayos se llevd un blanco con Escherichia coli mas todos los
componentes del alimento funcional reconstituido menos la mezcla de
probioticos, con el proposito de comprobar que en efecto la mezcla de

probiéticos inhibié al patbgeno y no otro componente de la formulacion.
Se evalué el pH de las bebidas formuladas.

Se utilizé una cepa patdgena de Escherichia coli extraida de un coprocultivo de
un nifio atendido por diarrea de origen infeccioso del Hospital Nacional
Benjamin Bloom en el mes de febrero del afio 2014. Este patdgeno se trabajo a
dos diferentes concentraciones (10°UFC/mL y 108UFC/mL), tomando en
consideracion la dosis infectiva del patdégeno s Yy verificar de manera mas clara

la reduccion logaritmica de esta en su cinética de muerte.

En los siguientes numerales se detalla el proceso de aislamiento, identificacion
y estandarizacién del patdégeno Escherichia coli utilizado en los analisis, asi

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

4.3.1 Aislamiento de Escherichia coli.

La cepa patdgena Escherichia coli, se obtuvo a partir de un coprocultivo de nifio
con diarrea del Hospital Nacional de Nifios Benjamin Bloom. Esta cepa salvaje
se nos brindé aislada en medio agar Mac. Conkey y en medio agar chocolate.

4.3.2 Pruebas de Identificacion de Escherichia coli.
4.3.2.1 Frotis bacteriano y tincién 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 solucion salina en un portaobjeto de vidrio, para formar una pelicula.
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 altimo observar al microscopio y determinar la morfologia.

4.3.2.2 Pruebas bioquimicas (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 peroxido de Hidrogeno al 3 % (H202). Un burbujeo en

los primeros segundos indica reaccion positiva.

H2020) — H20 ) + O2(g)

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 37° C.
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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 37° 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 37° 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 35° C

3. Agregar 10 gotas de la solucién de a- naftol.

4. Agregar 5 gotas de la solucién de hidréxido de potasio; luego, agitar bien

durante un minuto.

5. Una coloracion 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 37° C.
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2. Agregar 4 o 5 gotas del indicador al inoculo.

3. La aparicion de una coloracion roja denota un resultado positivo y una

coloracion 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 35° C

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

4. La aparicién de una coloracion roja indica una prueba positiva.

4.3.2.3 Pruebas API g3

Preparacién de la galeria

- Reunir fondo y tapa de una camara de incubacion y repartir
aproximadamente 5 ml de agua destilada o desmineralizada en los

alveolos, para crear la atmosfera humeda.
- Inscribir la referencia de la cepa en la lengueta lateral de la camara.
- Sacar la galeria de su envase.

- Colocar la galeria en la camara de incubacion.

Preparacion del in6culo

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

suspension médium (5ml).



82

- Con una pipeta extraer una sola colonia bien aislada sobre medio agar.

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

- Realizar una suspension bacteriana homogeneizando cuidadosamente
las bacterias en el medio. Esta suspensiéon debe ser utilizada

inmediatamente después de su preparacion.

Inoculacion de la galeria

Introducir la suspension bacteriana en los tubos de la galeria con ayuda de la
misma pipeta (para evitar la formacién de burbujas en el fondo de los tubos,
colocar la punta de la pipeta sobre la pared de la cupula, inclinando ligeramente

la camara de incubacion hacia adelante).

- Paralas pruebas CIT, VP, GEL, llenar el tubo y la cupula.

- Para las otras pruebas, llenar tnicamente los tubos (no las cupulas)

- Para las pruebas ADH, LDC, ODC, H2S, URE crear una atmosfera
anaerobia llenando la cupula con aceite de parafina.

- Cerrar la camara de incubacion.

- Incubar a 36°C £ 2°C durante 18-24 horas.

Lectura e interpretacion
Lectura de la galeria
Después de la incubacion la lectura debe hacerse remitiéndose a la tabla No.1.

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

revelar los ensayos que necesiten la adicion de reactivos.
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- Prueba de TDA: Agregar una gota del reactivo TDA. Un color marron-
rojizo indica una reaccion positiva que se anotara en la hoja de
resultados.

- Prueba de IND: agregar 1 gota del reactivo JAMES. Un color rosado
que se difumina en toda la cupula indica una reaccion positiva, que se
debe anotar en la hoja de resultados.

- Prueba de VP: agregar una gota de los reactivos VP1y VP2. Esperar
un minimo de 10 minutos. Un color rosa o rojo indica una reaccion
positiva que se anotara en la hoja de resultados. Una débil coloracion
rosa que aparece después de 10 minutos debe ser considerada como

negativa.
Interpretacion (Ver Cuadro N°6)
La identificacion se obtiene a partir del perfil numérico.
Determinacion del perfil numérico.

En la hoja de resultado, los test estan separados en grupos de tres y se indica
para cada uno un valor de 1,2 o 4. Como la galeria 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 reaccién de
la oxidasa que constituye el test No.21 se le asigna el valor 4, cuando resulte

positiva).
Identificacion.
Se realiza a partir de la base de datos

- Con la ayuda del catalogo analitico: localizar el perfil numérico en la
lista de los perfiles.
- Con la ayuda del software de identificacion Apiweb™: 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 estandarizacion de la bacteria patégena 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 microbiologia 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 metalico, a partir de estas colonias inocular E. coli en
tubos con caldo BHI y en crioviales con caldo BHI, dejandolos incubar por 24
horas a 37°C. Luego de su crecimiento colocar los tubos con BHI en
refrigeracion a 3°C y los crioviales en congelacion a -18°C.

A las tres semanas de refrigeracion, la bacteria crecida en caldo BHI se procede
a su reanimacion de la siguiente manera: Se toma inéculo 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 metélico caracteristico de
Escherichia coli, de ser asi inocular estas colonias en caldo BHI, incubar por 24
horas a 37°C, y refrigerar a 3°C. Este proceso de reanimacion se debera llevar

a cabo cada tres semanas.

4.3.3.2 Estandarizacion de la bacteria patégena Escherichia coli, cepa

hospitalaria. (Ver Figura N°37)

La bacteria patbgena Escherichia coli proveniente de un coprocultivo de un nifio
con diarrea del Hospital Nacional de nifios Benjamin Bloom se estandariza por
medio del método espectrofotométrico de la siguiente manera:

Del criovial donde se mantiene la cepa patdgena, 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 promocion en EMB sembrar en agar TSA e incubar
bajo las mismas condiciones anteriores. Luego de su crecimiento en TSA
preparar una solucion madre a partir de las colonias aisladas con 15 mL de
solucion salina estéril. A esta solucion madre se le debe medir la absorbancia
producida a una longitud de onda de 620 nm. Esta solucion madre se le debera
agregar solucion salina estéril hasta obtener una absorbancia entre 0.2 y 0.3 ¢
ya que a estas absorbancias las bacterias gram negativas tienen una
concentracion aproximada entre 1.5-5x108 UFC/mL. Cuando la suspension de
bacterias se encuentre a la absorbancia mencionada anteriormente se le

realizaran diluciones seriadas 1 en 10 hasta llegar a la dilucién 10°8,

Las ultimas tres diluciones (108, 107 y 10%) 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 incubacion a 37°C, esperando obtener un conteo
dentro del rango al multiplicar por el factor de dilucién respectivo.

De obtener un resultado adecuado, el dia del inicio del ensayo realizar el mismo
procedimiento y llevar a la misma absorbancia la bacteria patégena e inocular
en los frascos de bebidas conteniendo los probidticos la bacteria Escherichia
coli 108 UFC/mL y una dilucién de 107 UFC/mL para que en las bebidas se
diluya y se encuentre a una concentracion de 10°UFC/mL y 10°UFC/mL,

respectivamente.

4.3.4 Pre-Ensayo.

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

Para poder determinar la concentracion 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 solucién y llevar a 9.0 mL de caldo MRS (dilucién 101) continuar haciendo
diluciones seriadas 1 en 9 hasta llegar a la dilucién 10-%,

Realizar el conteo utilizando la técnica de placa vertida en las Ultimas tres
diluciones (107, 10%, 107°) utilizando el medio agar MRS, realizar este

procedimiento por cuadruplicado.

De esta forma se podra determinar la concentracion de probiéticos presentes en

cantidades de producto ABY-3.

4.3.4.2 Preparacion de la formulacion 1 (F1) (Ver Figura N°39)

Colocar dentro de un frasco estéril con tapon de rosca 240mL de agua estéril
medidos con una probeta estéril, adicionar caseinato de calcio al 3.4% (8.5 g
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para 250mL de la mezcla) y la cantidad equivalente de probidticos requerida
para la formulacién 1 (F1) 10” UFC/mL. Realizar este procedimiento por
triplicado, para evaluar el efecto inhibitorio de F1 en Escherichia coli 10°
UFC/mL y Escherichia coli 108 UFC/mL, asi como también se llevara un blanco.

4.3.4.3 Preparacion de la formulaciéon 2 (F2) (Ver Figura N° 39)

Colocar dentro de un frasco estéril con tapon de rosca 245mL de agua estéril
medidos con una probeta estéril, adicionar caseinato de calcio al 3.4% (8.5 g
para 250mL de la mezcla) y la cantidad equivalente de probidticos requerida
para la formulaciéon 2 (F2) 5X10° UFC/mL. Realizar este procedimiento por
triplicado, para evaluar el efecto inhibitorio de F2 en Escherichia coli 10°

UFC/mL y Escherichia coli 108 UFC/mL, asi como también se llevara un blanco.

4.3.4.4 Determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla de probiéticos:
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 Determinacion del efecto inhibitorio en Formulacién 1 (F1) (Ver
Figura N° 40 y 41)

Inocular con 1 mL de la suspensiéon de Escherichia coli 10° UFC/mL un frasco
gue contiene la formulacion 1 (F1), el segundo frasco inocular con Escherichia
coli 10° UFC/mL y un tercer frasco no sera inoculado ya que tendra la funcion

de blanco de probidtico (viabilidad) para F1.

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

pipeta de morh estéril de 10 mL y adicionar a un frasco estéril con tapon de
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rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilucién 107,
realizar diluciones seriadas 10 en 90, hasta llegar a la dilucién 10-7.

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli
10°UFC/mL en F1, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 103, 104
10%; 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 sera por duplicado, cada 24 horas durante 4 dias (hora cero, hora
24, hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo

al conteo obtenido en cada dia.

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 tapon de
rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilucion 102,
realizar diluciones seriadas 10 en 90 hasta llegar a la dilucién 10-".

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli 108
UFC/mL en F1, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 104, 10®, 10°¢;
llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente
mencionadas Yy utilizar el medio agar para coliformes(Chromocult), incubando a

37° Celsius durante 24 horas.

El conteo sera por duplicado, cada 24 horas durante 4 dias (hora cero, hora 24,
hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo al

conteo obtenido en cada dia.

4.3.4.4.2 Determinacion del efecto inhibitorio en Formulacion 2 (F2) (Ver
Figura N° 42y 43)
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Inocular con 1 mL de la suspensiéon de Escherichia coli 10° UFC/mL un frasco
qgue contiene la formulacion 2 (F2), el segundo frasco inocular con Escherichia
coli 108 UFC/mL y un tercer frasco no serd inoculado ya que tendra la funcion

de blanco de probidtico (viabilidad) para F2.

Del frasco F2 inoculado con Escherichia coli 10° UFC/mL tomar 10 ml con
pipeta de morh estéril de 10 mL y adicionar a un frasco estéril con tapén de
rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilucion 102,

realizar diluciones seriadas 10 en 90, hasta llegar a la dilucién 106,

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli
10°UFC/mL en F2, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 103, 104
103; 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 sera por duplicado, cada 24 horas durante 4 dias (hora cero, hora
24, hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo

al conteo obtenido en cada dia.

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 tapon de
rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilucion 102,

realizar diluciones seriadas 10 en 90 hasta llegar a la dilucién 106.

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli
108UFC/mL en F2, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 104, 10°®,
10%; llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente
mencionadas Yy utilizar el medio agar para coliformes(Chromocult), incubando a

37° Celsius durante 24 horas.
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El conteo sera por duplicado, cada 24 horas durante 4 dias (hora cero, hora 24,
hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo al

conteo obtenido en cada dia.

La técnica anterior se realizarad durante 3 semanas mas, haciendo un total de 4

pre- ensayos.

4.3.4.5 Conteo de las bacterias probidticas para determinar la viabilidad.

4.3.4.5.1 Viabilidad de probiéticos en Formulacion 1(F1) donde se ha
inoculado Escherichia coli 10°y 10® UFC/mL (Ver Figura N° 44 y
45)

De los dos frascos F1 que contienen la mezcla de probidticos a una
concentracion de 107 (los mismos frascos donde se debe inocular E. coli
10°UFC/mL y E. coli 108UFC/mL), realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL
hasta llegar a la dilucién 10-"Inocular en placa 1mL de las ultimas 3 diluciones
(107 106 10-°) 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 mas, haciendo

un total de 4 pre- ensayos.

4.3.4.5.2 Viabilidad de probiéticos en Formulacion 2 (F2) donde se ha
inoculado Escherichia coli 10°y 10% UFC/mL (Ver Figura N° 47 y 48)

De los dos frascos F2 que contienen la mezcla de probidticos a una
concentracion de 10° (los mismos frascos donde se debe inocular E. coli 10°
UFC/mL y E. coli 10UFC/mL), realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL hasta

llegar a la dilucién 10% Inocular en placa 1mL de las Gltimas 3 diluciones (10
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10 104) 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 mas, haciendo

un total de 4 pre- ensayos.
4.3.4.5.3 Blanco de probidticos (viabilidad) (Ver Figura N° 46 y 49)

De los dos frascos que contienen la mezcla de probiéticos a una concentracion
de 10’y 108 realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL hasta llegar a la dilucion
107 y 10, respectivamente, inocular en placa 1mL de las ultimas 3
diluciones(107> 10°% 10°) y (10 10> 10) 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 mas, haciendo

un total de 4 pre- ensayos.

4.3.4.6 Blanco de Escherichia coli.

Se evalu6 el posible efecto inhibitorio de los componentes del alimento
funcional (a excepcién del probiético) sobre la bacteria patégena Escherichia
coli. Este ensayo se realizé con el objetivo de descartar que los componentes
de la formula ejerzan un efecto inhibitorio sobre el patdgeno, y que no sea solo
el probidtico el Unico responsable de la inhibicion. Por ello se realizé una mezcla
de polvos igual a la que se realizé para formular el alimento con la diferencia

gue no llevara probioticos.

4.3.4.6.1 Preparacion de la bebida del pre-ensayo.

Preparar 250mL de agua estéril con caseina al 3.4%.
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4.3.4.6.2 Evaluacion de Escherichia coli 10° UFC/mL (Ver Figura N° 50)

A partir de la bebida anterior, inocular 1.0mL de Escherichia coli en

concentracion 10°3UFC/mL obtenida de la estandarizacion de la misma.

Tomar 10mL de la mezcla anterior y diluir con 90mL de agua peptonada siendo

esta la dilucion 1071, realizar diluciones seriadas hasta la dilucion 10-.

Inocular 1.0mL de las ultimas 3 diluciones (103, 10* y 107%) 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 dias consecutivos.

Hacer este analisis por cuadruplicado para obtener datos mas puntuales.

4.3.4.6.3 Evaluacion de Escherichia coli 108 UFC/mL (Ver Figura N° 51)

A partir de la bebida, inocular 1.0mL de Escherichia coli en concentracion

105UFC/mL obtenida de la estandarizacion de la misma.

Tomar 10mL de la mezcla anterior y diluir con 90mL de agua peptonada siendo
esta la dilucion 101, realizar diluciones seriadas hasta la dilucion 10.

Inocular 1.0mL de las Ultimas 3 diluciones (104, 10°y 10°) 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 dias consecutivos.

Hacer este andlisis por cuadruplicado para obtener datos mas puntuales.
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4.3.5 Ensayo

En el ensayo con el alimento formulado, se decidi6 aumentar las
concentraciones de probidticos en un logaritmo cada formulacién, es decir F1
ahora tiene una concentraciéon de 108 y F2 una concentracion de 107, se hace
esta aclaracion debido a que se utilizaran los mismos diagramas del pre-ensayo

que se encuentran en los anexos para explicar el procedimiento.

4.3.5.1 Formulacién 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 analisis

sensoriales a realizar en su formulacion.

Tabla N°1 Componentes del alimento funcional en polvo para reconstituir.

Componente Cantidad F1 Cantidad F2
Mezcla de probidtico A determinar A determinar
Caseina 1.00% 1.00%

Acido citrico A determinar A determinar
Color A determinar A determinar
Sabor A determinar A determinar
Dextrosa A determinar A determinar

4.3.5.2 Elaboracién del alimento funcional en polvo para reconstituir. (Ver
Figura N° 52)

Limpieza de area de fabricacion.
2. Sanitizacion de area de fabricacion.
Pesado de las materias primas en bolsas plasticas estériles de

capacidad adecuada.
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. Mezclado de los polvos en una bolsa plastica 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 &cido citrico 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.

Dividir el granel en bolsas pequefias estériles conteniendo 15 gramos
cada una (cada bolsita representa la unidad de alimento para un vaso de
250 mL con agua).

. Agregar a cada bolsita la cantidad requerida de probiético segun la
formulacion, es decir para F1 agregar 1.0g y para F2 0.1g.

Mezclar cada bolsita para que el probiotico se encuentre homogéneo en
todo el contenido.

. Guardar estas bolsitas protegidas de la luz y con silica para evitar
humedad.

4.3.5.3 Preparacion 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 formacion de un liquido libre de grumos.

4.3.5.4 Determinacion del efecto inhibitorio de Lactobacillus acidophilus LA-

5® vy Bifidobacterium lactis BB-12® contra Escherichia coli, cepa

hospitalaria.
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4.3.5.4.1 Determinacion del efecto inhibitorio en Formulacion 1 (F1) (Ver
Figura N°40y 41)

Inocular con 1 mL de la suspensiéon de Escherichia coli 10° UFC/mL un frasco
que contiene la formulacién 1 (F1), el segundo frasco inocular con Escherichia
coli 108 UFC/mL y un tercer frasco no serd inoculado ya que tendra la funcién

de blanco de probidtico (viabilidad) para F1.

Del frasco F1 inoculado con Escherichia coli 10° UFC/mL tomar 10 ml con
pipeta de morh estéril de 10 mL y adicionar a un frasco estéril con tapén de
rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilucion 102,

realizar diluciones seriadas 10 en 90, hasta llegar a la dilucién 108,

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli
10°UFC/mL en F1, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 103, 104
103; 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 seré por duplicado, cada 24 horas durante 4 dias (hora cero, hora
24, hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo

al conteo obtenido en cada dia.

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 tapon de
rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilucion 102,

realizar diluciones seriadas 10 en 90 hasta llegar a la dilucién 10-8.

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli
108UFC/mL en F1, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 104, 10,

108; 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 sera por duplicado, cada 24 horas durante 4 dias (hora cero, hora 24,
hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo al

conteo obtenido en cada dia.

4.3.5.4.2 Determinacion del efecto inhibitorio en Formulacion 2 (F2) (Ver
Figura N° 42 y 43)

Inocular con 1 mL de la suspensiéon de Escherichia coli 10° UFC/mL un frasco
que contiene la formulacién 2 (F2), el segundo frasco inocular con Escherichia
coli 108 UFC/mL y un tercer frasco no serd inoculado ya que tendra la funcién

de blanco de probiético (viabilidad) para F2.

Del frasco F2 inoculado con Escherichia coli 10° UFC/mL tomar 10 ml con
pipeta de morh estéril de 10 mL y adicionar a un frasco estéril con tapén de
rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la diluciéon 102,

realizar diluciones seriadas 10 en 90, hasta llegar a la dilucién 107,

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli
10°UFC/mL en F2, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 103, 104
103; 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 seré por duplicado, cada 24 horas durante 4 dias (hora cero, hora
24, hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo

al conteo obtenido en cada dia.

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 tapon de
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rosca que contenga 90 mL de agua peptonada siendo esta la dilucién 107,
realizar diluciones seriadas 10 en 90 hasta llegar a la dilucién 10-".

Posteriormente realizar el conteo de las colonias de Escherichia coli
108UFC/mL en F2, por la técnica de placa vertida, en las diluciones 104, 10,
10%; llevar a cabo este conteo tomando 1 mL de las diluciones anteriormente
mencionadas Yy utilizar el medio agar para coliformes(Chromocult), incubando a

37° Celsius durante 24 horas.

El conteo sera por duplicado, cada 24 horas durante 4 dias (hora cero, hora 24,
hora 48 y hora 72). Considerar las diluciones a inocular en placa de acuerdo al

conteo obtenido en cada dia.

La técnica anterior se realizarad durante 3 semanas mas, haciendo un total de 4

ensayos.

4.3.5.5 Conteo de las bacterias probio6ticas para determinar la viabilidad.

4.3.5.5.1 Viabilidad de probiéticos en Formulacion 1(F1) donde se ha
inoculado Escherichia coli 10°y 10%° UFC/mL (Ver Figura N° 44 y 45)

De los dos frascos F1 que contienen la mezcla de probiéticos a una
concentracion de 108(los mismos frascos donde se debe inocular E. coli
10°UFC/mL y E. coli 108UFC/mL), realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL
hasta llegar a la dilucién 10-%Inocular en placa 1mL de las Ultimas 3 diluciones
(10°10® 107) 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 mas, haciendo

un total de 4 ensayos.
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4.3.5.5.2 Viabilidad de probiéticos en Formulacion 2(F2) donde se ha
inoculado Escherichia coli 10°y 10® UFC/mL (Ver Figura N° 47 y
48)

De los dos frascos F2 que contienen la mezcla de probidticos a una
concentracion de 107 (los mismos frascos donde se debe inocular E. coli 10°
UFC/mL y E. coli 108UFC/mL), realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL hasta
llegar a la dilucién 10®Inocular en placa 1mL de las Ultimas 3 diluciones (10
105 10%) 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 mas, haciendo

un total de 4 ensayos.

4.3.5.5.3 Blanco de probiéticos (viabilidad) (Ver Figura N° 46 y 49)

De los dos frascos que contienen la mezcla de probiéticos a una concentracion
de 108UFC/mL y 10°UFC/mL realizar diluciones seriadas 10 en 90 mL hasta
llegar a la dilucién 108 Y107, respectivamente, inocular en placa 1mL de las
ultimas 3 diluciones(10% 107 10%) y (107> 10% 10°) utilizando la técnica de
placa vertida con medio agar MRS, incubar en medio de anaerobiosis 5% CO:2 a
37° Celsius, de 48 a 72 horas.

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

un total de 4 ensayos.

4.3.5.6 Blanco de Escherichia coli.

Se evaluo el posible efecto inhibitorio de los componentes del alimento
funcional (a excepcién del probiético) sobre la bacteria patégena Escherichia

coli.
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Este ensayo se realiz6 con el objetivo de descartar que los componentes de la
formula ejerzan un efecto inhibitorio sobre el patégeno, y que no sea solo el
probiotico el Unico responsable de la inhibicion. Por ello se realiz6 una mezcla
de polvos igual a la que se realizé para formular el alimento con la diferencia

que no llevaba probiéticos.

4.3.5.6.1 Preparacién de la mezcla de polvos.

El alimento que se formulo tiene los componentes presentes en la Tabla N°2 los
porcentajes de cada uno de ellos se determina de acuerdo a los analisis

sensoriales a realizar en su formulacion.

Tabla N°2 Componentes del alimento funcional blanco.

Componente Cantidad
Caseina 1.00%

Acido citrico A determinar
Color A determinar
Sabor A determinar
Dextrosa A determinar

4.3.5.6.2 Elaboracion del alimento funcional en polvo para reconstituir.

1. Limpieza de area de fabricacion.
2. Sanitizacion de area de fabricacion.
3. Pesado de las materias primas en bolsas plasticas estériles de capacidad
adecuada.
3. Mezclado de los polvos en una bolsa plastica 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 acido citrico 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 pequefias 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 silica para evitar humedad.

4.3.5.6.3 Preparacion del alimento funcional en polvo para reconstituir.

Tomar una bolsita del alimento funcional (unidad) y reconstituirla en 250 mL de

agua estéril, luego se agitara hasta la formacion de un liquido libre de grumos.

4.3.5.6.4 Evaluacion de blanco Escherichia coli 10° 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 concentraciéon 10°UFC/mL obtenida de la

estandarizaciéon de la misma.

Tomar 10mL de la mezcla anterior y diluir con 90mL de agua peptonada siendo

esta la dilucion 1071, realizar diluciones seriadas hasta la dilucion 10-.

Inocular 1.0mL de las Gltimas 3 diluciones (103, 10* y 10°) 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 dias consecutivos. Hacer este andlisis por cuadruplicado para obtener

datos mas puntuales.
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4.3.5.6.5 Evaluacion de blanco Escherichia coli 10® 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 concentracion 108UFC/mL obtenida de la

estandarizacion de la misma.

Tomar 10mL de la mezcla anterior y diluir con 90mL de agua peptonada siendo

esta la dilucion 101, realizar diluciones seriadas hasta la dilucion 10.

Inocular 1.0mL de las Ultimas 3 diluciones (104, 10° y 10) 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 dias consecutivos. Hacer este analisis por cuadruplicado para obtener

datos mas 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 concentracion de
probidticos es de 108UFC/mL y 10° UFC/mL respectivamente, las cuales fueron
analizadas durante un periodo de 30 dias, realizando conteos de viabilidad de
probiéticos en el dia 0, 15 y 30, con el objetivo de verificar la viabilidad de estos
como parte de una prueba preliminar de estabilidad. Este procedimiento se

realizé por duplicado para obtener un promedio de resultados.

4.3.5.7.1 Prueba preliminar de estabilidad para Formulacion F1 (Ver Figura
N° 56)
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En el dia O del analisis, tomar una bolsa del alimento funcional formulado F1y
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 (dilucién 101), realizar diluciones seriadas hasta la dilucién 1074.

Inocular en placa 1.0 mL de las Ultimas 3 diluciones (108, 107, 10%) utilizando
medio agar MRS, por medio de la técnica de placa vertida, para realizar el
conteo. Incubar en condicién de anaerobiosis 5% de COz de 48 a 72 horas a
37°C = 2°C.

Para el dia 15 y 30 realizar el procedimiento anteriormente descrito por

duplicado.

4.3.5.7.2 Prueba preliminar de estabilidad para Formulacion F2 (Ver Figura
N° 57)

En el dia 0 del analisis, 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 (dilucién 101), realizar diluciones seriadas hasta la diluciéon 10-".

Inocular en placa 1.0 mL de las ultimas 3 diluciones (107, 10, 10%) utilizar
medio agar MRS, por medio de la técnica de placa vertida, para realizar el
conteo. Incubar en condicion de anaerobiosis 5% de CO2 de 48 a 72 horas a
37°C = 2°C.

Para el dia 15 y 30 se realizara el procedimiento anteriormente descrito por

duplicado.
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4.3.5.8 Evaluacién de las cepas probidticas frente a la resistencia contra el
pH acido del estbmago y a sales biliares. (Ver Figura N°58) (2644

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 121°C por 15min a 15Ibs de presion,
seguidamente se prepararan las sales biliares de origen bovino al 0.3 %.
Después de la esterilizacion 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 probidticos en una concentracion de
108UFC/mL a 10.0mL de caldo MRS ajustado con HCI 3M a pH 2, incubar a
37°C x 2 horas en jarra de anaerobiosis al 5% de CO2, después de la
incubacion, tomar 1.0 mL de la mezcla de probidticos crecida en caldo MRS
ajustado a pH 2 y se haran diluciones seriadas 1 en 10 e inocular en placa por
duplicado 1.0mL de las ultimas tres diluciones (10, 10°, 10-4), adicionar 20mL
de agar MRS, incubar a 37°C por 48-72 horas en condiciones de anaerobiosis
al 5%de COz.

4.3.5.8.2 Resistencia a sales biliares.

Transferir 1.0mL de la mezcla de probidticos en una concentracion de
108UFC/mL a 10.0mL de caldo MRS enriquecido con sales biliares de origen
bovino al 0.3%, incubar a 37°C x 2 horas en jarra de anaerobiosis al 5% de
CO2, después de la incubacion, tomar 1.0 mL de la mezcla de probidticos
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 ultimas tres diluciones
(10%, 10, 104), adicionar 20mL de agar MRS, incubar a 37°C por 48-72 horas

en condiciones de anaerobiosis al 5%de CO:..

4.3.5.8.3 Determinacion del porcentaje de células viables. (s

La supervivencia de las cepas probibticas se realizé por medio del método
conteo en placa utilizando agar MRS, este porcentaje de supervivencia se

calculo 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 Identificacién de Escherichia coli.

La bacteria Escherichia coli se identificO segun la metodologia que detalla el
numeral 4.3.2. Los resultados de la identificacion de Escherichia coli, cepa
hospitalaria confirman que efectivamente se trabajo en los analisis realizados

con dicha bacteria patégena.

En primer lugar se realizé el Frotis bacteriano y tincién gram (Ver tabla N°3) en
donde se observo que el patégeno 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 tincion gram.

Gram +o0 - Morfologia Microscépica
Bacteria Gram Negativa Bacilos cortos color rosa
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- -8 1y - W
". ~ J"\‘\l, J‘ A ’l‘ e "‘l. ’l
BT o v
‘l.‘; g .‘;‘ 2
-~ - ~ Tl
U atee
r4 viZs__ Wz &
. -
'-o .\‘ .G? Iv'; 2 \‘ . '4' -3
- . |
| P 47
- \ ! ¥
-~ . bty I.’- - _\_ ‘ .
- ""' ™t a f" ’3‘ 4 ‘:é 1‘

Figura N°11 Resultados frotis bacteriano y tincion gram.
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En el andlisis de las pruebas bioquimicas se hace constar que los resultados
coinciden con los descritos en la literatura, a4 detallandolos en el Anexo N°13,
Figura N°34 y Cuadro N°8.

Ademas cada 3 semanas se sembraba la bacteria patdbgena mantenida en
caldo BHI hacia agar EMB, de esta manera se estaba verificando que el
patdbgeno se encontraba puro y aislada de cualquier contaminante, tal como
muestra la Figura N°12, ya que este patdgeno crecia con una tonalidad verde

metalico brillante en agar EMB.

Figura N°12 Resultados de mantenimiento de Escherichia coli y pruebas

Bioquimicas.

Como ultima prueba de identificacion del patégeno Escherichia coli, se realizé
las pruebas API 20E, disefiada para bacterias Gram negativas, obteniendo un
perfil numérico de 21 cifras que se debia introducir en el catalogo en linea API
web, pero no se pudo tener la licencia de este, por ello se compar6 el pefrfil
obtenido con ejemplos del catalogo fisico APl 20E y obteniendo resultados
similares a los reportados por la bibliografia. «s Estos resultados se detallan en
el Anexo N°13, Cuadro N°9.

Con todo lo anterior realizado, se verificé que los analisis en donde se ocuparia

este patdgeno serian mas fidedignos.
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5.2 Estandarizacién de la bacteria patégena Escherichia coli, cepa
hospitalaria. 4

La estandarizacion del patégeno utilizado se realiz6 de acuerdo a lo descrito en
la metodologia en el numeral 4.3.3. Los resultados obtenidos con esta

estandarizacion se presentan en la Tabla N°4.

Tabla N°4 Resultados de la estandarizacion de la bacteria patdgena
Escherichia coli, cepa hospitalaria.

A=620 nm absorbancia= 0.2-0.3

Conteos entre 1.5-5x108 UFC/mL

Absorbancia Conteo UFC/mL Absorbancia Conteo UFC/mL
obtenida obtenida

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

5.3 Pre-ensayo
5.3.1 Elaboracion de la bebida a base de probidticos ABY-3

Para poder elaborar la bebida del pre-ensayo a base de probidticos, se debe

obtener la relacion entre el peso del producto ABY-3 y la cantidad de UFC
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presentes en este, el analisis se realizé con la metodologia descrita en el
numeral 4.3.4.1y 4.3.4.2.

Los conteos obtenidos se representan en la Tabla N°5, y se determiné que 1.00
gramos de ABY-3 equivale 10'° UFC.

Los resultados de la Tabla N°5 estan basados en la cantidad de 0.01 gramo de

producto ABY-3. (Ver calculos en anexo N°5).

Tabla N°5 Resultados de los conteos del probiético ABY-3 para determinar UFC

por cada gramo.

Dilucién UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | UFC/mL | SUFC/mL | UFC/mL /4
107 74 100 53 64 291 7.30 E+08
108 5 2 3 4 14 3.50 E+08
10° 1 1 0 0 0.5 5.00 E+08

Media UFC/mL=5.3 E+08 UFC

Al tener en consideracion experimentalmente que 1.0 gramo de producto ABY-3
tiene una concentracion de 10'° UFC se pudo elaborar las bebidas con las dos
formulaciones como indica la metodologia en los numerales 4.3.4.3y 4.3.4.3y

de acuerdo a lo detallado en la Tabla N°6.



110

Tabla N°6 Cantidades utilizadas para la elaboracion de las bebidas de las dos
formulaciones de probiéticos con ABY-3 en el pre-ensayo.

Formulacién Gramos de ABY-3 Caseina | Agua estéril
3.4% =
F1 Probiético 107 UFC/mL | 0109 = 10°UFC* 8.5¢ 250 mL
3.4% =
F2 Probiético 106 UFC/mL 0.01g =10°UFC 8.59 250 mL

*El probidtico se inocul6 2 logaritmos arriba de la concentracién deseada debido
a que la concentracion de UFC/mL se diluye estos 2 logaritmos con 250 mL de
agua estéril. (Ver célculo en Anexo N° 6)

La Figura N°13 muestra el proceso que se llevd a cabo para elaborar estas
bebidas, desde el pesado del caseinato, la medicién de los 250 mL de agua

estéril y el llenado de los frascos que contienen la bebida.

Figura N°13 Elaboracién de las bebidas a base de probidticos ABY-3.



111

5.3.2 Determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla de
probiéticos ABY-3 en F1 y F2 contra Escherichia coli, cepa

hospitalaria.

La determinacion del efecto inhibitorio fue comprobada al evaluar dos
diferentes concentraciones de probioticos con dos diferentes concentraciones
de la bacteria patégena (F1COL1, F1ICOL2, F2COL1 Y F2COL2) en donde F1
es el probidtico utilizado en una concentracion de 10° UFC/mL y F2 con 106
UFC/mL. El patégeno COL1 a una concentracion de 10° UFC/mL y COL2 a 10°
UFC/mL. Los resultados de este analisis se detallan en el Anexo N°14.

El probiético ABY-3 utilizado a una concentracion logaritmica de 107 y 106
UFC/mL posee un efecto inhibitorio contra el patégeno Escherichia coli,
disminuyendo 2 logaritmos de células viables en las dos concentraciones
inoculadas de patégeno durante 4 dias de analisis, tal como lo muestra la tabla
N°7, en donde se detalla la media aritmética de los tiempos de cada

combinacion y su respectivo gréafico en la Figura N°14.

Tabla N°7 Promedio de resultados de la determinacién del efecto inhibitorio de
la mezcla de probidticos ABY-3 contra Escherichia coli, cepa

hospitalaria en formulacion F1y F2.

Tiempo (Horas) F1COL1 F1COL2 F2COL1 F2COL2
UFC/mL UFC/mL UFC/mL 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 probioticos ABY-3 contra
Escherichia coli, cepa hospitalaria en formulaciéon F1y 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 gréficas Ln de concentracion

versus el tiempo al convertir las medias de UFC/mL de Escherichia coli de cada

dia al Ln de la concentracion (Ln UFC/mL), como muestra la Tabla N°8 y asi

linealizar el grafico, obteniendo la ecuacion de la linea recta y con ello la

pendiente de cada una, que en este caso es la rapidez de muerte del patégeno

con una pendiente negativa debido a que la bacteria patégena ha sido inhibida.

La Figura N° 15 muestra la cinética de muerte del patdégeno, con los promedios

presentados en la tabla N°8.

Tabla N°8 Promedio de resultados de la determinacion del efecto inhibitorio de

la mezcla de probioticos ABY-3 contra Escherichia coli, cepa

hospitalaria en formulacion F1 y F2, convertido a Logaritmo natural

(Ln).
Tiempo (Horas) FiCcoL1 F1COL2 F2coL1 F2COL2
UFC/mL UFC/mL UFC/mL 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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Cinética de muerte de Escherichia coli
16

14 \
12

=
Q

8

<

E 10

S ——F1COL1
w g

) —B—F2C0L1
26

< F1COL2
Y 4

5 —=F2COL2
c

—

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (horas)

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 combinacion, las
cuales surgen de la ecuacion de la linea recta de cada uno. Esta pendiente es

negativa debido a que la bacteria patégena 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 probiédtico se

encontraba en una concentracion de 108 UFC/mL y el patégeno a 10° UFC/mL.
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Tabla N°9 Ecuacion de la linea recta y Cinética de muerte de Escherichia coli

en el pre-ensayo.

Combinacion Ecuacién de la linearecta 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 Determinacion de la viabilidad de probiéticos ABY-3 en F1

La concentracién del probiético se mantuvo en un logaritmo constante, es decir,
concentracion igual a la inoculada a la hora cero se mantuvo hasta el dia 4 de
analisis, habiendo una pequefia disminucion del probidtico donde se encontraba
en contacto con la E. coli y aumentando levemente en donde se encontraba
solo el probiético. La viabilidad del probidtico se evalué durante 4 dias
consecutivos como indica la metodologia en el numeral 4.3.4.5, haciendo

conteos de este en la hora 0, 24 y 48 de andlisis.

En los casos donde estuvo en contacto los probidticos junto al patégeno
Escherichia coli hubo una pequefia disminucion de las UFC/mL de probiéticos.
En el caso del andlisis del blanco de probiético, este se mantuvo dentro del
mismo logaritmo de concentraciéon (10’ 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 concentracion de los probioticos a traves del

tiempo; los resultados de los conteos se encuentran en el Anexo N°14.
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Tabla N°10 Comparacion de resultados de la determinacion de la viabilidad de

probiéticos ABY-3 en F1.

Hora UFC/mL probidtico UFC/mL de probiético + | UFC/mL de probidtico+
blanco E. coli 10"5 UFC/mL 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

Comparacion de la Viabilidad de probidticos ABY-3 en F1
2.50E+07
2.00E+07 i
1.50E+07 E——— e
\\
\
1.00E+07
5.00E+06
0.00E+00
0 10 20 30 40 50 60 70 80
== Blanco probidticos E. coli 10A5 UFC/mL  ==#=E. coli 1076 UFC/mL

Figura N°16 Comparacion de la viabilidad de probiéticos ABY-3 en F1.

5.3.4 Determinacion de la viabilidad de probidticos ABY-3 en F2

En el caso donde estuvo en contacto los probidticos junto al patdégeno

Escherichia coli 10° UFC/mL hubo una pequefia disminucion de las UFC/mL de
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probiodticos para la hora 24 pero aumenté 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 elaboracion de yogurt.

En donde Escherichia coli se encontraba en una concentracién de 106 UFC/mL
los probidticos disminuyeron su viabilidad en un logaritmo de concentracion
para la hora final de analisis. En el caso del andlisis del blanco de probidtico,
este se mantuvo dentro del mismo logaritmo de concentracion (108 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 concentracion de
los probidticos a través del tiempo; los resultados de los conteos se encuentran

en el Anexo N°14.

Tabla N°11 Comparacién de resultados de la determinacion de la viabilidad de
probiéticos ABY-3 en F2.

Hora UFC/mL probi6tico UFC/mL de probiético + | UFC/mL de probiético+
blanco E. coli 10"5 UFC/mL 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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Comparacion de la Viabilidad de probiéticos ABY-3 en F2
2.50E+06

2.00E+06 —

—

\\

1.50E+06 = e
\\

T

1.00E+06 \\..
5.00E+05 T~
0.00E+00

0 10 20 30 40 50 60 70 80

== UFC/mL blanco UFC/mL colil0r5  ==@=UFC/mL coli 10”6

Figura N°17 Comparacién de la viabilidad de probiéticos ABY-3 en F2.

5.3.5 Blanco del patdbgeno Escherichia coli.

Este analisis se realizé de acuerdo a la metodologia descrita en 4.3.4.6 en
donde se evalud el posible efecto inhibitorio que poseen los componentes del
alimento funcional a excepciéon del probidtico sobre la bacteria patdgena
Escherichia coli. En el caso del pre-ensayo estos componentes incluian agua y

caseina al 3.4%

El comportamiento de la viabilidad de la bacteria patdogena, Escherichia coli, sin
probidticos adicionados, se mantuvo constante en las primeras horas del
analisis, sin embargo, en las horas siguientes hubo un aumento exponencial de
un logaritmo de concentracion; comprobando que el caseinato de calcio no es el
responsable de la inhibicibn de éste patdgeno en los analisis anteriormente

realizados.
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La Tabla N° 12 y N°13 muestran los promedios de los resultados del analisis del
blanco del patégeno, y su respectivo grafico en las Figuras N°18 y N°19.

Tabla N°12 Promedio de resultados del Blanco del patégeno Escherichia coli en

concentracion 10° UFC/mL.

Hora UFC/mL

0
1.80E+05

24
2.00E+05

48
1.10E+06

72
1.40E+06

Blanco de E. coli 10”5 UFC/mL
1.60E+06
1.40E+06 /
1.20E+06
1.00E+06 /
8.00E+05
6.00E+05 /
4.00E+05 /
2.00E+05 T\//
0.00E+00

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (horas)

UFC/mL de E. coli

Figura N°18 Blanco del patégeno Escherichia coli en concentracién 10°
UFC/mL.
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Tabla N°13 Promedio de resultados del Blanco del patdogeno Escherichia coli en

concentracion 105 UFC/mL.

Tiempo (Horas) UFC/mL

0
1.50E+06

24
3.20E+06

48
1.50E+07

72
2.70E+07

Blanco de E. coli 106 UFC/mL

3.00E+07
_ 2.50E+07 e
3 /
© 2.00E+07
w
[}
T 1.50E+07
E
O 1.00E+07
[
5 /

5.00E+06 ———

0.00E+00 T : : : : : : : .

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (horas)

Figura N°19 Blanco del patégeno Escherichia coli en concentracion 106
UFC/mL.

5.3.6 Tomade 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, segun las tiras reactivas utilizadas. (Figura N°84).
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5.4. Ensayo

5.4.1. Identificacion morfoldgica

Se realizé la identificacion morfoldgica de las dos cepas bacterianas utilizadas

como probidtico en el alimento funcional.

La morfologia macroscépica vista a partir del crecimiento bacteriano en medio
agar MRS incluia 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 Morfologia macroscopica de probiéticos utilizados en el alimento

funcional.
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En el caso de la morfologia microscoépica, se le realizé una tincion 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 morfologia
de bacilos cortos gram positivo (Ver Figura N° 21). Las colonias en forma de
hojuela no se lograron identificar microscépicamente debido a su disposicion en
el medio MRS.

Figura N° 21 Morfologia microscopica de probioticos utilizados en el alimento

funcional (Colonia circular).
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5.4.2 Formulacién del alimento nutricional.

En el trabajo se formul6 el alimento funcional con 2 sabores diferentes (fresa y
naranja) para luego seleccionar solo uno de ellos dos y asi realizar los ensayos
descritos. Cabe destacar que las formulaciones se realizaron sin tomar en
cuenta el peso del probidtico, ya que esta materia prima se incorporara 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 asi 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 formulacion, 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 formulacion (férmula cuantitativa) (Ver célculos en
Anexo N° 8)

Otro punto a considerar es gque el peso de cada bolsa es de 15 gramos y este
surgid de experimentos sensoriales de sabor y olor de diferentes peso en un
vaso con agua; es decir, que se probd con 8 gramos de producto, con 10
gramos Yy hasta llegar a 15 gramos disueltos en los 250 mL de agua que origind

un sabor y olor agradable.

En el cuadro N°4 se detalla las materias primas utilizadas en la formulacion y la
funcién que esta realiza dentro de la formula, asi como también en el Anexo

N°15 se muestra las imagenes de las materias primas en sus empaques.
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Cuadro N°4 Funcién de materias primas dentro de la formulacion.

Materia prima Funcién en la formulacion

Probiético LA-5 + BB-12 Aporte Funcional al alimento

Caseinato de calcio Aporte nutricional de proteina de la
leche

Acido citrico Regulador de acidez, potenciador de
sabor

Color Carmin Modificador organoléptico de color

Color Annato

Sabor Fresa Modificador organoléptico de sabor

Sabor Naranja

Dextrosa anhidra Edulcorante, vehiculo

Probiodticos

La cantidad en gramos de probidticos utilizada en cada formulacion (F1 y F2)
depende de lo que el producto rotule de UFC, en este caso el proveedor del
producto recomendo 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 utilizara al 1% para brindar el aporte nutricional debido

a que es una proteina de alto valor biolégico propia de la leche, se administra a



125

personas que porintolerancia a la lactosa no pueden ingerir ni leche, ni

productos lacteos debido a su bajo contenido de lactosa.

Acido citrico g (Ver Figura N°69)

El &cido citrico se inicio utilizando en las formulaciones al 0.1% como regulador
de acidez, luego se encontré en la monografia que este al utilizarlo en una
cantidad mayor al 0.3% e es utilizada para potenciar el sabor a bebidas, por lo
gue en los ultimos experimentos se utilizé al 0.3% y en efecto el sabor de las

bebidas aumento.

Colorantes y Saborizantes

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. ¢ Los utilizados en esta

formulacién son los siguientes:
Colorante natural Annato «(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 lacteos
como una excelente opcién para algunos tipos de queso. Tienen buena
resistencia a la exposicion de la luz y estables al calor.q

Colorante natural Carmin e (Ver figura N°70 y N°72)

El acido carminico 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
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carnicos y lacteos, como el yogur, conservas vegetales, mermeladas, helados,

y bebidas, tanto alcohdlicas como no alcohdlicas.

Sabores Frutales o (Ver Figura N°72 N°76 y N°77)

Se utilizd6 el sabor de fresa y el de naranja ya que estos son los mas

seleccionados por la poblacion infantil a la hora de seleccionar bebidas.

Dextrosa Anhidraus (Ver Figura N°73)

La monografia indica que la dextrosa es utilizada como un edulcorante en
alimentos, s €s decir, es una materia prima que aporta un sabor dulce al
alimento. Ademas de dar esta ventaja de aportar dulzura, caracteristica
buscada para agradar a la poblacion infantil, esta materia prima nos sirve como
un vehiculo el cual aporta peso al producto debido a que las otras materias

primas son utilizadas en cantidades muy pequefas.

El porcentaje utilizado de dextrosa anhidra en cada formulacién se obtiene a

partir de la resta del 100% menos la sumatoria de todas las materias primas.

Al final de la formulacion se realizé un experimento que consisti6 en guardar
las bebidas reconstituidas de la formulacion definitiva en refrigeraciéon durante
un periodo de 5 dias, para verificar que las materias primas no ocasionaran

sedimento o sobrenadante.

A continuacion, se detallan los dos diferentes sabores de bebidas formuladas
en el trabajo, el pH obtenido en cada uno y su analisis organoléptico, hasta

llegar a obtener el mas aceptado sensorialmente.
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5.4.2.1 Formulacién del alimento funcional sabor a fresa.

Para la formulacion de la bebida con sabor a fresa se llevaron a cabo dos
experimentos (ExpFrl y ExpFr2), detallando el porcentaje de materia prima en
la Tabla N°14. Las imagenes de las bebidas formuladas se encuentran en el
Anexo N°15.

El ExpFrl tuvo como resultado una bebida con un leve sabor y olor a fresa,
color rosa muy tenue, apariencia lechosa, el cual no cumplia 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 acido citrico y el porcentaje de
saborizante origind 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 formulacién del

alimento funcional sabor fresa y pH obtenido.

Materia prima Porcentaje (%) Porcentaje (%)

ExpFrl ExpFr2

Caseinato de calcio 16.66 16.66
Acido citrico 0.1 0.3
Color carmin 0.1 0.3
Sabor Fresa 0.5 0.7

Dextrosa 82.64 82.04
pH 45 45
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5.4.2.2 Formulacion del alimento funcional sabor a naranja

Para la formulacion de la bebida con sabor a naranja se llevaron a cabo tres
experimentos (ExpNal, ExpNa2 y ExpNa3), detallando el porcentaje de materia
prima en la Tabla N°15. Las imagenes de las bebidas formuladas se encuentran

en el Anexo N°15.

El ExpNal 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 aument6 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 aumentd el porcentaje de acido
citrico 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 formulacion del

alimento funcional sabor naranja y pH obtenido.

Materia prima Porcentaje (%) Porcentaje (%) Porcentaje (%)
ExpNal ExpNa2 ExpNa3

Caseinato de calcio 16.66 16.66 16.66
Acido citrico 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 Eleccién de laformulacién méas adecuada.

El Anexo N°15 muestra la Imagen que analiza si al guardar las bebidas
reconstituidas de la formulacion definitiva (ExpFr2 y ExpNa3) en refrigeracion
durante un periodo de 5 dias, las materias primas utilizadas en la concentracion
descrita no ocasionan sedimento o sobrenadante, obteniendo el siguiente

analisis:

Bebida con sabor a naranja ExpNa3

Esta formulacién ocasion6 que algunos de sus componentes formaran una capa
de fléculos 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 caracteristicas organolépticas en porcentajes mas bajos.

Bebida con sabor a fresa ExpFr2

Esta formulacién originé buenos resultados al cabo de reconstituir el polvo y
almacenarlo durante 5 dias, ya que no hubo presencia de sedimento ni fléculos
durante este tiempo, reflejando que las materias primas utilizadas y su
concentracion eran las adecuadas, sin embargo el sabor agradable que

presentaba en el quinto dia habia desaparecido notablemente.

Por lo tanto la formulacion ExpFr2 es la de eleccion para continuar los

siguientes pasos de la metodologia.
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5.4.3 Elaboracién del alimento funcional en polvo para reconstituir.

1. Limpieza de area de fabricacion.
2. Sanitizacion de area de fabricacion.
3. Pesado de las materias primas en bolsas plasticas estériles de capacidad
adecuada.
4. Mezclado de los polvos en una bolsa plastica 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 &cido citrico y mezclar por 3
minutos.
- Agregar sobre la mezcla anterior el caseinato de calcio y mezclar por

5 minutos.

ol

. Una vez mezclados todos los polvos, se pesar el granel.

[o2]

. Dividir el granel en bolsas pequefas 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 probidtico segun la

formulacion, es decir para F1 agregar 1.0g y para F2 0.1g.

0o

. Mezclar cada bolsita para que el probiético se encuentre homogéneo en

todo el contenido.

©

. Guardar estas bolsitas protegidas de la luz con papel aluminio y con silica
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 formacion de un liquido libre de grumos.
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5.4.4 Determinacion del efecto inhibitorio de Lactobacillus acidophilus
LA-5® y Bifidobacterium lactis BB-12® en F1 y F2 contra

Escherichia coli, cepa hospitalaria.

La determinacion del efecto inhibitorio fue comprobada al evaluar dos
diferentes concentraciones de probioticos con dos diferentes concentraciones
de la bacteria patégena (F1COL1, F1ICOL2, F2COL1 Y F2COL2) en donde F1
es el probidtico utilizado en una concentracion de 108 UFC/mL y F2 con 107
UFC/mL. El patégeno COL1 a una concentracion de 10° UFC/mL y COL2 a 10°

UFC/mL. Los resultados de este analisis se detallan en el Anexo N°16.

El probiético ABY-3 utilizado a una concentracién logaritmica de 108 y 107
UFC/mL posee un efecto inhibitorio contra el patégeno Escherichia coli,
disminuyendo 2 logaritmos de células viables en las dos concentraciones
inoculadas de patdégeno durante 4 dias de analisis, tal como lo muestra la Tabla
N°16, en donde se detalla la media aritmética de los tiempos de cada

combinacion y su respectivo grafico en la Figura N°22.

Tabla N°16 Promedio de resultados de la determinacion del efecto inhibitorio
de Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis

BB-12® contra Escherichia coli, cepa hospitalaria en formulacion F1

y F2.
Tiempo F1COL1 UFC/mL | F1COL2 UFC/mL | F2COL1 UFC/mL | F2COL2 UFC/mL
(Horas)
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® vy
Bifidobacterium lactis BB-12® contra Escherichia coli, cepa

hospitalaria en formulacion F1y 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 gréficas Ln de concentracion
versus el tiempo al convertir las medias de UFC/mL de Escherichia coli de cada
dia al Ln de la concentracion (Lh UFC/mL), como muestra la Tabla N°17 y asi
linealizar el grafico, obteniendo la ecuacion de la linea recta y con ello la
pendiente de cada una, que en este caso es la rapidez de muerte del patégeno

con una pendiente negativa debido a que la bacteria patdgena ha sido inhibida.

La Figura N°23 muestra la cinética de muerte del patdégeno, con los promedios
de la tabla N°17.

Tabla N°17 Promedio de resultados de la determinacion del efecto inhibitorio
de Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis
BB-12® contra Escherichia coli, cepa hospitalaria en formulacion

F1y F2, convertido a Logaritmo natural (Ln).

Tiempo F1COL1 UFC/mL | F1COL2 UFC/mL | F2COL1 UFC/mL | F2COL2 UFC/mL
(Horas)

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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Cinética de muerte de Escherichia coli

° =
8

—@—F2C0L1
6 F1COL2
4 F2C0L2

Ln UFC/mL de Escherichia coli

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (horas)

Figura N°23 Cinética de muerte de Escherichia coli, cepa hospitalaria en el

ensayo

La Tabla N°18 muestra las pendientes obtenidas para cada combinacion, las
cuales surgen de la ecuacion de la linea recta de cada uno. Esta pendiente es

negativa debido a que la bacteria patégena ha sido inhibida.

A mayor pendiente mayor rapidez de muerte, resultando para el ensayo que la
cinética de muerte de Escherichia coli para FICOL1 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 probidtico estaba inoculado en una concentraciéon de 108 UFC/mL (F1)
que donde el probiético se encontraba en una concentracién de 10’ UFC/mL
(F2).
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Tabla N°18 Ecuacién de la linea recta y Cinética de muerte de Escherichia coli

en el ensayo.

Combinaciéon

Ecuacién de lalinearecta

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 Analisis Estadistico ANOVA. o

En esta investigacion se decidio utilizar el Analisis de Varianza Multifactorial

(ANOVA), debido a que se buscaba evaluar la interaccién de tres factores en

los 384 conteos de UFC/mL realizados, los cuales son: la concentracién del

patdogeno Escherichia coli

formulacioén.

El modelo utilizado fue el siguiente:

Donde:

Yijk = M + ai+ Bi+(ap)ij + €ijk

Yiik: Valores individuales de UFC/mL de Escherichia coli.

M: Media de los valores individuales de UFC/mL de Escherichia coli.

ai:Efecto del tiempo sobreYik.

como variable dependiente del tiempo y la
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Bj: Efecto de la formulacion sobre Yik.
(aB)ii: Interaccién de aiy BjsobreYiik.

eik: Efecto del error aleatorio no controlado.

Planteamiento de la hipétesis segun el modelo:
Hipotesis nula.

Ho = F1COL1 = F1COL2 = F2COL1 = F2COL2 en el efecto inhibitorio contra
Escherichia coli.

Las dos bebidas formuladas con probidticos no poseen una diferencia

significativa en el efecto inhibitorio contra Escherichia coli.

Hipodtesis alternativa.

Hi = FICOL1 # FICOL2 # F2COL1 * F2COL2 en el efecto inhibitorio contra

Escherichia coli.

Las dos bebidas formuladas con probi6ticos poseen una diferencia significativa
en el efecto inhibitorio contra Escherichia coli.

Se utiliz6 el método estadistico Analisis de Varianza Multifactorial (ANOVA), con
la prueba Minima Diferencia Significativa (LSD), debido a que la concentracion
del patégeno dependia de dos factores, los cuales son concentracion de
probiotico y tiempo. Para este caso solamente tomaremos en cuenta el analisis

de Varianza Concentracion.



Tabla N° 19 Analisis de Varianza, Concentracion.

Analysis of Variance for CONCENTRACION - Type I11 Sums of Squares

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio  |P-Value
MAIN EFFECTS

A:FORMULACION 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.
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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 patégeno, Escherichia coli.

Se aplicé la prueba multiple de rango para determinar en cual formulacién

existe una mayor inhibicién del patégeno, obteniendo como resultado que la

formulacién F1 inhibié mayormente a la Escherichia coli, como se observa en la

siguiente tabla:

Tabla N° 20 Prueba multiple de rango

Multiple Range Tests for CONCENTRACION by FORMULACION

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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Scatterplot by Level Code

F1COL1 F1COL2 F2CcOL1 F2COL2
FORMULACION

Figura N°24 Grafico de Prueba Multiple de rango.

En el grafico anterior se puede observar las diferentes concentraciones de
Escherichia coli, al estar en contacto con 2 concentraciones de probidticos. Se
puede inferir que las concentraciones de probiético afecta significativamente la
inhibicién de este patégeno y de la misma manera se puede verificar que hay
una mayor inhibicién en las formulaciones donde se ha inoculado el patégeno a

menor concentracion, es decir, COL1.

Por todo el andlisis estadistico realizado se rechaza la hipotesis nula, debido a
que existe una diferencia significativa en el efecto inhibitorio contra Escherichia

coli en las dos bebidas formuladas con probidticos.

5.4.6 Determinacién de la viabilidad de probiéticos en F1y F2.

La concentracion del probiético se mantuvo en un logaritmo constante, es decir,

concentracion igual a la inoculada a la hora cero se mantuvo hasta la hora 72
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de andlisis, habiendo una pequefia disminucion del probiético donde se
encontraba en contacto con la E. coli La viabilidad del probidtico se evalué
durante 4 dias consecutivos como indica la metodologia en el numeral 4.3.5.5,

haciendo conteos de este en la hora 0, 24 y 48 de andlisis.

Para este analisis, caso diferente en el pre-ensayo el probidtico se mantuvo
dentro del mismo logaritmo de concentracion, tanto en el blanco de este y en

las bebidas inoculadas con Escherichia coli. (108 UFC/mL de probidtico).

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 concentracion de
los probidticos a través del tiempo; los resultados de los conteos se encuentran

en el Anexo N°16.

Tabla N° 21 Comparacion de resultados de la determinacién de la viabilidad de
probiéticos en F1y F2.

Hora UFC/mL UFC/mL de | UFC/mL de UFC/mL UFC/mL de | UFC/mL de
probiético probiético | probidtico+ probiético | probidtico + | probidtico+
blanco +E. E. coli 106 blanco E. colil0"5 | E. coli 10"6
colil0"5
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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Comparacion de la viabilidad de probioticos en F1
3.00E+08
2.50E+08 *"‘ —
2.00E+08 ‘\\‘.,
1.50E+08 —
\‘
1.00E+08
5.00E+07
0.00E+00
0 10 20 30 40 50 60 70 80
=@=Blanco de probidticos =ll=E. coli 10~5 UFC/mL E. coli 1076 UFC/mL

Figura N° 25 Comparacion de la viabilidad de probiéticos en F1.

En el andlisis de la viabilidad de los probiéticos en la formulacion F2 se mantuvo
en una concentracion constante desde el momento de su reconstitucion hasta la
hora 72 de andlisis en el caso del blanco mientras que donde se encontraba en
contacto con el patdgeno, las UFC/mL del probiético disminuyeron ligeramente,
siempre manteniéndose en el mismo logaritmo de concentracion 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 concentracién de
los probiéticos a través del tiempo; los resultados de los conteos se encuentran

en el Anexo N°16.



141

Comparacion de viabilidad de probiéticos en F2
3.50E+07

3.00E+07

h
2.50E+07 G
\+

2.00E+07
1.50E+07

1.00E+07

5.00E+06

0.00E+00

0 10 20 30 40 50 60 70 80

== UFC/mL blanco =ll=E. coli 1075 UFC/mL E. coli 1076 UFC/mL

Figura N° 26 Comparacién de la viabilidad de probidticos en F2.

5.4.7 Blanco del patdogeno Escherichia coli.

Este analisis se realizé de acuerdo a la metodologia descrita en 4.3.5.6 en
donde se evalud el posible efecto inhibitorio que poseen los componentes del
alimento funcional a excepciéon del probidtico sobre la bacteria patdgena
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 patégena, Escherichia coli, sin
probiodticos adicionados, se mantuvo constante en el mismo logaritmo durante
las primeras horas del analisis, sin embargo, en las horas siguientes hubo un

aumento exponencial de un logaritmo de concentracion.

La Tabla N° 22 y N°23 muestran los promedios de los resultados del analisis del

blanco del patégeno, y su respectivo grafico en las Figuras N°27 y N°28.
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Tabla N° 22 Promedio de resultados del Blanco del patégeno Escherichia coli

en concentracion 10° UFC/mL.

Hora UFC/mL
0 3.30E+05
24 7.80E+05
48 1.80E+06
72 5.10E+06

Blanco de E. coli 10”5 UFC/mL

6.00E+06

5.00E+06 /
4.00E+06 /
3.00E+06 /
2.00E+06 /
0.00E+00
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (horas)

UFC/mL de E. coli

Figura N° 27 Blanco del patégeno Escherichia coli en concentracion

10° UFC/mL.
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Tabla N° 23 Promedio de resultados del Blanco del patégeno Escherichia coli

en concentracion 108 UFC/mL.

Tiempo (Horas) UFC/mL
0 3.90E+06
24 5.90E+06
48 1.20E+07
72 6.30E+07

Blanco de E. coli 106 UFC/mL
7.00E+07
6.00E+07 /’
S 5.00E+07 /
‘o 4.00E+07
° /
-
3.00E+07
5 4
= 2.00E+07 /
1.00E+07
= e e—
0-00E+00 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (horas)
Figura N° 28 Blanco del patégeno Escherichia coli

10® UFC/mL.

en concentracion



144

5.4.8 Prueba preliminar de estabilidad

Para poder evaluar la estabilidad del probiotico junto a la mezcla de materias
primas que conforman el producto, se realizé el procedimiento que detalla la
metodologia en el numeral 4.3.5.7 en la cual define que al producto en polvo se
le debe realizar un andlisis de viabilidad de probidticos en los dias 0, 15y 30 de

almacenamiento.

Para ambas formulaciones se obtuvo como resultado que el probidtico se
mantuvo en la misma concentracion logaritmica a lo largo del mes de analisis,
por lo que representa que los polvos con los que estuvo en contacto no
constituyen un problema para la estabilidad del microorganismo probidtico.

Ademas se evaluo 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 probidtico se mantuvo en el mismo

logaritmo de concentracién desde el dia cero hasta el dia 30 de analisis.

Tabla N° 24 Promedio de la viabilidad de probiéticos en F1 en los dias 0, 15y

30 de almacenamiento.

Dia de andlisis UFC/mL de probidtico
Cero 2.38E+08
15 1.65E+08
30 1.47E+08
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Viabilidad de probioticos en F1
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0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (dias)

Figura N° 29 Viabilidad de probidticos en F1 en los dias 0, 15 y 30 de

almacenamiento.

El grafico anterior (Figura N°29) muestra como varia la concentracion del
probidtico a través de un periodo de 30 dias, manteniéndose en el mismo

logaritmo de concentracién 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 probidtico se mantuvo en el mismo

logaritmo de concentracién desde el dia cero hasta el dia 30 de analisis.
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Tabla N° 25 Promedio de la viabilidad de probiéticos en F2 en los dias 0, 15 y

30 de almacenamiento.

Dia de analisis UFC/mL de probiotico
Cero 2.36E+07
15 1.75E+07
30 1.20E+07

Viabilidad de probioticos en F2

B \
2.00E+07

Ico

= \\
h=l
® 1.50E+07
Q \
[}
©
= 1.00E+07
£
Y
rd
S 5.00E+06
0-00E+00 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias)

Figura N° 30 Viabilidad de probiéticos en F2 en los dias 0, 15 y 30 de

almacenamiento.

El grafico anterior (Figura N°30) muestra como varia la concentracion del
probidtico a través de un periodo de 30 dias, manteniéndose en el mismo

logaritmo de concentracion para F1, es decir, en un logaritmo de 108 UFC/mL.
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5.4.9 Evaluacion de las cepas probidticas frente a la resistencia

contra el pH acido del estémago y a sales biliares.

Para poder evaluar si las cepas bacterianas utilizadas en la formulacion del
alimento funcional cumplen los requisitos establecidos por la OMS/FAO @ para
ser considerado probiético se realiz6 el procedimiento de la metodologia

detallado en el numeral 4.3.5.8.

El porcentaje de sobrevivencia de las células se determind mediante la formula

detallada a continuacion:

% = (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 incubacion en agar MRS

N2 es el Numero inicial de Probiéticos inoculados, es decir un blanco.

La Tabla N° 26 describe el conteo de UFC/mL de probiéticos del blanco y luego
de haber estado en contacto con un pH &cido (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 célculo el promedio de las UFC/mL de cada

sistema.
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Tabla N° 26 Conteo de UFC/mL de probidticos del blanco, sistema A (pH &cido)

y Sistema B (sales biliares).

UFC/mL UFC/mL UFC/mL

blanco Sistema A 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 numero inicial de probiéticos. También indica las UFC/mL

de los probidticos 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.

4 .00E+06
3 .50E+06
3.00E+06
2 50E+06
2 00E+06
1.50E+06
1.00E+06
5.00E+05
0.00E+00

Evaluacion de las cepas probidticas frente a la
resistencia contra el pH acido del estémago y a
sales biliares.

Sisterma "A"

2 6BE+05

Sistema "B"

Figura N°31 Evaluacion de las cepas probidticas frente a la resistencia contra el

pH &cido del estbmago y a sales biliares.
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La Figura N°31, especifica como se ve la diferencia entre la reduccion de las
UFC/mL en cada sistema, siendo el rectangulo azul el blanco con una
concentracion inicial de 3.75E+06 UFC/mL y el rectangulo rojo del sistema A,
las UFC/mL luego de estar en contacto las cepas probidticas con acido y por
altimo el rectangulo rojo del sistema B, las UFC/mL luego de estar en contacto

las cepas probidticas con las sales biliares.

Las siguiente férmula representan la evaluacion de las cepas probiéticas frente
a la resistencia contra el pH acido del estdmago, teniendo un porcentaje de
sobrevivencia del probidtico del 82.57% y la resistencia frente a las sales

biliares con un 95.54%

LogUFCN1

——FX 100
LogUFCNo

Log 2.68E + 05
Log 3.75E + 06

X100

% Resistencia frente a acidez = 82.57%

LogUFCN1

———— X 100
LogUFCNo

Log 1.91E + 06

X100
Log 3.75E + 06

% 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 debia contar con pH un poco mas acido
que el obtenido en el pre-ensayo; para ello se utilizd la materia prima acido

citrico que ademés ayudaba a resaltar el sabor.

El pH que tenia la bebida con probidticos era un pH que no afectara
directamente la inhibicion de la Escherichia coli, ya que este patdégeno tiene un
pH minimo de crecimiento de 4.4 y un Optimo de 6-7s). En cambio los

probidticos si pueden sobrevivir a pH acido debido a sus caracteristicas.

A cada bebida se le tom6 el pH con tiras reactivas, las cuales indicaban un pH

inicial y final de 4.5 para todas las bebidas. (Ver Figura N°97).



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

El el pre-ensayo en donde se evalu6 la mezcla de probi6ticos
termolabiles, Lactobacillus acidophilus LA-5® y Bifidobacterium lactis BB-
12®, en la bebida con caseina, se disminuy6 2 logaritmos en las UFC/mL
del patégeno Escherichia coli a dos diferentes concentraciones.

La formulacién de la bebida a base de caseina y probiéticos con color
rojo carmin y saborizante fresa presentd mejores caracteristicas
organolépticas y mejor estabilidad al dejarlo reconstituido con agua
durante 5 dias en refrigeracién (3°C), es por esto que ésta formulacion

fue la utilizada para los andlisis realizados en el ensayo.

. Todas las concentraciones de probibticos probadas en los analisis
mostraron una inhibicion de la bacteria patdgena Escherichia coli, de dos
logaritmo; haciéndola llegar a una concentracion menor a la dosis

infecciosa causante de diarrea en nifios (102 UFC/mL).

. Al analizar el comportamiento de la bacteria patdgena frente a la bebida
formulada, sin la adicidon de probiéticos, se pudo observar el aumento de
la concentracién de la bacteria patégena, Escherichia coli, concluyendo
que los responsables directos de la inhibicion del patégeno fueron los

probidticos y no algun otro componente de la bebida.

En el caso de la prueba preliminar de estabilidad para ambas
formulaciones el probiético se mantuvo en la misma concentracion
logaritmica a lo largo de los 30 dias de analisis, 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 poblacion a partir de 3 afios de edad.
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6. El pH de las bebidas se mantuvo constante durante los 4 dias de
analisis, 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 probidticos ni de la bacteria patdégena, Siendo el idoneo para los
andlisis realizados en donde los probidticos se encontraban dentro del

mismo medio con el patégeno.

7. Segun los resultados de la evaluacion de las cepas probioticas frente al
pH &cido del estobmago y las sales biliares, estas presentas una alta
resistencia a estos, siendo del 82.57% y 95.54% respectivamente. Como
consecuencia las cepas utlizadas en el ensayo (Lactobacillus
acidophillus LA-5®, y Bifidobacterium lactis BB-12®) son consideradas
cepas probidticas segun las directrices de evaluacién de la FAO/OMS, ya
gue los porcentajes de resistencia a los factores de estrés (pH acido del

estbmago y a sales biliares) son relativamente altos.

8. La hipotesis nula planteada se rechaza ya que existe una diferencia
significativa en las concentraciones de la bacteria patdégena, Escherichia
coli, lo que significa que el efecto inhibitorio que ejercieron los
probiéticos, no es el mismo, varia dependiendo de la concentracion de
probidticos utilizadas, asi como también la concentracion del patdégeno
con el cual esta en contacto. Se utilizd el método estadistico Analisis de
Varianza Multifactorial (ANOVA) y la prueba de diferencia minima
significativa (LSD) para obtener los valores de “P-value” y rechazar la

hipotesis

9. Con la prueba preliminar de estabilidad se logr6 comprobar que la

concentracion de probidticos, que inicialmente se utilizé para la
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formulacion de la bebida, se mantuvo constante durante un periodo de
30 dias, por lo tanto su capacidad de inhibir a la bacteria patdgena
Escherichia coli se conservé durante este periodo de tiempo.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

1. Que el producto formulado en este trabajo de Investigacion se le realice
un estudio de estabilidad por un periodo mayor de tiempo, para poder
evaluar mas detalladamente la estabilidad que estas bacterias
probidticas presentan a lo largo del tiempo junto a la mezcla de los
demas polvos y de esta forma poder determinar la vida util del producto y

poder comercializarlo.

2. Realizar un control de calidad y una investigacion del material de
empaque primario, éste tiene que proteger las caracteristicas del
producto durante su almacenamiento, ya que es el que esta en contacto
directo con las cepas bacterianas probidticas. El presente trabajo no
englobaba la evaluacién del material de empaque que mejor se adecue
al producto; Sin embargo las bolsas que contenian las mezclas de
polvos, se protegieron de la luz directa y de la humedad con papel

aluminio y silica, respectivamente.

3. Que para la comercializacion de este producto se le recomienda poner
atencion en el tipo de manufactura utilizada en este trabajo de
investigacion ya que se realizé de esta manera con fines didacticos y ya
en la Industria se cuenta con los recursos necesarios para la

manufactura correcta de este producto.

4. Dar a conocer a la poblacién Salvadorefia por medio de Organismos
Gubernamentales y no gubernamentales, que no solo el yogurt contiene
probidticos sino que también otro tipo de alimentos que ademas
proporcionan aporte nutricional, tal es el caso del producto formulado en

este trabajo de investigacion.
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5. Que en futuros trabajos realicen una evaluacion de las cepas probiéticas
investigadas en este trabajo con otros patdgenos causantes de
enfermedades gastrointestinales y asi 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 acido lactico, aunque pueden CRECER en
presencia de Oxigeno, no pueden utilizarlo, Sino Que obtienen Energia

exclusivamente porcion fermentacion.

Anaerobios Facultativos: Microorganismos aerébicos, que pueden

desarrollarse en ausencia de oxigeno, por medio de la fermentacion.

Anaerobios: Los organismos anaerobios o anaerdbicos son los que no
utilizan oxigeno (02) en su metabolismo, mas exactamente que el

aceptor final de electrones es otra sustancia diferente del oxigeno.

Bacterias acido lacticas: Microorganismos productores de &cido lactico

como producto final de su metabolismo.

Bacteriocinas: son péptidos biolégicamente activos que tienen
lacapacidad de inhibir el crecimiento de otros miembros de la misma

especieproductora o miembros de distintos géneros bacterianos.

Cadena de frio: Es una cadena de suministro de temperatura
controlada. Una cadena de frio 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 produccion, el

transporte, el almacenamiento y la venta.



Caseina: Principal proteina de la leche y sus derivados, y que presenta

unelevado valor biolégico por su composicion en aminoacidos.

Cepa: Unidad taxonomica. La cepa o clon puede considerarse como

unapoblacién de caracteristicas idénticas.

Diarrea: Sindrome 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 anticuerpoen las
secreciones seromucosas del organismo como saliva, lagrimas,
calostro, lechey secreciones respiratorias, gastrointestinales vy
genitourinarias.  Actian como la defensa inicial  contra
los patdgenos invasores (virus y bacterias) antes de que penetren en
el plasma; identifican los antigenos patégenos e impiden que se instalen

en las mucosas.

Microaerofilia: Condiciones de baja y estricta concentracion de oxigeno
que requieren determinados organismos para su desarrollo, conocidos

como microaerofilos.



- Microorganismos Viables: Aquellos que se encuentran en formas

capacesde vivir y reproducirse.

- pH: Valor o escala de valores exponenciales (logaritmo negativo de
laconcentracion de iones H+), utilizada para expresar la acidez (valores

de Oa 7) o alcalinidad (valores de 7 a 14) de un medio.
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Bloom. 5



HOSPITAL NACIONAL DE NINOS BENJAMIN BLOOM '

ESTADISTICA

A. CONSULTA DE EMERGENCIA

Lista de Morbilidad por Capitulos por Sexo.

Periodo del 01/01/2013 al 31/12/2013

Todas las Consultas

Emergencia

Hospital Nacional San Salvador SS "Benjamin Bloom"

----- Ciertas enfermedades infecciosas y parasitarias (A00-B99)
Codigo Diagnéstico Bioaoeties fnsseatin ioousuitns
'A09  |Diarrea y gastroenteritis de presunto origen infeccioso ~ 776] 617| 1393
A010_[Fiebre tifoidea 19 22 41
A049 [Infeccién intestinal bacteriana, no especificada é | 6] 10| 16|
8829 |Parasitosis intestinal sin otra especificacién 6] 8] 14
'A02.0 |Ente ebida a Salmonella 3 3] 6|
4080 | -bida a rotavir N 6
A084 |Infeccién i 11 vira a especifica 2 2|~ 6
A082_|Enteritis debida a adenovirus 1 2 3 5
A07.1 |Giardiasis [lambliasis] D R e e
B08.4 |[Estomatitis vesicular enteroviral con exantema o 3|
'A069 |Amebiasis. no especificada 3 0 3]
'A04.2 |Infeccién debida a Escherichia coli enteroinvasiva 0 1] 1]
E‘;,Tﬂwiimﬁm:hmuﬂismplasma capsulatum, sin otra . " il
_lespecificacién WL I = =<2 E |
A06.1 |Amebiasis intestinal crénica 1 0 1)
4046 [Enteritis debida a Yersinia enterocolitica 3 -

Lista de Morbilidad por Capitulos por Sexo.

Periodo del 01/01/2014 al 31/01/2014

Todas las Consultas

Emergencia

Hospital Nacional San Salvador SS "Benjamin Bloom"
----- Todos los Recursos ( excepto Odontologo ) -----

Ciertas enfermedades infecciosas y parasitarias (A00-B99)
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ANEXO N° 2

Informe de anélisis de identificacion de cepa patdgena Escherichia coli

dada por el Laboratorio de Analisis Clinico, Departamento de

Bacteriologia del Hospital Nacional de Nifios Benjamin Bloom.

— - )

HOSPITAL NACIONAL "BENJAMIN BLOOM"
LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
DEPARTAMENTO DE BACTERIOLOGIA

Informe de (Valor p

Apellidos, Nombre: , <
No. expediente: 01 Diagnostico: No tiene diagnostico
No. expediente:: 01 Edad:
% Lcda. Responsable: Patricia Henriquez

Tipo de muestra: Cepa bacteriana Procedencia:

Area corporal: Servicio:

Fecha de recepcion: 11/02/2014 11:37 AM Fecha de finalizado: 11/02/2014 11:37 AM

Comentario de la muestra: Serotipificacion E.coli 0157 :H7 : NEGATIVO

Numero de muestra: 01 Tipo de examen: Cepa Bacteriana : Eschericha coli
Observacion directa: No realizada

"ﬁﬁr‘""
\: | CLMICO
VPL.C. No. 1623

Pagina 1 de 1 11/02/2014 11:43 AM

Figura N°33 Informe de analisis de identificacion de la cepa patdégena
Escherichia coli.



ANEXO N° 3

Procedimientos a realizar para la identificacion de la cepa

patdgena Escherichia coli



Tomar con un asa estéril
una colonia aislada de E.
coli, cepa hospitalaria.

Extenderlo sobre una gota

. de solucion salina en un
, porta objeto de vidrio, para
f—tec= formar una pelicula.

‘)\:: —L \
. I'_-:.'-' :-_:__'\' . N > \
Flamear el frotis y luego (__3{.‘.‘.- £ x,_p\\
deje secar cerca del Y \gf_#-.,-f' . Xy
mechero. NN
M
Aplicar al frotis unas cuantas
) gotas de solucion de cristal
- f':_ violeta y dejar actuar durante
e ¥ un minuto.
39 - = ‘TL 14\
&g [\vp ]
. , c\ g‘) e
Enjuagar con agua destilada y TR

agregar unas gotas de lugol, NN Sy

_ _ g
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 tincion gram.
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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.

Q

o
e

Observe al microscopio y
determine la morfologia

Figura N° 34 Continuacién frotis bacteriano y tincion gram.



Inocular los tubos que
contienen RM, VP, Indol
con una colonia aislada

con asa en anillo.

A partir de la E. coli previamente
identificada en medio selectivo EMB,
se inoculara en agar TSA y a partir de
este realizaran las pruebas
bioguimicas

Para la prueba de movilidad
el microorganismo se
inoculara por picadura

hasta el fondo del tubo con

el asa en punta.

Los tubos con agar TSI y Citrato

se inocularan por picadura hasta

el fondo del tubo y por estria en
la superficie.

Realizar la lectura de los
tubos mediante la

durante 24- 48 horas. control, que contienen los

Incubar los tubos a 37+2 °C : comparacion con tubos
mismos medios de cultivo

pero sin microorganismo
inoculado.

Figura N° 35 Pruebas bioquimicas.



Cuadro N° 8 Lectura de pruebas bioquimicas.

Prueba

Procedimiento

Indol

Agregue 5 gotas de éter etilico +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 incubacion.

Movilidad Observar el crecimiento del microorganismo.
TSI

Ver coloracion de bisel y fondo. Observar
produccion de gas y H2S.




Cuadro N° 9 Lectura de pruebas api20E

PRUEBA SUSTRATO REACCION RESULTADO RESULTADO
PROBADA NEGATIVO POSITIVO
ONPG ONPG Beta-galoctosidasa Incoloro Amarillo
ADH Arginina arginina Amarillo Rojo-anaranjado
deshidrolasa
LDC Lisina Lisina Amarillo Rojo-anaranjado
descarboxilasa
oDC Ornitidina Ornitidina Amarillo Rojo-anaranjado
descarboxilasa
CIT Citrato Utilizacién de citrato Verde palido Azul- azul
verdoso
Tiosulfato Na Produccion de H2S Incoloro- Deposito negro
H2S grisaceo
URE Urea Hidrolisis de urea Amarillo Rojo-anaranjado
TDA Triptofano Desaminasa Amarillo Marron-rojizo
IND Triptofano Produccion de indol | Incoloro- verde Rosa
palido-amarillo
VP Piruvato Na Produccion de Incoloro-rosa Rosa-rojo
acetoina palido
GEL Gelatinasa No difusion Difusion
pigmento negro
GLU Glucosa Fermentacion/ Azul- azul Amarillo grisaceo
oxidaccién verdoso
MAN Manitol Fermentacion/ Azul- azul Amarillo
oxidaccién verdoso
INO Inositol Fermentacion/ Azul- azul Amarillo
oxidaccién verdoso
SOR Sorbitol Fermentacion/ Azul- azul Amarillo
oxidaccién verdoso
RHA Ramnosa Fermentacion/ Azul- azul Amarillo
oxidaccién verdoso
SAC Sucrosa Fermentacion/ Azul- azul Amarillo
oxidaccién verdoso
MEL Melibiosa Fermentacion/ Azul- azul Amarillo
oxidaccién verdoso
AMY Amigdalina Fermentacion/ Azul- azul Amarillo
oxidaccién verdoso
ARA Arabinosa Fermentacion/ Azul- azul Amarillo
oxidaccién verdoso
OoX Oxidasa Citocromo oxidasa Incoloro- Violeta

amarillo




ANEXO N° 4

Procedimientos arealizar para el mantenimiento y
estandarizacion de la cepa patdogena Escherichia coli



Cepa patdégena Escherichia coli, Se comprobd la presencia de E.

se obtuvo a partir de un coli sembrando colonias
coprocultivo de nifio con diarrea aisladas en el medio agar EMB,
del Hospital Nacional de Nifios dando un resultado positivo, el
Benjamin Bloom. cual se manifiesta con un color

verde metalico.

A partir de
colonias en EMB,
se inoculé E. coli

en tubosy

criovialescon caldo
BHI dejandolos
incubar por 24
horas a 37°C.

L d iient A las tres semanas
U€go de su crecimiento de refrigeracion, la

se colocaron los tubos con :: bacteria crecida en

i - o
BHI erll refrlger.atlslon a3°C caldo BHI se

y oslcrl'o,wa e?LBe"nC procedera a su
congelacion a - : reanimacion.

Figura N° 36 Mantenimiento de la bacteria patégena Escherichia coli.



Se sembrara en caldo BHI
para su enriquecimiento y se

Criovial con cepa _
incubara a 37°C por 24 horas

patégena de
Escherichia coli

Se tomaré una azada del
caldo BHI y se sembrara en
agar EMB. , se incubara a
37°C por 24 horas

Se sembrard en agar TSA

y se incubara a 37°C por Se preparara una
24 horas solucién madre a

partir de las colonias
aisladas en TSA con

15 mL de solucidén

: salina estéril.

Se le medira la absorbancia '
producida a una longitud de / -
onda de 620 nm

Figura N° 37 Estandarizacién de la bacteria patégena Escherichia coli.



Solucién salina

Esta solucion madre se le debera agregar solucion
salina estéril hasta obtener una absorbancia entre
0.2y 0.3, (absorbancias las bacterias gram
negativas) para obtener una concentracion
aproximada entre 1.5-5x108 UFC/mL.

@mmmmm

UUTUUUU

10? 102 103 10+ 10°

Se verterd en placa con agar
para coliformes Chromocult
por triplicado y se realizara el

conteo a las 24 horas de ,
incubacién a 37°C f f

Figura N° 37 Continuacién de estandarizacion de la bacteria patdgena

Escherichia coli.



Anexo N°5
Resultados de los conteos del probidtico ABY-3 que se utilizaron para

determinar UFC por cada gramo.

Para realizar esta determinacion se llevo a cabo la metodologia del numeral
3.3.4.1., en la cual describe que se pesé 1.0g de producto ABY-3 y se mezclo
con 100.0mL de caldo MRS, luego se tomé una alicuota de 1.0mL para el inicio
de la determinacién, es decir, que al tomar 1.0mL tomamos el equivalente de
0.01g de producto ABY-3.

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

Entonces segun los resultados de la Tabla N° 7

0.01 gramos de ABY-3 = 108 UFC
0.10 gramos de ABY-3 = 10° UFC

1.00 gramos de ABY-3 = 10°UFC



Anexo N° 6

Célculos utilizados para determinar la cantidad de ABY-3 equivalente a las

concentraciones de probidticos requeridas.

A continuacion se presentan las cascadas de dilucion utilizadas para la

formulacién F1, la cual es una bebida de 250 mL con una concentracion de

probidticos de 107 UFC/mL..

0.1g ABY-3= 108 UFC _ 250mL (=107 UFC/mL)

k!

W

1.0 mL (107 UFC)



ANEXO N° 7

Procedimientos de los analisis a realizar en el pre-ensayo.



= - 1mL
Pesar 1 gramos de Disolver con 100 mL
la mezcla de de caldo MRS

probidtico ABY-3

X NGT DG DG DTN TN

Uyuuvuuuuu v

Para 9 mL de caldo MRS

--9 1010
Incubar a 37°C £ 2°C con 5% CO2de
48 a 72 horas y luego realizar el

107 10 10
conteo con agar MRS por (- T

cuadruplicado. ( ( ) (
| Jyall = 1 | . Iyl
\

101 107 103 10+ 10° 10

o ——
| ™
o= “,

{

¥
&

|

¥
ra

{

¥

Figura N° 38 Tratamiento de la mezcla de probioticos ABY-3



F1

F2

Agregar a un frasco de vidrio estéril con tapon
de rosca:

v' 250 mL Agua estéril

v Caseinato de calcio al 3.4%

v Cantidad de probid6ticos equivalente
al0’” UFC/mL

Agregar a un frasco de vidrio estéril con tapén
de rosca:

v' 250 mL Agua estéril.

v' Caseinato de calcio al 3.4%

v/ Cantidad de probiéticos equivalente a
108 UFC/mL

Figura N° 39 Preparaciéon de las Formulaciones F1y F2




fr
i
Inocular 1 mL de una
‘ suspension de i Tomar con
Escherichia coli 105 8 una pipeta 10
UFC/mL. ml con y
agregar esta
alicuota a un
! frasco de
vidrio estéril
F1 con tapon de
rosca que
contiene 90
Realizar diluciones seriadas 10 Esta dilucion sera la 102
en 90, hasta la dilucion 107, A <j donde la Escherichia coli
pesar que la Escherichia coli estara a una concentracion de
esta a una concentraciéon de 10° 10*UFC/mL
UFC/mL, el probiético en F1 se
encuentra 10’UFC/mL y se Inocular en placa 1mL por duplicado
utilizaran estas mismas de las dltimas 3 diluciones (105, 10
diluciones para el conteo de y 10°3), utilizando agar para
estos probidticos. coliformes (Chromocult).Incubar a
|:> 37°C por 24 horas.

Realizar el mismo procedimiento de inocular en
placa en las horas 0, 24, 48y 72.

Figura N° 40 Determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla de probioticos
ABY-3 en F1 contra Escherichia coli 10° UFC/mL.



:-;."
i
‘ Inocular 1 mL de una ;: Tomar con
susper_1$|9n de_ J una pipeta 10
ESCI‘;EI’IChIa coli mly agregar
10°UFC/mL. 5 jl> esta alicuota
I a un frasco
de vidrio
estéril con
tapon de
rosca que
F1 contiene 90
Realizar diluciones seriadas 10 Esta dilucién sera la 101

en 90, hasta la dilucién 107. A donde la Escherichia coli
pesar que la Escherichia coli <j estara a una concentracion de
esta a una concentraciéon de 10° 10° UFC/mL
UFC/mL, el probidtico en F1 se
encuentra 10’'UFC/mL y se

utilizaran estas mismas Inocular en placalmL por duplicado
diluciones para el conteo de de las ultimas 3 diluciones (10'6, 10°
estos probidticos. y 10%), 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, 48y 72.

Figura N° 41 Determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla de probioticos
ABY-3en F1 contra Escherichia coli 108 UFC/mL.



r
i
‘ Inocular 1 mL de una
suspension de
Escherichia coli 10°
UFC/mL.
F2

Realizar diluciones seriadas 10
en 90, hasta la dilucién 10°. A
pesar que la Escherichia coli
esta a una concentraciéon de 10°
UFC/mL, el probiético en F2 se
encuentra 108 UFC/mL y se
utilizaran estas mismas
diluciones para el conteo de
estos probidticos.

=

Tomar con una
pipeta 10 mL y
| agregar esta
i |:> alicuota a un
frasco de vidrio
\LV estéril con tapon
de rosca que
contiene 90 ml de
agua peptonada.

Esta dilucién sera la 101
donde la Escherichia coli
estara a una concentracion de
10°UFC/mL

Inocular en placalmL por duplicado
de las ultimas 3 diluciones (10-°, 10

coliformes (Chromocult).Incubar a

y 10°%), utilizando agar para

37°C por 24 horas.

Realizar el mismo procedimiento de inocular en
placa en las horas 0, 24, 48y 72.

Figura N° 42 Determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla de probibticos

ABY-3en F2 contra Escherichia coli 10° UFC/mL.



e
|
i
f
| |
s Tomar con una
Inocular 1 mL de una pipeta 10 y
suspension de ] agregar esta
Escherichia coli ! alicuota a un
108UFC/mL. frasco de vidrio

estéril con tapén

de rosca que
F2 contiene 90 ml de
agua peptonada.

Realizar diluciones seriadas Esta dilucion sera la 102
10 en 90, hasta la dilucién 10 donde la Escherichia coli
6 ya que el probidtico en F2 estara a una concentracion de
se encuentra 10°UFC/mLy 10° UFC/mL
la E. coli también.

|:> Inocular en placa 1mL por duplicado
de las ultimas 3 diluciones (10, 10
y 10), 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, 48y 72.

Figura N° 43 Determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla de probioticos
ABY-3 en F2 contra Escherichia colil0® UFC/mL.



— >}

Tomar con pipeta
10 ml y agregar
i esta alicuota a un
' frasco de vidrio
i estéril con tapén

| de rosca que

contiene 90 ml de
Fl agua peptonada.

Frasco que contiene una Esta dilucion seré la 101 donde

concentracion de probidticos el probidtico estara a una
de 107 UFC/mL+ Escherichia concentracion de 10° UFC/mL

coli 10 °UFC/mL

Inocular en placa 1mL de las
diluciones (10°, 10, 107 por
duplicado, utilizando agar MRS.
Incubando en medio de
anaerobiosis 5% CO2 a 37° C, de
48 a 72 horas.

Realizar diluciones
seriadas 10 en 90,
hasta la diluciéon 107.

Realizar el mismo procedimiento de inocular en
placa en las horas 0, 24 y 72.

Figura N° 44 Conteo de las bacterias probioticas para determinar la viabilidad

en F1, donde se inocula Escherichia coli 10° UFC/mL



Tomar con pipeta
10 ml y agregar
J esta alicuota a un
F1 :> frasco de vidrio

estéril con tapon
de rosca que

contiene 90 ml de
agua peptonada.

Frasco que contiene una

concentracion de probiéticos Esta dilucion sera la 10 donde

de 107 UFC/mL+ Escherichia el probiotico estara a una
coli 10 © UFC/mL concentracion de 106 UFC/mL
Realizar diluciones Inocular en placa 1mL de las
seriadas 10 en 90, diluciones (10°, 10%, 107 por
hasta la diluciéon 1077, 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, 24y 72.

Figura N° 45 Conteo de las bacterias probidticas para determinar la viabilidad

en F1, donde se inocula Escherichia coli 108 UFC/mL



D]

e

Pipetear 10 ml

con una pipeta
estéril y agregar
esta alicuota a un

=

[ @En5SN0 It I NDIT 0N

1 frasco de vidrio
estéril con tapon
de rosca que
contiene 90 ml de
Frasco que contiene una agua peptonada.
concentracion de10’ UFC/mL de

probidtico

Esta dilucion sera la 101 donde

el probidtico estara a una
% concentracion de 108 UFC/mL

Realizar diluciones

seriadas 10 en 90, .
hasta la dilucién 107 Inocular 1mL de las diluciones

(10, 10, 107" por duplicado,
utilizando agar MRS .Incubando
en medio de anaerobiosis 5%
C02a37° C,de 48 a 72 horas.

Realizar el mismo procedimiento de inocular en
placa en las horas 0, 24y 72.

Figura N° 46 Conteo de las bacterias probioticas para determinar la viabilidad

en F1, blanco.



—

F2

Frasco que contiene una
concentracion de probidticos
de 108 UFC/mL+ Escherichia

coli 10 >UFC/mL

=

————

: Tomar con pipeta

' 10 ml y agregar

| esta alicuota a un

‘j frasco de vidrio

‘ estéril con tapon
de rosca que

contiene 90 ml de

Q agua peptonada.

Esta dilucion sera la 101
donde el probidtico estara a
una concentracion de

Incubando en medio de
anaerobiosis 5% CO2 a 37° C, de
48 a 72 horas.

10° UFC/mL
Realizar diluciones Inocular en placa 1mL de las
seriadas 10 en 90, diluciones (10%4, 10°, 10° por
hasta la dilucién 10°. duplicado, utilizando agar MRS.

Realizar el mismo procedimiento de inocular en
placa en las horas 0, 24y 72.

Figura N° 47 Conteo de las bacterias probidticas para determinar la viabilidad

en F2, donde se inocula Escherichia coli 10° UFC/mL




10 ml y agregar

{ Tomar con pipeta
| esta alicuota a un
I

i frasco de vidrio
U estéril con tapon
F2 de rosca que

contiene 90 ml de
agua peptonada.

Frasco que contiene una
concentracion de probidticos
de 108 UFC/mL+ Escherichia Esta dilucion sera la 10t donde el

coli 10 ® UFC/mL probidtico estara a una

? concentracion de 10° UFC/mL

Inocular en placa 1mL de las
diluciones (10%, 10°, 10 por
duplicado, utilizando agar MRS.
Incubando en medio de
anaerobiosis 5% CO2 a 37° C, de
48 a 72 horas.

Realizar diluciones
seriadas 10 en 90,
hasta la dilucion 10°.

Realizar el mismo procedimiento de inocular en
placa en las horas 0, 24y 72.

Figura N° 48 Conteo de las bacterias probioticas para determinar la viabilidad en F2,

donde se inocula Escherichia coli 108 UFC/mL



Pipetear 10 ml
:> { con una pipeta
; estéril y agregar
l' esta alicuota a un
> frasco de vidrio
estéril con tapdén
de rosca que

contiene 90 ml de
agua peptonada.

— "

F2

Frasco que contiene una

concentracion de108 UFC/mL de
probiético Esta diluciéon sera la 10 donde
Realizar diluciones

el probidtico estara a una
seriadas 10 en 90,

concentracion de 10° UFC/mL
hasta la dilucién 10. Inocular 1mL de las diluciones
(104, 10°, 10° por duplicado,
utilizando agar MRS. Incubando
en medio de anaerobiosis 5%
C02a37° C,de 48 a 72 horas.

Realizar el mismo procedimiento de inocular en
placa en las horas 0, 24y 72.

Figura N° 49 Conteo de las bacterias probidticas para determinar la viabilidad

en F2, blanco.



Pipetear 10 ml
|:> P con una pipeta
estéril y agregar
g esta alicuota a un
U frasco de vidrio

estéril con tapon
de rosca que

contiene 90 ml de

agua peptonada.

Frasco que contiene 250mL de agua
estéril con caseina al 3.4% y una
concentracion de10® UFC/mL de

Escherichia coli

Esta dilucion sera la 101
donde la bacteria patégena

estara a una concentracion
@ de 10% UFC/mL

Realizar diluciones
seriadas 10 en 90,
hasta la dilucion 10.

Inocular en placa 1mL por duplicado
de las ultimas 3 diluciones (103, 10
y 10), 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, 48y 72.

Figura N° 50 Blanco de bacteria patégena Escherichia coli 10° UFC/mL
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Pipetear 10 ml
con una pipeta
: esteéril y agregar
| esta alicuota a un
frasco de vidrio
estéril con tapon

estéril con caseina al 3.4%.y una
concentracion de108 UFC/mL de
Escherichia coli

Frasco que contiene 250mL de agua

P InEnoaInITTT

de rosca que
contiene 90 ml de
agua peptonada.

&

Realizar diluciones
seriadas 10 en 90, hasta

Esta dilucién sera la 101
donde la bacteria patdgena
estara a una concentraciéon

de 10° UFC/mL

la dilucion 108,

Inocular en placa 1mL por duplicado
de las ultimas 3 diluciones (104, 107
y 10), 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, 48y 72.

Figura N° 51 Blanco de bacteria patégena Escherichia coli 108 UFC/mL




Anexo N° 8

Célculos utilizados en la formulacién del Alimento Funcional

Cantidad de Caseinato al 1% utilizada en un vaso de agua

1 gramo ----------- 100 mL
) 250 mL
X= 2.5 gramos

Porcentaje de Caseinato utilizada en la férmula cuantitativa.

X=16.66%



Anexo N° 9

Procedimientos de los analisis a realizar en el ensayo.



Limpieza y Sanitizacion
del area de trabajo

- <:| Pesado de materias primas en

bolsas plasticas 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 acido

citrico y mezclar por 3 minutos.

bolsita representa la unidad de alimento para

un vaso de 250 mL con agua).

- Aaredar sobre la mezcla anterior el caseinato
Dividir el granel en bolsas pequefias estériles
conteniendo 15 gramos cada una (cada

Agregar a cada bolsa la cantidad Mezclar 'y guardar
estas bolsitas
—=p protegidas de la luz y
con silica para evitar
agregar 1.0g y para F2 0.1g. humedad

requerida de probidtico segun la

formulacion, es decir para F1

Figura N° 52 Elaboracién del alimento funcional en polvo para reconstituir.



Reconstituir en
250mL de agua

Unidad de alimento L
estéril

funcional para un vaso
de 250 mL

Agitacion mecanica,
hasta disolver todos los
grumos.

Figura N°53 Preparacién del alimento funcional en polvo para reconstituir



|:> Pipetear 10 ml
con una pipeta

estéril y agregar
esta alicuota a un
frasco de vidrio
estéril con tapdén
de rosca que
contiene 90 ml de
agua peptonada.

Esta dilucién sera la 101
% donde la bacteria patdgena
estara a una concentracion
Realizar diluciones de 104 UFC/mL
seriadas 10 en 90,

hasta la dilucion 10.

= WIRIRCTITNN

Frasco que contiene todos los
ingredientes de la formulacion
menos probidticos y una
concentracion de10° UFC/mL de
Escherichia coli

Inocular en placa 1mL por duplicado
de las ultimas 3 diluciones (103, 10
y 10®), 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, 48y 72.

Figura N° 54 Blanco de bacteria patégena Escherichia coli10° UFC/mL, ensayo.



B Ejp]

Pipetear 10 ml
con una pipeta
|:> estéril y agregar
esta alicuota a un
frasco de vidrio
estéril con tapon
de rosca que

contiene 90 ml de
agua peptonada.

Frasco que contiene todos los
ingredientes de la formulacién
menos probidtico y una
concentracion de10® UFC/mL de
Escherichia coli

Realizar diluciones Esta dilucion sera la 101
seriadas 10 en 90, donde la bacteria patdgena
hasta la dilucion 10. estard a una concentracion

de 10° UFC/mL

Inocular en placa 1mL por duplicado
de las ultimas 3 diluciones (10#, 10
y 10), 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, 48y 72.

Figura N° 55 Blanco de bacteria patégena Escherichia colide10® UFC/mL,

ensayo.



Reconstituir el contenido de la
bolsa en 250mL.

Realizar diluciones
seriadas 10 en 90,
hasta la dilucion 10°8.

E Tomar con pipeta
10 ml y agregar
1 esta alicuota a un

|:> frasco de vidrio
r. esteéril con tapon

L de rosca que
contiene 90 ml de
j agua peptonada.

2 .

Esta dilucion sera la 10! donde el
probiotico estara a una
concentracion de 10’ UFC/mL

Inocular en placa 1mL de las

Durante un periodo de 30 dias
se realizaran conteos de
viabilidad de probioticos en el
da 0, 15 vy 30 de
almacenamiento. Los conteos
se efectuaran por duplicado
analizando un total de 6
bolsas.

diluciones (10°%, 107, 10%) por
duplicado, utilizando agar MRS.
Incubando en medio de
anaerobiosis 5% CO2 a 37° C, de
48 a 72 horas.

Figura N° 56 Prueba preliminar de estabilidad para F1.



Tomar con pipeta
10 ml y agregar

J esta alicuota a un
frasco de vidrio

TERERE

estéril con tapén
d de rosca que
contiene 90 ml de

Reconstituir el contenido de la
bolsa en 250mL.

agua peptonada.

@ 2

Realizar diluciones
seriadas 10 en 90,
hasta la dilucion 107.

Esta dilucion sera la 101 donde
el probidtico estara a una
concentracion de 108 UFC/mL

Inocular en placa 1mL de las
diluciones (10°, 106, 107 por

Durante un periodo de 30 dias
se realizaran conteos de
viabilidad de probioticos en el
da 0, 15 y 30 de
almacenamiento. Los conteos
se efectuaran por duplicado
analizando un total de 6
bolsas.

duplicado, utilizando agar MRS.
Incubando en medio de
anaerobiosis 5% CO2 a 37° C, de
48 a 72 horas.

Figura N° 57 Prueba

preliminar de estabilidad para F2



Sistema “A”
Sistema “B”

- 10mL caldo MRS
- Ajustar el pH a 2.0 con
HCL 3M y NAOH 3M

- 10mL caldo MRS

Esterilizar en autoclave a
121°C x 15min a 15lbs de \
presion

Se transferira la Se adicionara

cantidad de la 0.3% de sales
mezcla de

probiéticos pesada
equivalente auna
concentracion de

108ufc/mL (0.0019)

U

Se incubara a 37°C x 2 horas en jarra
de anaerobiosis al 5% de CO:2

hiliares

Sistema “A”
Sistema “B”

Figura N° 58 Evaluacion de las cepas probioticas frente a la resistencia contra

la acidez estomacal y a sales biliares.



]

Se tomara 1.0 mL
de la mezcla de
probidticos crecida
en caldo MRS de
sistema “A” y “B”

—

= a2 7 m—

Se haran diluciones seriadas 1 en 10 hasta la
dilucién 10¢ y se inoculard 1 mL por
duplicado de las ultimas tres diluciones, se
adicionara 20mL de agar MRS, se incubaran
a 37°C por 48-72 horas en condiciones de

anaerobiosis al 5%de CO2.

Figura N° 58 Continuacion evaluacion de las cepas probidticas frente a la

resistencia contra la acidez estomacal y a sales biliares.



Introducir la tira Compatrar la tira reactiva con

reactiva en el los posibles resultados
contenedor de la plasmados en la caja
bebida reconstituida. contenedora de las tiras.

Tomar nota del
resultado.

Figura N° 59 Toma de pH.



Anexo N° 10

Preparacién de medios de cultivo.



=)

Disolver en 1 litro de
agua desmineralizada

Pesar 36 g de medio agar
EMB en un erlenmeyer
esteril

Calentar en bafo de agua
hirviendo o en corriente de vapor

—
6]

;-] Tratar en autoclave 15
= minutos a 121 °C

Figura N° 60 Preparaciéon del medio agar EMB



!

Pesar 37 g de medio Disolver en 1 litro de
caldo cerebro-corazén en agua desmineralizada
un erlenmeyer estéril

Tratar en autoclave 15
'_4 minutos a 121 °C

Figura N° 61 Preparaciéon del medio caldo BHI.



|

Pesar 55 g de medio Disolver en 1 litro de
caldo MRS en un agua desmineralizada
erlenmeyer estéril

g ) Tratar en autoclave 15
A minutos a 121 °C

Figura N° 62 Preparacion del medio caldo MRS.



=)

Pesar 25.5g g de medio
agua peptonada en un
erlenmeyer estéril

Disolver en 1 litro de
agua desmineralizada

Introducir 90 mL en frascos
de vidrio con tapon de
rosca.

-
@

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C

Figura N° 63 Preparacién de agua peptonada.



Disolver en 1 litro de
agua desmineralizada

Pesar 67.15 g de medio
agar MRS en un
erlenmeyer estéril

Calentar en bafio de agua
hirviendo o en corriente de vapor

T
@)

Tratar en autoclave 15
minutos a 121 °C

Figura N° 64 Preparacion del medio agar MRS.



Technical Data

Lactobacillus MRS Agar Mo641

Lactobacillus MRS Agar is recommended for cultivation of all  Lactobacillus species.

Composition**

Ingredients Gms / Litre
Proteose peptone 10.000
Beef extract 10.000
Yeast extract 5.000
Dextrose 20.000
Polysorbate 80 1.000
Ammonium citrate 2.000
Sodium acetate 5.000
Magnesium sulphate 0.100
Manganese sulphate 0.050
Dipotassium phosphate 2.000
Agar 12.000
Final pH ( at 25°C) 6.520.2

**Formula adjusted, standardized to suit performance parameters

Directions

Suspend 6715 grams 1n 1000 ml distilled water. Heat to boiling to dissolve the medium completely. Sterilize by autoclaving
at 15 Ibs pressure (121°C) for 15 minutes. Mix well and pour into sterile Petri plates.

Principle And Interpretation

Lactobacilli MES medium is based on the formulation of deMan. Rogosa and Sharpe (1) with slight medification. It supports
luxuriant growth of all Lactobacilli from oral cavity (1), dairy products (2), foods (3). faeces (4) and other sources (5).

Proteose peptone and beef extract supply nitrogenous and carbonaceous compounds. Yeast extract provides vitamin B
complex and dextrose is the fermentable carbohydrate and energy source. Polysorbate 80 supplies fatty acids required
for the metabolism of Lactobacilli. Sodiumn acetate and ammonium citrate inhibit Streptococci. moulds and many other
microorganisms. Magnesium sulphate and manganese sulphate provide essential ions for multiplication of lactobacilli.
Phosphates provide good buffering action in the media.

Lactobacilli are mucroaerophillic and generally require layer plates for aerobic cultivation on solid media. When the medium
15 set, another layer of un-moculated MRS Agar 15 poured over the surface to produce a layer plate (5). Lactobacills 1solated
on MRS Agar should be further confirmed biochemically.

Quality Control

Appearance

Cream to light vellow homogeneous free flowing powder

Gelling

Firm, comparable with 1.2% Agar gel.

Colour and Clarity of prepared medium

Medium to dark amber coloured. clear to slightly opalescent gel forms in Petri plates
Reaction

Reaction of 6.71% wi'v aqueous solution at 25°C. pH : 6.5£0.2

rPH

6.30-6.70

Cultural Response

Cultural characteristics observed after an mcubation at 35-37°C for 18-24 hours or longer (with 5% CO2)

Figura N° 65 Hoja de seguridad del medio agar MRS.



Cultural Response
Organism

Lactobacillus casei ATCC
9595

Lactobacillus fermentum
ATCC 9338
Lactobacillus leichmannii
ATCC 7830
Lactobacillus plantarum
ATCC 8014

Storage and Shelf Life

Inoculum
(CEU)

50-100
50-100
50-100

50-100

Growth

luxunant

luxuniant

luxuniant

lusxuniant

Recovery

>=50%
>=50%
>=50%

>=50%

Store below 30°C 1 tightly closed container and the prepared medium at 2 - 8°C. Use before expiry date on the label

Reference

1.deMan J., Rogosa M. and Sharpe M., 1960, J. Appl. Bacteriol , 23:130.

2 Marshall R.T. (Ed.), 1992, Standard Methods for the Exammnation of Dairy Products, 16th ed, APHA Washimgton D.C.
3 Downes F. P_and Ito K., (Eds.), 2001, Compendium of Methods

For the Microbiological Exanunation of Foods, 4th Ed.. APHA, Washington, D.C.

4 Sabine and Vaselekos. 1965, Nature. 206:960.
5 MacFaddin J..1985. Media for Isolation-Cultivation-Identification-Maintenance of Medical Bacteria, Vol.1, Williams and

Wilkins_ Baltimore.

Disclaimer :

Revision : 1/2011

(e

User must ensure suitability of the product(s) in their application prior to use. Products conform solely to the information contained in
this and other related HiMedia™ publications. The information contained in this publication is based on our research and deve'-——-- *
work and is fo the best of our knowledge true and accurate. HiMedia™ Laboratories Pvt Lid reserves the right to make chz
specifications and information related to the products at any time. Products are not intended for human or animal or therapeutic

for laboratory, diagnostic, research or further manufacturing use only, unless otherwise specified. Statements contained herein sh

be considered as a warranty of any kind, expressed or implied, and no liability is accepted for infringement of any patents.

HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. A-516 Swastik Disha Business Park, Via Vadhani Ind. Est., LBS Marg, Mumbai-400086, India. Customer care No.: 022-6147
1919 Email: techhelp@himedialabs. com

Figura N° 65 Continuacién hoja de seguridad del medio agar MRS.



Disolver en 1 litro de

Pesar 26.5 g de medio agua desmineralizada
agar Chromocult en un

erlenmeyer estéril

Calentar en bafio de agua hirviendo o
en corriente de vapor hasta que el
medio de cultivo se haya disuelto

completamente

No tratar en autoclave

Figura N°66 Preparacion del medio agar para coliformes Chromocult.



Chromocult® Coliform Agar

Selective agar for the simultaneous detection of total coliforms and
E. coliin drinking water and processed food samples.

Intended Use

Chromocult® Coliform Agar is a selective and differential chromogenic culture medium intended for use in
microbiology laboratories analyzing food and water. Within 24 hours this medium enables the detection,
differentiation and enumeration of E. coli and coliforms from drinking water and processed food matrices such as
frankfurters, cooked chicken and non-fat dried milk.

The manufacturing process for food and water often result in metabolic injury to the microorganisms and/or
reduction of microbial members. Sub lethal microbial injury is caused by chemical or heat treatment as well as
storage under frozen, dried or chilled conditions.

Traditional culture media used for the detection of coliforms/ E. coli often contain ox bile or bile salts to inhibit
Gram-positive bacteria. These strong inhibitors howewver may limit the growth of the targeted microorganisms if
they are already sub lethally damaged.

A careful selection of inhibitors used in the selective media is required to ensure the growth and recovery of these
damaged microorganisms.

Chromocult® Coliform Agar contains Tergitol®7 as an inhibitor of Gram-positive bacteria which has no negative

effect on the growth of the targeted coliforms/ E. coli. Chromocult® Coliform Agar is therefore the ideal medium
for the detection of coliforms/ E. ¢oli in drinking water and processed foods.

Chromocult® Coliform Agar has been validated by the AOAC™ Research Institute under the Performance Tested
MethodsSM program for the analysis of frankfurters, cooked chicken and non-fat dried milk.

The most probable number (MPN) method for coliform bacteria and E. coli (AOAC™ official method 966.24) was
used for method comparison testing.

The Chromocult® Coliform Agar method was found to be equivalent to the ACAC™ official method.

Mode of Action

The interaction of selected peptones, pyruvate, sorbitol and phosphate buffer promotes rapid colony growth, even
for sub lethally injured coliforms. The growth of Gram-positive bacteria as well as certain Gram-negative bacteria
is inhibited by the presence of Tergitol®7, which has no negative effect on the growth of the coliform bacteria.

Further, the combination of two chromogenic substrates permits the simultaneous detection of total coliforms and
E. coli.

The addition of antibiotic supplements is recommended if sample material is known to have high level of
background flora (especially if Aeromonas species are expected).

Coliform identification

The substrate Salmon-GAL is used for the identification of 3-D-galactosidase, which is characteristic for coliforms.
This interaction results in a salmon to red color of the coliform colonies.

E. coli identification
The substrate X-glucuronide is used for the identification of B-D-glucuronidase, which is characteristic for E. coli.

E. coli cleaves both Salmon-GAL and X-glucuronide, so that positive colonies take on a dark-blue to violet color.
These are easily distinguished from other coliform colonies, which have a salmon to red color.

Figura N°67 Hoja de seguridad de medio agar para coliformes Chromocult.



Typical Composition (g/litre)

Peptone 3.0; sodium chloride 5.0; sodium dihydrogen phosphate 2 2; di-sodium hydrogen phosphate 2.7; sodium
pyruvate 1.0; tryptophan 1.0; agar-agar 10.0; Sorbitol 1.0; Tergitol® 7 0.15; 6-chloro-3-indoxyl-beta-D-
galactopyranoside 0.2; 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-beta-D-glucuronic acid 0.1; isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside 0.1.

Preparation
Preparation of agar medium

Suspend 26.5 g in 1000 ml of punfied water and heat to boiling with frequent agitation until completely dissolved
(approx. 35 min).

Do not autoclavel Do not overheatl
Immediately coal the medium in the water bath at 45-50 °C.

pH: 6.8 £ 0.2 at 25°C.
Preparation of optional antibiotic supplements (for water testing)

Cefsulodin solution: Dissolve 10 mg of cefsulodin in 5 ml of purified water and sterilize by membrane filtration (0.2
um nominal pore size). Aseptically add the solution (5 ml per liter of medium) to one liter of liquefied medium.

For processed food samples the agar medium base can be used without the addition of antibiotic supplements
(as in the AOAC™ study). For fresh food samples with a higher microbial load, Chromocult® Coliform Agar ES

(EMD cat. no. 1.00850) is recommended.

Chromocult® Coliform Agar is usually inoculated by the pour plate method.

Using a sterile pipette, transfer 1 ml of the liguid test sample (or 1 ml from the appropriate dilution) to a sterile Pe'

dish.

Pour into each Petri dish approximately 15 ml of the Chromocult Coliform Agar while the medium is still liquefie:
but only after the medium has been cooled to 45-50°C in a water bath. Carefully swirl the plate until the inoculu

is thoroughly mixed with the medium. Allow the mixture to solidify on a cool horizontal surface.
Incubate the inoculated dishes aerobically at 35-37°C in an inverted position (agar side up) for 24 hours.

After incubation, examine the plates for the presence of typical colonies of E. coli and other coliforms.

Results

Count the dark blue to violet colonies as E. coli and the salmon to red colonies as other coliforms.

The total of all red and blue colonies is the total coliform count.

Figura N°67 Continuaciéon hoja de seguridad de medio agar para coliformes



Quality control

Test strains Inoculum % Colony Salmon- K-
(CFU/plate) Recovery rate colour GAL Glucuronide

Escherichia coli 10-100 =70 dark-blue to

ATCC 11775 violet

Escherichia coli 10-100 =70 blue to violet

DSMZ 502

Citrobacter 10-100 =70 salmon to red -

freundii ATCC

8090

Enterobacter 10-100 =70 salmon to red -

aerogenes

ATCC 13408

Klebsiella 10-100 =70 salmon to red -

pneumoniaeAT

CC 13883

Salmonella 10-100 not limited colourless - -

entertidis ATCC

13076

Enterococcus 1000-2000 =0.01

faecalis ATCC

19433

Bacillus cereus 1000-2000 =0.01

ATCC 11778

e, P
g R,

Citrobacter freundii ATCC 8090 Escherichia coli ATCC 11775

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany, Tel 2008-08-26
+49(0)6151 72-2440

EMD Millipore Corporation, 290 Concord Road,

Billerica, MA 01821, USA, +1-978-715-4321

Figura N°67 Continuaciéon hoja de seguridad de medio agar para coliformes

Chromocult



Anexo N° 11

Monografias y hojas de Especificaciones de Materias primas

utilizadas en la formulacion del alimento nutricional.



Product information.
EM SN

omv

DAAV International L

The ingredients of success

Description

EM 9N is a roller dried milk protein type fresh curd
calcium caseinate, prepared from fresh skimmed
milk.

Ingredients declaration (EU conform)
Milk protein.

Applications

EM 9N is used in a wide range of food products like
nutritional beverages, powdered dietetic formula,
protein bars but also in processed cheese, imitation

cheese and a range of processed meat and poult
products.

Solutions of EM 9N are characterised by a relatively
low viscosity and a rather opaque appearance. In
nutritional applications EM 9N is used as emulsifier/
stabiliser, structure improver or simply as a highly
nutritious protein and calcium source.

In processed cheese and imitation cheese EM 9N
works beneficial in achieving certain structural and
melting features. Concentrated EM 9N solutions
attain a high jelly-like viscosity if 1-2% salt is added:
those salted jellies are widely used in meat products
to improve firmness, sliceability and process yields.

PRI I

Range of products

Within the EM range DMV International supplies a
range of functional roller dried milk proteins for the
food industry. Next to that DMV International
supplies a range of spray dried milk proteins.

Packaging

Multi layer paper bag with a polythene inner bag;
content is 25kg. Palletised/wrapped to units of
1000kg. Alternatively EM 9N can be supplied

in big bags.

Typical analysis

Chemical

Protein (Nx6.38)
Moisture

Ash (825°C)

Fat

pH (10% sol. 20°C)
Scorched particles (ADPI)

90.50%
5.00%
3.50%
0.80%
6.80
Disc A

Physical/QOrganoleptic
Colour
Taste/odour

white/cream
neutral

Bulk density (tapped) 475g/L
Particle size (<800Opm) 100%
Microbiological

Standard plate count 500/g
Aerobic spore count 10/g
Anaerobic spore count 10/g
Sulphite reducing Clostridia 10/g
Yeasts <10/g
Moulds <10/g
Enterobacteriaceae <1/g
Staphylococcus aureus neg. in1g
Salmonella neg. in 50g
Nutritional

Energy value 1550kJ/100g

Figura N°68 Monografia del Caseinato de Calcio.



Citric Acid Monohydrate

1 Nonproprietary Names
BP: Citric Acid Monohydrare

JP: Cieric Acid Hydrate

PhEur: Citric Acid Monohydrate
USP: Cirric Acid Monohydrate

2  Synonyms
Acidum citricum monohydricum; E330; 2-hydroxypropane-1,2,3-
tricarboxylic acid monohydrate.

3  Chemical Name and CAS Registry Number

2-Hydroxy-1,2,3-propanetricarboxylic acid monohydrate [5949-
29-1]

4  Empirical Formula and Melecular Weight
CegHyO--HL0O 210.14

5 Structural Formula

HO. 4]
~F

Ny

(w] (=]

“Hy0

7  Applications in Pharmaceutical Formulation or

Technology

Citric acid (as either the monohydrate or anhydrous marerial) s
widely used in pharmaceunical formulations and food products,
primarily to adjust the pH of solutions. It has also been used
experimentally to adjust the pH of tablet matrices in enteric-coated
formulations for colon-specific drug delivery.'"! Citric acid mono-
hydrate is used in the preparation of effervescent granules, while
anhydrous citric acid is widely used in the preparation of
effervescent tablets.” ™ Citric acid has also been shown to improve
the stability of spray-dried insulin powder in inhalation formula-
tions."!

In food products, citric acid is used as a flavor enhancer for its
tart, acidic taste. Citric acid monohydrate is used as a sequestering
agent and antioxidant synergist; see Table I It is also a component
of anticoagulant citrate solutions. Therapeutically, preparations
containing citric acid have been used to dissolve renal caleuli.

Table I Uses of citric acid monchydrate.

Use Concentration (%}

Buffer solutions 0.1-2.0

Flaver enhancer for liquid 0.3-2.0
formulations

Sequesfering agent 03-Z0

. e
8  Description

Citric acid monchydrate occurs as colorless or translucent crystals,
or as a white crystalline, efflorescent powder. It is odorless and has a
strong acidic taste. The erystal structure is orthorhombic.

9  Pharmacopeial Specifications
See Table I1. See also Scctions 17 and 18,

Table ll: Pharmocopeial specifications for citric acid monchydrate [and
anhydrous).

Test

Identification
haracters
Appearance of sclution } }

Water
[(hydrous form)
[onbydrous form)
Sterility
Bacterial endotaxing
Residue on ignition
Sulfated ash
Calcium
Aluminum
Oxalic acid
Sulfate \
H metals = 10 ppm
R::Hy carbonizable i
substances
Assay |anhydrous basis)
Q9.5-100.5%

JP XV PhEur 6.0 UsP 32

=t
el
3

=
®

=02 pg/g'!
=0.036%
=0.015%
=0.001%

e o B T |

M

MNote that the JP XV, PhEur 6.0 and USP 32 have scparate
monographs for the monohydrate and anhydrons material.

10 Typical Properties
Aciditwalkalinity  pH = 2.2 (1% wiv aqueous solution)
Dissociation constant
pRagr 3128 ar 25°C;
pk 2 4761 at 25°C;
pK,3 6.396 at 25°C.
Density 1,542 gjem”
Heat of combustion —1972k]/mol (—471.4 kcalimol)
Heat of solution 16.3 k]/mol {—3.9 kcal/mol) ar 25°C
Hygroscopicity At relative humidities less than abour 65%, citric
acid monohydrare effloresces ar 25°C, the anhydrous acid being
formed at relative humidities less than about 40%,. At relative
humidities between about 63% and 735%, citric acid mono-
hydrate absorbs insignificant amounes of moisture, bur under

181
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PROVEEDORES ~ NOSOTROS  INDUSTRIAS ~ PRODUCTOS  NOTICIAS  CONTACTO

<< Volver a Colorantes Naturales A >

A El tono de color de carmAn varia de rosa a pA°rpura.

A El tono de color de carmAn varia de rosa a pA°rpura.

Las principales aplicaciones:

Embutidos

Productos de confiterAa
Mermeladas

Bebidas

Helados

Productos IAjcteos.

El carmAn se extrae de la costa seca del insecto hembra Dactylopius coccus, comA®hmente conocida como la cochinilla. EI tono de color es
dependiente del pH. La capacidad de los Ajcido carmAnico para formar complejos con metales (aluminio, calcio) se utiliza en el fabricaciA®n del
pigmento rojo.

Figura N°70 Monografia de Color Carmin.
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<< Volver a Colorantes Naturales A >
Su rango de color va de anaranjado amarillento a anaranjado rojizo.

Las principales aplicaciones:

Quesos

°

°

Snacks (mejor conocido como churros)
Pastas frescas y congeladas

Arroces saborizados

Mantecas y margarinas

ConfiterAa

Pastas de relleno

°

o

°

°

°

o Cremas lAjcteas

Se obtiene de las semillas del arbusto Bixa Orellana L. Tiene una especie de pulpa que la rodea y es de allA de donde se obtiene la sustancia
colorante. Tienen buena resistencia a la exposiciA®n de la luz y estables al calor.

Figura N°71 Monografia de Color Annato.



SedlL

asesoria-endlimentos

info@aseal.net

PRODUCTOS
Sabores

ASEAL cuenta con una extensa coleccién de sabores respaldados por marcas

de gran trayectoria y reconocimiento a nivel mundial. Podemos suministrarle

sabores que cumplan con el perfil deseado y que se adapten a las condiciones
de proceso tales como pH, temperatura , solubilidad, legislacién, etc. La

NOTICIAS = Son

seleccidén correcta del sabor puede hacer de su producto un éxito en el

mercado...

Razones por las cuales usar sabores

Caracterizacion, estandarizacion y mejoramiento de un producto
Mejora de costos

Diferenciacion en el mercado

Standard microbiolgico

Algunos de los sabores que podra encontrar dentro de nuestra coleccion son:

Sabores Carnicos y marinos: Carne de res, cerdo, pollo, pavo, costilla,
tocineta, mariscos.

_Sabores Frutales: Coleccion tanto de frutas tropicales como de otras latitudes;
sabores naturales y artificiales de fresa, durazno, maracuya, guanabana,
tamarindo, arandano, mora, uva, naranja. limén, menta entre otros.

Sabores Dulces: Vainilla, chocolate, dulce de leche, caramelo,avena, ...
Sabores Fantasia: Chicle, brownie, kola champagne, cola, ...

Sabores Salados: Hierbas finas, cebolla frita, ajo, guacamole, .

Sabores Lacteos: Parmesano, cheddar, cuatro quesos, queso azul, crema
dulce, crema acida o natilla, mantequilla, leche, ...

Ideales para utilizar en panes, galletas, bebidas, lacteos, carnicos, snacks,
dulces, aderezos o cualguier producto alimenticio. Consulte con nuestros
asesores técnicos que con gusto atenderan a sus consultas y proyectos.

as/-ea QUIENES SOMOS | PROVEEDORES | PRODUCTOS | INDUSTRIA | INFORMACION | CONTACTO
Email info@aseal.net © 2003 Derechos Resemvados www.aseal net Tel. 506.2589.41.41
asesoria enalimentos
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Dexirose

1  Nonproprietary Names
BP: Glueose

JP: Glucose

PhEur: Glucose Monohydrate
USP: Dextrose

2 Synonyms

Blood sugar; Caridex; corn sugar; C*PharmDex; Dexirofin p-(+)-
glucopyranose monohydrate; glucosum  monohydricum; grape
sugar; Lycadex PF; Roferose; starch sugar; Tabfine D-100,

3  Chemical Name and CAS Registry Number

0-(+)-Glucose monohydrate [5996-10-1]
See also Section 17,

4  Empirical Fermula and Molecular Weight
CeHy204:-H:0 198.17 {for monohydrate)
See also Section 17,

5 Structural Formula
CHyOH
H o H
H
OH H
OH OH
H (s}

Anhydrous material shown.

&  Functional Category

Tablet and capsule diluent; therapeutic agent;

sweetening agent,

7
Technology

tonicity  agent;

Applications in Pharmaceutical Formulation or

Dextrose is widely used in solutions to adjust tonicity and as a

sweetening agent. Dextrose is also

used as a wet granulation diluent

and binder, and as a dir:ct-c::mpr:»ﬁiun tablet diluent and binder,

SEM 1: Excipient: dextrose anhydrous (grenular); manufacturer:
Mallinckrodt Specialty Chemicals Co.; lot no.: KIKZ; magnification: 180x.

v AT s

Y

primarily in chewable tablets. Although dextrose is comparable as a
tabler diluent to lactose, tablets produced with dextrose mono-
hydrate require more lubrication, are less friable, and have a
tendency to harden." ™ The mildly reducing properties of dextrose
may be used when tableting to improve the stability of active
materials that are sensitive to oxidation.

Dextrose is also used therapeutically and s the preferred source
of carbohydrate in parenteral nutrition regimens.

8  Description

Dextrose occurs as odorless, sweet-tasting, colorless crystals or as a
white crystalline or granular powder, The JP XV describes dextrose
as dextrose anhydrous; the PhEur 6.3 specifies dextrose as cither
dextrose anhydrous or dextrose monohydrate; and the USP 32
specifies dextrose as dextrose monohydrate.

Table I: Pharmacopeial specifications for dextrose.

Test JP XV PhEur 6.3 USP 32
Identification } i i
Characters - } -
Color of solution i i t
Specific optical rotation - +52.5" 1o +52.6" 1o
+53.3 +53.2
Acidity or alkalinity + +
Water
for monohydrate - 7.0-9.5%
for anhydrous =1.0% =1.0%
Residue on ignition =0.1% =0.1%
Chloride =0.018% <125ppm
Sulfate =0.024% <200 ppm
Arsenic <1.3ppm =1 ppm <
Barium - + -
Calcium - =200ppm —
Heavy metals <4 ppm - <5ppm
Lead - =0.5ppm -
Dexirin + + :
Soluble starch, and sulfites 4 ¢ 4
Pyrogens'! - + -
Assay (dried basis) =99.5% - -
[a) IF intended for large velume parenteral use.
35 \
55 30 |+ Sorption
® o5l = Desorption
2
-
o 201
E
g 151
= 104
3
g sf
0 1 gl 1 | T B
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Relative humidity (%)
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Product
Description:

Presentation:

Ingredients:
Specification:

Storage And
Shelf Life:

Stability:
Applications:
Dosage:

Usage:
Legal Aspect:

Natural Colorant
Cochineal Carmine
CWS-20/K

Technical Data Sheet

CWS-20/K is a water soluble colorant obtained from the calcium aluminum lake of
the carminic acid from cochineal {Dactylopius coccus Costa).

5 kg packing GIN 685899

Carmine, Maltodextrin, Potassium Hydroxide
Physical and chemical characteristics

Specific weight (g/ml) 0.67 (+/-0.1)
Carminic Acid concentration (%) 20.0 (+=/-1.0)
pH 1% 4 More than 10
Microbiological characteristics

Total Viable Count Max. 5,000 / g
Total Yeasts and Moulds Max. 100 / g
E. Coli 2 Absent/10g
Salmonella sp : Absent/25 ¢

Store at room temperature, below 25°C, in dry and close environment; away from
direct sunlight. Protect from freezing. Its shelf life is 12 months in sealed
containers under the recommended storage conditions.

Light Excellent
Heat Excellent

Meat products, soups, sausages, sweets, dairy products, baking and retorted
protein products,

0.01 to 0.20 %

The application will depend upon each specific case.

Cochineal Carmine

EU N° E-120

FDA: 21 CFR 73.100

N° C |, 75470 Natural Red 4

Figura N°74 Hoja de Especificacion de color carmin.



COR URUCUM PO
ANNATTO 15 WS P

Especificacao de Produto

Descriqﬁu: Corante em po hidrossolivel, chtido pelo tratamento do pigmento extraido a

partir da semente de urucum (Bixa orellana, L.}, em solucdo alcali-aquaosa, ao
gual & adicionado maltedextrina e desidratado em aguecimento tipo ™ spray-

dryer™ .
ﬁPFESEﬂtﬂ'I;EO: Embalagem externa de papel Kraft com saco interno de polietileno de 10 kg,
GIN: 678057
Dados
Técnicos:
Caracteristicas Organolepticas
| * Aparéncia | Po homogzéneo
*Cor Laranja a vermelha
* Odor Caractenstico
* Sabor Caracteristico
* Materias estranhas Ausencia
Caracteristicas Fisico-guimicas
® (5} Morbixina 15,0 £+ 1,0
® (5 Umidade Max, 5,0
| " Solubilidade em dgua | Solovel
Caracteristicas Microbiologicas
[ ™ Salmonella spi25g | Msente
* analises obrigatorias nos certificados
** analise semestral
canEEr‘Va‘;aﬂ: Em temperatura ambiente e isento de luz solar direta.
Validade: 0 produto pode ser mantido por um periodo de doze meses na embalagem
ariginal,
Estabilidade: Estdvel & luz e & ampla faixa de pH. Estdvel na faika de temperatura entre
< 20°C e 130°C.

Figura N°75 Hoja de Especificacion de color Annato.



For information Call B00-323.1301
I [Binds. Call G30-503-8100
During Trarsponation Call BO0-535-50650

@_ﬂmmcﬁan" PAGE 1

SBFECIFICATIONS SHEET

1523 Brook Drive
Downers Growe, IL. 50518

Attention: Quality Control Department
CORF .ASEAL DE CENTROAMERICA SA

SPREAY DRIED STRAWBERRY H&A FL.
Customer Part#: B87.115%8D

Flavorchem Partié: 87.1198D

Shelf Life: 36 Months minimum under recommended conditions.

Storage Conditions: SBtore/Ship in closed container in a cool dry place
away from direct sumnlight at &0 - B5 deg F.

Physical Form: Fowder

Appearance: WHITE TO OFF WHITE FOWDER

Organcleptic: STRAWBERRY-LIEKE FLAVOR AND ODOR.

SPECIFICATION STANDARD
Loss drying % (Computrac) 2.00 - 6.00
Yeast / Mold (AOAC) < 000100 cfu/g
Coliform (AOAC) < 010 cfu/g
Standard Plate Count (AOAC) < 5000 afu/g
8. Aureus [(AOAC) HNegative
E. Coli (ADAC) <10 cfag/g
Salmonella (AOAC) Hegative
Gluten = 20 ppm
Solubility Water Soluble
Contains:

DEXTRIN, GUM ARABIC, NATURAL AND ARTIFICIAL FLAVORS.

Figura N°76 Hoja de Especificaciéon de sabor fresa.



Fior Indermation Call 800-323.1501
I [ncis Call B30-903-5100
During Teansporiation Call 800-505-5050

@_ﬂmrcﬁan" PAGE 1

SPECIFICATIONS SHEET

1528 Brook Drive
Downers Grove, IL. 60515

Attention: Quality Control Department
CORP.ASEAL DE CENTROAMERICR Sh

SPRAY DRIED ORANGE FLAVOR, Heh
Customar Parth:

Flavorchem Part#: 66.2905D

Shelf Life: 12 Months minimum under recommended conditiomns.

Storage Conditions: Store/Ship in closed container in a cool dry place
away from direct sunlight at 60 - 85 deg F.

Physical Form: Powdar

Appearance: FINE, PALE YELLOW POWDER

Organcleptic: CITRUS, ORANGE LIKE FLAVOR AND ODOR

SFECIFICATION STANDARD
Loss drying % {Computrac) 1.50 - 5.50
Solubility Water Socluble
Contains:

DEXTRIN, GUM ARABIC, NATURAL AND ARTIFICIAL FLAVORE.

Figura N°77 Hoja de Especificacion de sabor naranja.



Anexo N° 12

Muestras procesadas.



Muestras Procesadas.

Cuadro N°10 Muestras a procesar para la determinacion del efecto inhibitorio

de la mezcla de probidticos contra Escherichia coli,

cepa
hospitalaria.

Muestras Pre- ensayo Ensayo

Frascos 4 4

Veces al dia 1 1

Dias 4 4

Semanas 4 4

Subtotal 64 64
Total 128

Cuadro N°11 Muestras a procesar para el conteo de las bacterias probioticas

para determinar la viabilidad.

Muestras Pre- ensayo Ensayo

Frascos 6 6
Veces al dia 1 1

Dias 3 3
Semanas 4 4
Subtotal 72 72
Total

144




Cuadro N°12 Muestras a procesar para blanco de Escherichia coli, cepa

hospitalaria, sin presencia de probiéticos.

Muestras Pre-Ensayo Ensayo
Frascos 2 2
Veces al dia 1 1
Dias 4 4
Semanas 4 4
SubTotal 32 32
Total 64

Cuadro N°13 Muestras a procesar para la prueba preliminar de estabilidad de

los probidticos en la mezcla de polvos del ensayo.

Dia Muestra
Dia 0 2

Dia 15 2

Dia 30 2
Total 6

Cuadro N°14 Total de muestras a procesar para el pre- ensayo y para el ensayo

Muestras totales 342




Anexo N° 13

Resultados de Identificacion del patégeno Escherichia coli



Tabla N°27 Resultados de pruebas Bioquimicas

Resultado obtenido

Observaciéon

Prueba Resultado esperado
Catalasa Positivo Positivo En la colonia hubo
efervescencia.
Movilidad Positivo Positivo Se observa
crecimiento hacia los
extremos
TSI Produccién de oxigeno | Produccion de oxigeno Hubo produccién de
A/A A/A oxigeno.
Citrato Negativo Negativo La coloracion se
mantuvo azul.
Voges- Negativo Negativo No hubo cambio de
Proskauer color.
Rojo de metilo Positivo Positivo Formacion de anillo
rojo.
Indol Positivo Positivo Formacion de anillo

violeta.




Tabla N°28 Resultados de pruebas api 20E.

PRUEBA REACCION RESULTADO RESULTADO RESULTADO
PROBADA ESPERADO OBTENIDO OBTENIDO
MX1 MX2
ONPG Beta-galoctosidasa + Amarillo Amarillo Amarillo
ADH arginina - Amarillo Amarillo Amarillo
deshidrolasa
LDC Lisina + Rojo- Rojo-anaranjado | Rojo-anaranjado
descarboxilasa anaranjado
oDC Ornitidina + Rojo- Rojo-anaranjado | Rojo-anaranjado
descarboxilasa anaranjado
CIT Utilizacién de -Verde palido Verde palido Verde palido
citrato
Produccion de H>S -Incoloro- Incoloro- Incoloro-
H2S grisaceo grisaceo grisaceo
URE Hidrolisis de urea -Amarillo Amarillo Amarillo
TDA Desaminasa -Amarillo Amarillo Amarillo
IND Produccioén de indol + Rosa Rosa Incoloro- verde
pélido-amarillo
VP Produccion de -Incoloro-rosa Incoloro-rosa Incoloro-rosa
acetoina palido palido pélido
GEL Gelatinasa -No difusion No difusion No difusion
GLU Fermentacion/ + Amarillo Amarillo Amarillo
oxidaccién grisaceo grisaceo grisaceo
MAN Fermentacion/ + Amarillo Amarillo Amarillo
oxidacciéon
INO Fermentacion/ -Azul- azul Azul- azul Azul- azul
oxidacciéon verdoso verdoso verdoso
SOR Fermentacion/ + Amarillo Amarillo Amarillo
oxidacciéon
RHA Fermentacion/ + Amarillo Amarillo Amarillo
oxidaccién
SAC Fermentacion/ + Amarillo Amarillo Amarillo
oxidaccién
MEL Fermentacién/ + Amarillo Amarillo Amarillo
oxidaccién
AMY Fermentacién/ -Azul- azul Azul- azul Azul- azul
oxidaccién verdoso verdoso verdoso
ARA Fermentacién/ + Amarillo Amarillo Amarillo
oxidaccién
OX Citocromo oxidasa N/A N/A N/A
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Anexo N° 14

Resultados del Pre-ensayo.



Tabla

N°29 Resultados de la determinacién del efecto inhibitorio de la mezcla

de probidticos ABY-3 contra Escherichia coli 10°UFC/mL cepa

hospitalaria en formulacion F1

C/mL | Tiempo | F1 colil0> | Tiempo | F1 colil05 | Tiempo | F1 colil05 | Tiempo | F1 coli10°
tiemp

y 0| 1.34E+05* 24 | 7.80E+04 48 | 9.10E+03 72 | 3.00E+03

semana 0] 131E+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° 0| 1.19E+05 24 | 1.30E+05 48 | 1.00E+04 72 | 5.00E+03

semana 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 0| 1.20E+05 24 | 9.00E+04 48 | 1.00E+04 72 | 1.00E+03

semana 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° 0| 1.40E+05 24 | 8.20E+04 48 | 3.10E+04 72 | 4.70E+03

semana 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




Tabla

N°30 Resultados de la determinacién del efecto inhibitorio de la mezcla

de probiéticos ABY-3 contra Escherichia coli 108UFC/mL, cepa

hospitalaria en formulacion F1.

C/mL | Tiempo | F1 colil0® | Tiempo | F1 colil08 | Tiempo | F1 colil08 | Tiempo | F1 coli108
tiemyao

) 0| 1.46E+06 24 | 5.00E+05 48 | 1.30E+05 72 | 5.24E+04

iemana O] 136E+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° 0| 1.06E+06 24 | 6.10E+05 48 | 6.90E+04 72 | 7.80E+03

semana 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 0| 1.30E+06 24 | 5.30E+05 48 | 5.00E+04 72 | 1.10E+04

semana 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° 0| 1.08E+06 24 | 6.20E+05 48 | 1.50E+05 72 | 8.00E+03

semana 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




Tabla N°31 Resultados de la determinacién del efecto inhibitorio de la mezcla

de probiéticos ABY-3 contra Escherichia coli 10> UFC/mL, cepa

hospitalaria en formulacion F2.

Tiempo | F2 colil0° | Tiempo | F2 coli10% | Tiempo | F2 coli1l0° | Tiempo | F2 coli10°

UFS/mL

tiempo

) 0| 1.16E+05 24 | 2.20E+04 48 | 8.12E+03 72 | 1.95E+03
iemana O] 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° 0| 3.84E+05 24 | 6.40E+04 48 | 2.00E+03 72 | 1.98E+03
semana 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| g8.80E+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° 0| 3.83E+05 24 | 3.00E+04 48 | 2.00E+03 72 | 1.95E+03
semana 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| 500E+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° 0| 3.60E+05 24 | 5.00E+04 48 | 2.00E+03 72 | 1.89E+03
semana 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| 200E+05 24 | 1.00E+05 48 | 0.00E+00 72 | 0.00E+00




Tabla

N°32 Resultados de la determinacién del efecto inhibitorio de la mezcla

de probiéticos ABY-3 contra Escherichia coli 106 UFC/mL, cepa

hospitalaria en formulacion F2.

C/mL | Tiempo | F2 coli1l0® | Tiempo | F2 colil08 | Tiempo | F2 colil08 | Tiempo | F2 coli108
tiemyao

) 0| 8.70E+06 24 | 5.10E+05 48 | 1.32E+05 72 | 3.72E+04

iemana 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° 0| 8.00E+05 24 | 4.80E+05 48 | 3.10E+05 72 | 1.44E+04

semana 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 0| 7.00E+06 24 | 4.90E+05 48 | 1.30E+05 72 | 1.57E+04

semana 0| 7.20E+06 24 | 5.60E+05 48 | 1.55E+05 72 | 1.60E+04

0| 500E+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° 0| 8.30E+05 24 | 5.10E+05 48 | 1.60E+05 72 | 1.63E+04

semana 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




Figura N°79 Iméagenes de la determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla
de probidticos ABY-3 en F1 contra Escherichia coli, cepa

hospitalaria.

Figura N°80 Imagenes de la determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla
de probidticos ABY-3 en F2 contra Escherichia coli, cepa

hospitalaria



Tabla N°33 Resultados de la determinacion de la viabilidad de probio6ticos
ABY-3 en F1, donde se inoculé Escherichia coli 10° UFC/mL

C/mL | Tiempo | F1 colil0> | Tiempo | F1 colil0° | Tiempo | F1 colil0°
tiemyao

) 0| 9.40E+07 24 | 5.60E+06 72 | 6.52E+06

iemana 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° 0| 1.33E+07 24 | 1.00E+07 72 | 1.02E+07

semana 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° 0| 1.15E+07 24 | 1.08E+07 72 | 9.80E+06

semana 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° 0| 9.80E+06 24 | 9.00E+06 72 | 8.00E+06

semana 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




Tabla N°34 Resultados de la determinacién de la viabilidad de probi6ticos
ABY-3 en F1, donde se inoculé Escherichia coli 10 UFC/mL.

C/mL | Tiempo | F1 coli10® | Tiempo | F1 colil08 | Tiempo | F1 coli10®
tiemyo

Lo 0| 1.01E+07 24 | 3.40E+06 72 | 1.04E+07

semana 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° 0| 111E+07 24 | 9.80E+06 72 | 1.02E+07

semana 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° 0| 1.05E+07 24 | 1.02E+07 72 | 4.44E+06

semana 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| 150E+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° 0| 1.20E+07 24 | 1.10E+07 72 | 9.80E+06

semana 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




Tabla N°35 Resultados de la determinacion de la viabilidad de probioticos
ABY-3 en F1, blanco.

C/mL | Tiempo | F1 Tiempo | F1 Tiempo | F1

tiemyo

Lo 0| 1.80E+07 24 | 1.61E+07 72 | 1.14E+07

semana 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| 210E+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° 0| 1.65E+07 24 | 1.65E+07 72 | 1.35E+07

semana 0| 150E+07 24 | 1.26E+07 72 | 1.33E+07

0| 1.80E+07 24 | 1.00E+07 72 | 1.60E+07

0| 200E+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° 0| 1.70E+07 24 | 1.50E+07 72 | 1.15E+07

semana 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° 0| 1.71E+07 24 | 1.51E+07 72 | 1.17E+07

semana 0| 1.25E+07 24 | 1.20E+07 72 | 1.20E+07

0| 150E+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




Tabla N°36 Resultados de la determinacién de la viabilidad de probi6ticos
ABY-3 en F2, donde se inoculé Escherichia coli 10° UFC/mL.

C/mL | Tiempo | F2 coli10> | Tiempo | F2 colil0% | Tiempo | F2 coli10°
tiemyo

Lo 0| 1.63E+06 24 | 2.12E+05 72 | 9.72E+05

semana 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| 220E+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° 0| 1.70E+06 24 | 2.00E+05 72 | 9.70E+05

semana 0| 1.67E+06 24 | 2.70E+05 72 | 9.63E+05

0| 250E+06 24 | 1.12E+06 72 | 1.59E+06

0| 210E+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° 0| 1.69E+06 24 | 3.06E+05 72 | 9.88E+05

semana 0| 1.73E+06 24 | 3.10E+05 72 | 9.70E+05

0| 230E+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° 0| 1.69E+06 24 | 3.13E+05 72 | 9.70E+05

semana 0| 1.75E+06 24 | 3.20E+05 72 | 9.64E+05

0| 240E+06 24 | 2.02E+06 72 | 1.63E+06

0| 220E+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




Tabla N°37 Resultados de la determinacién de la viabilidad de probi6ticos
ABY-3 en F2, donde se inoculé Escherichia coli 108 UFC/mL.

C/mL | Tiempo | F2 coli10® | Tiempo | F2 colil08 | Tiempo | F2 coli10®
tiemyo

) 0| 1.43E+06 24 | 9.50E+05 72 | 6.36E+05

iemana 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° 0| 1.42E+06 24 | 9.30E+05 72 | 5.00E+05

semana 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° 0| 1.33E+06 24 | 9.10E+05 72 | 6.30E+05

semana 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° 0| 1.38E+06 24 | 8.80E+05 72 | 6.03E+05

semana 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




Tabla N°38 Resultados de la determinacién de la viabilidad de probi6ticos
ABY-3 en F2, blanco.

C/mL | Tiempo | F2 Tiempo | F2 Tiempo | F2

tiemyo

) 0| 1.74E+06 24 | 1.50E+06 72 | 1.17E+06

iemana 0| 206E+06 24 | 1.60E+06 72 | 1.06E+06

0| 2.40E+06 24 | 3.00E+06 72 | 1.20E+06

0| 220E+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° 0| 1.70E+06 24 | 1.62E+06 72 | 1.10E+06

semana 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° 0| 1.78E+06 24 | 1.51E+06 72 | 1.13E+06

semana 0| 201E+06 24 | 1.49E+06 72 | 1.15E+06

0| 210E+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° 0| 1.79E+06 24 | 1.47E+06 72 | 1.16E+06

semana 0| 203E+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




Figura N° 81 Imagenes sobre la determinacion de la viabilidad de probioticos
ABY-3 en F1.

Figura N° 82 Imagenes sobre la determinacion de la viabilidad de probi6ticos
ABY-3 en F2.



Tabla

N°39 Resultados del

Blanco del

concentracion 105 UFC/mL.

patdgeno Escherichia coli en

C/mL | Tiempo | colil0® Tiempo | colil0° Tiempo | colil0® Tiempo | colil0®

tiemyao

) 0| 2.00E+05 24 | 3.00E+05 48 | 1.10E+06 72 | 2.00E+06

iemana 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° 0| 500E+05 24 | 3.00E+05 48 | 1.80E+06 72 | 2.00E+06

semana 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° 0| 3.00E+05 24 | 1.00E+05 48 | 1.80E+06 72 | 1.00E+06

semana 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° 0| 2.00E+05 24 | 6.00E+05 48 | 1.80E+06 72 | 3.00E+06

semana 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




Tabla

N°40 Resultados del

Blanco del

concentracion 106 UFC/mL

patdgeno Escherichia coli en

C/mL | Tiempo | coli10® Tiempo | colil0® Tiempo | colil08 Tiempo | colil08

tiemyao

) 0| 1.05E+06 24 | 1.15E+06 48 | 8.70E+06 72 | 1.02E+07

iemana 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° 0| 1.03E+06 24 | 1.18E+06 48 | 8.60E+06 72 | 1.01E+07

semana 0| 1.00E+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° 0| 1.07E+06 24 | 1.21E+06 48 | 8.70E+06 72 | 1.06E+07

semana 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° 0| 1.07E+06 24 | 1.23E+06 48 | 8.53E+06 72 | 1.05E+07

semana 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




Figura N°83 Blanco del patdgeno Escherichia coli en el pre-ensayo.

Figura N° 84 pH inicial y final de las bebidas en el pre-ensayo.



Anexo N° 15

Formulacién del Alimento Funcional.



Figura N° 85 Materias primas utilizadas para la formulaciéon del alimento

funcional.

Figura N°86 Bebida del experimento sabor fresa ExpFrl y ExpFr2.



Figura N°87 Bebida del experimento sabor naranja ExpNal, ExpNa2 y ExpNa3.

Figura N°88 Bebidas ExpFr2 y ExpNa3 almacenadas en un periodo de 5 dias.



Figura N°89 Elaboracién del alimento funcional en polvo para reconstituir

Figura N°90 Empacado de alimento funcional en bolsitas individuales y
producto terminado.



Figura N°91 Bebida reconstituida lista para consumir.



Anexo N° 16

Resultados del Ensayo.



Tabla N° 41 Resultados de la determinacion del efecto inhibitorio de
probiéticos contra Escherichia coli 10> UFC/mL cepa
hospitalaria en formulacion F1.

C/mL | Tiempo | F1 colil0> | Tiempo | F1 colil05 | Tiempo | F1 colil05 | Tiempo | F1 coli10°

tiemp

) 0] 1.16E+05 24 | 1.52E+05 48 | 1.17E+05 72 | 3.70E+03

iemana 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° 0| 1.256+05 24 | 1.15E+05 48 | 1.00E+05 72 | 5.15E+04
semana 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° 0| 1.70E+05 24 | 1.28E+05 48 | 2.78E+04 72 | 2.85E+03
semana 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° 0| 2.48E+05 24 | 1.18E+05 48 | 2.28E+04 72 | 2.78E+03
semana 0| 235E+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| 200E+05 24 | 7.50E+04 48 | 1.20E+04 72 | 1.00E+03




Tabla N° 42 Resultados de la determinaciéon del efecto inhibitorio de
probidticos contra Escherichia coli 109 UFC/mL, cepa
hospitalaria en formulacion F1.

C/mL | Tiempo | F1 colil0® | Tiempo | F1 colil08 | Tiempo | F1 colil08 | Tiempo | F1 coli108

tiemyao

) 0| 1.89E+06 24 | 9.80E+05 48 | 1.00E+06 72 | 4.85E+04

iemana 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° 0| 1.75E+06 24 | 8.30E+05 48 | 1.00E+06 72 | 4.30E+04
semana 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| 230E+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° 0| 1.83E+06 24 | 7.80E+05 48 | 5.80E+05 72 | 5.20E+04
semana 0| 153E+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° 0| 1.78E+06 24 | 8.90E+05 48 | 5.30E+05 72 | 5.80E+04
semana 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




Tabla

N°43 Resultados de

la determinacion del efecto

inhibitorio de

probidticos contra Escherichia coli 10> UFC/mL, cepa
hospitalaria en formulacion F2.
Tiempo | F2 colil0° | Tiempo | F2 coli10% | Tiempo | F2 coli1l0° | Tiempo | F2 coli10°
UFRSImL
tiempo
L 0| 4.50E+05 24 | 6.10E+05 48 | 2.80E+05 72 | 9.60E+03
semana 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° 0| 4.30E+05 24 | 4.30E+05 48 | 2.90E+05 72 | 9.90E+03
semana 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| 270E+05 24 | 3.90E+05 48 | 8.20E+04 72 | 7.60E+03
3° 0| 5.10E+05 24 | 3.08E+05 48 | 2.70E+05 72 | 8.90E+03
semana 0| 520E+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° 0| 560E+05 24 | 2.90E+05 48 | 2.70E+05 72 | 9.30E+03
semana 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| 450E+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




Tabla N° 44 Resultados de la determinacion del efecto inhibitorio de
probiéticos contra Escherichia coli 108 UFC/mL, cepa
hospitalaria en formulacion F2.

C/mL | Tiempo | F2 coli1l0® | Tiempo | F2 colil08 | Tiempo | F2 colil08 | Tiempo | F2 coli108

tiemyao

) 0| 2.20E+06 24 | 3.90E+06 48 | 6.60E+05 72 | 8.90E+04

iemana 0| 2.90E+06 24 | 4.00E+06 48 | 7.80E+05 72 | 9.70E+04

0| 270E+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° 0| 210E+06 24 | 3.50E+06 48 | 6.70E+05 72 | 8.70E+04
semana 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| 250E+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 0| 2.80E+06 24 | 3.60E+06 48 | 6.90E+05 72 | 7.80E+04
semana 0| 200E+06 24 | 3.70E+06 48 | 8.10E+05 72 | 8.90E+04
0| 260E+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| 230E+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° 0| 1.70E+06 24 | 3.30E+06 48 | 7.20E+05 72 | 8.80E+04
semana 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| 270E+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| 260E+06 24 | 9.40E+05 48 | 9.10E+04 72 | 6.90E+04




Figura N° 92 Determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla de probidticos
LA-5 BB-12 en F1 contra Escherichia coli 10° UFC/mL, cepa

hospitalaria.

Figura N° 93 Determinacion del efecto inhibitorio de la mezcla de probioticos
LA-5 BB-12 en F2 contra Escherichia coli 106 UFC/mL, cepa

hospitalaria.



Tabla N° 45 Resultados de la determinacion de la viabilidad de probioticos en

F1, donde se inoculd Escherichia coli 10° UFC/mL.

C/mL | Tiempo | F1 colil0> | Tiempo | F1 colil0® | Tiempo | F1 coli10°
tiemyao

) 0| 260E+08 24 | 2.30E+08 72 | 1.43E+08

iemana 0| 255E+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° 0| 255E+08 24 | 3.22E+08 72 | 1.45E+08

semana 0| 262E+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° 0| 257E+08 24 | 3.25E+08 72 | 1.48E+08

semana 0| 265E+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° 0| 260E+08 24 | 3.54E+08 72 | 1.50E+08

semana 0| 260E+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




Tabla N° 46 Resultados de la determinacion de la viabilidad de probioticos en

F1, donde se inoculdé Escherichia coli 106 UFC/mL.

C/mL | Tiempo | F1 colil0® | Tiempo | F1 colil0% | Tiempo | F1 coli10®
tiemyao

) 0| 3.48E+08 24 | 2.30E+08 72 | 1.78E+08

iemana 0| 3.92E+08 24 | 3.20E+08 72 | 1.85E+08

0| 270E+08 24 | 3.10E+08 72 | 2.20E+08

0| 260E+08 24 | 1.00E+08 72 | 2.00E+08

0| 2.00E+08 24 | 2.00E+08 72 | 1.00E+08

0| 150E+08 24 | 2.32E+08 72 | 1.00E+08

2° 0| 352E+08 24 | 3.20E+08 72 | 1.82E+08

semana 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| 163E+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° 0| 3.54E+08 24 | 2.50E+08 72 | 1.85E+08

semana 0| 297E+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° 0| 3.47E+08 24 | 2.80E+08 72 | 1.84E+08

semana 0| 291E+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




Tabla N° 47 Resultados de la determinacion de la viabilidad de probioticos en

F1, blanco.
C/mL | Tiempo | F1 Tiempo | F1 Tiempo | F1

tie (0]
. 0| 272E+08 24 | 2.80E+08 72 | 1.10E+08
iemana 0| 1.66E+08 24 | 2.50E+08 72 | 1.60E+08
0| 220E+08 24 | 3.20E+08 72 | 1.60E+08
0| 260E+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° 0| 2.80E+08 24 | 2.85E+08 72 | 1.10E+08
semana 0| 275E+08 24 | 2.55E+08 72 | 1.55E+08
0| 2.30E+08 24 | 3.10E+08 72 | 1.50E+08
0| 250E+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° 0| 2.30E+08 24 | 3.75E+08 72 | 1.50E+08
semana 0| 275E+08 24 | 3.54E+08 72 | 1.55E+08
0| 2.35E+08 24 | 3.20E+08 72 | 1.60E+08
0| 250E+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° 0| 255E+08 24 | 3.63E+08 72 | 1.20E+08
semana 0| 385E+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




Tabla N° 48 Resultados de la determinacion de la viabilidad de probioticos en

F2, donde se inoculd Escherichia coli 10° UFC/mL.

C/mL | Tiempo | F2 colil0® | Tiempo | F2 colil0° | Tiempo | F2 coli10°
tiemyao

) 0] 3.30E+07 24 | 3.00E+07 72 | 3.20E+07

iemana 0| 3.66E+07 24 | 2.80E+07 72 | 3.00E+07

0| 320E+07 24 | 2.60E+07 72 | 2.70E+07

0| 260E+07 24 | 2.50E+07 72 | 2.60E+07

0| 230E+07 24 | 1.20E+07 72 | 2.50E+07

0| 2.00E+07 24 | 1.00E+07 72 | 2.30E+07

2° 0| 240E+07 24 | 2.80E+07 72 | 1.20E+07

semana 0| 230E+07 24 | 2.70E+07 72 | 2.80E+07

0| 230E+07 24 | 1.40E+07 72 | 2.50E+07

0| 210E+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° 0] 260E+07 24 | 3.00E+07 72 | 1.90E+07

semana 0| 270E+07 24 | 2.80E+07 72 | 1.70E+07

0| 240E+07 24 | 2.60E+07 72 | 2.30E+07

0| 220E+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° 0| 2.90E+07 24 | 2.90E+07 72 | 1.80E+07

semana 0| 370E+07 24 | 2.80E+07 72 | 1.60E+07

0| 220E+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




Tabla N° 49 Resultados de la determinacion de la viabilidad de probioticos en

F2, donde se inoculd Escherichia coli 106 UFC/mL.

C/mL | Tiempo | F2 coli10® | Tiempo | F2 colil08 | Tiempo | F2 coli10®
tiemyo

) 0] 2.20E+07 24 | 2.50E+07 72 | 2.70E+07

iemana 0| 260E+07 24 | 2.40E+07 72 | 2.50E+07

0| 240E+07 24 | 2.20E+07 72 | 2.10E+07

0| 220E+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° 0| 2.80E+07 24 | 2.60E+07 72 | 2.90E+07

semana 0| 250E+07 24 | 2.30E+07 72 | 2.40E+07

0| 230E+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° 0| 260E+07 24 | 2.70E+07 72 | 2.70E+07

semana 0| 240E+07 24 | 2.40E+07 72 | 2.50E+07

0| 220E+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° 0| 270E+07 24 | 2.80E+07 72 | 2.70E+07

semana 0| 240E+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




Tabla N° 50 Resultados de la determinacion de la viabilidad de probidticos en

F2, blanco.
C/mL | Tiempo | F2 Tiempo | F2 Tiempo | F2
tiemyao
) 0| 320E+07 24 | 3.00E+07 72 | 4.90E+07
iemana 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° 0| 2.00E+07 24 | 3.30E+07 72 | 4.20E+07
semana 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| 260E+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° 0| 270E+07 24 | 2.90E+07 72 | 4.80E+07
semana 0| 3.80E+07 24 | 2.30E+07 72 | 1.30E+07
0| 350E+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| 240E+07 24 | 2.70E+07 72 | 1.90E+07
4° 0| 520E+07 24 | 2.70E+07 72 | 2.60E+07
semana 0| 4.90E+07 24 | 2.90E+07 72 | 1.30E+07
0| 450E+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




Figura N° 94 Determinacion de la viabilidad de la mezcla de probidticos LA-5
BB-12 en F1, Blanco

Figura N° 95 Determinacion de la viabilidad de la mezcla de probiéticos LA-5 y
BB-12 en F2, Blanco.



Tabla N° 51 Resultados del Blanco del patégeno Escherichia coli en
concentracion 10°UFC/mL.

C/mL | Tiempo | colil0® Tiempo | colil0° Tiempo | colil0® Tiempo | colil0®
tiemyao

) 0| 4.68E+05 24 | 1.07E+06 48 | 8.00E+05 72 | 5.80E+06

iemana 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° 0] 3.36E+05 24 | 6.92E+05 48 | 2.13E+06 72 | 6.30E+06

semana 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° 0| 3.50E+05 24 | 7.80E+05 48 | 1.80E+06 72 | 5.30E+06

semana 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° 0| 4.00E+05 24 | 7.10E+05 48 | 2.30E+06 72 | 6.10E+06

semana 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




Tabla N° 52 Resultados del Blanco del patégeno Escherichia coli en
concentracion 106UFC/mL

C/mL | Tiempo | coli10® Tiempo | colil0® Tiempo | colil08 Tiempo | colil08
tiemyao

) 0| 3.16E+06 24 | 4.48E+06 48 | 5.48E+06 72 | 3.80E+07

iemana 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° 0| 2.80E+06 24 | 4.40E+06 48 | 1.15E+07 72 | 6.30E+07

semana 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° 0| 2.50E+06 24 | 4.30E+06 48 | 1.25E+07 72 | 6.00E+07

semana 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° 0| 3.18E+06 24 | 4.47E+06 48 | 1.35E+07 72 | 4.00E+07

semana 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




Figura N° 97 pH inicial y pH final de las bebidas en el ensayo



Tabla N° 53 Prueba preliminar de estabilidad, viabilidad de probidticos en F1 en
los dias 0, 15 y 30 de almacenamiento.

dia UFC/mL dia UFC/mL dia 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

Tabla N°54 Prueba preliminar de estabilidad, viabilidad de probiéticos en F2 en

los dias 0, 15 y 30 de almacenamiento.

dia UFC/mL dia UFC/mL dia 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




‘ Estabilidad dia 15 |

I Estabilidad dia 30

Figura N°98 Estabilidad, pH.

Figura N° 99 Estabilidad, proceso y conteo.



Figura N° 100 Procedimiento de la evaluacion de las cepas probidticas frente a
la resistencia contra el pH acido del estbmago y a sales biliares.



