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RESUMEN 


En este trabajo se aislaron cepas natives de Lactobacillus plantarum de muestras 

yegetales fermentadas de pepino, rapollo y repollitas de bruselas; y Lactobacillus 

brevis de leche ferm~ntada y mucosa humana, resultando resistentes a pH=2 y 

sales biliares 0.3% p/v, dos caracterfsticas importantes que deben cumplir los 

microorganismos lIamados probioticos. 

utmzando /a cepa nativa de Lactobacillus brevis, aislada de leche fermentada, se 

elaboraron dos bebidas Iscteas fermentadas una sin ingrediente prebi6tico y otra 

adicionada de avena 0.5% como ingredienta prsbiotico, para comparer si habra 

alguna incidencia de asta ingrediente en la viabilidad del probiotico. 

A ambas bebidas sa les hizo un seguimiento de pH y % de acidez (expreSada 

como acido lactico), durante los dias 2,7, 14 Y21 Y 1a prueba de viabilidad en los 

dias 7, 14 Y21 despues de elaboradas cada una de las bebidas. De estas bebidas 

se.hicieron 4 repeticiones. 

Sa obtuvo recuentos mayor-es de 106 UFC/ml de Lactobacillus brevis, hasta el dia 

21, encontrandose en aumento an los recuentos en /a bebida con avena, aunque 

estadlsticamente no hubo diferencias significativas. 
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INTRODUCCI6N 


En los ultimos arios S9 ha comprobado los efedoS beneftcos que los 

microorganismos probiotico$ ejercen sobre la salud humana a\ facilitar la digestion 

de lactosa. estimular 18 actividad inmun%gica, modificar ef balance poblecional 

tanto de la microbiola intestinal nativa can posibles sfeelos patogenos. como de 

las que causan toxiinfeCCiones alimentarias, edemas se estan ensayando como 

implante en heridas de piel para evttar contamlnacion can microorganismos 

patogenos. 

Los microorganismos probi6ticos se emplean en fa elaboraci6n de productos 

fermentados en especial los lacteos. Estas industrias se han limitado a utilizar 

cultivos iniciadores importados, que rsquieren tiampo y culdados para su 

manlpulacion y empleo. En Colombia no se han realizado InY9s1igaciones que 

involucren cepas nativas can activldad probiotica, ni el afecto de ingredientes 

prebi6tico$ sabre fa viabilidad de estos microorganismos, tenienqo en cuenta que 

al prebiotico es un ingrediente allmentario que estimula sefectivamente el 

crecimiento y actividad de algunas especies de microorganismos probi6ticos. 

En esta investigacion se sislaron microorganismos probi6ticos a partir de 

muestras de vegetales y lache crud a de vaca, fermentadas naturafmente y de 

mucosa humana, utifizando medios de cultivo salactivos bajo condiciones 
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anaerobias. Luego se procedio a verificar su rasistencia a los acidos gastricos y 

sales biliares, simulando asl las condiciones del tracto gastrointestinal de 10$ 

humanos. Las capas que presentaron mejor comportamiento ante estas pruebas 

sa caraeterizaron morfologles y bioquimicamente, y sa seleccione una de eHas 

para inocular en bebidas lacteas sin y can avena como ingrediente prebiotico y 

verificar su viabilidad durante al almacenamiento. 

Los resultados de esta investigacion padren sar de gran irnportanoia para la 

industria nacional de alimentos, las univarsJdades con facultades relacionadas 

can la salud y la alimentaci6n y para las entidades gubernamentales involucradas 

en la alimentacion y nutricion de grupos de poblacion vulnerables tales como eJ 

Instituto de Bienestar Familiar y Bienestar Social. entre otros. 

13 
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DeL ARTE 

1.1 P~OBI6TICOS 

1.1.1 Historia 

EI consumo de productos fermentados lecteos con microorganismos vivos, 

especialmente bacterias acido lacticas, ha sido reportado a 10 largo de la historia; 

desde tiempos remotos se evidencia al conoeimiento de los beneficios que estes 

proporcionaban, perc real mente quian enfatiz:6 en ellos, fua 91 cienUfico ruso Elie 

Metct'inikcff, que re/aclon6 la ingesti6n de (eches fermentadas, con la longevidad y 

salud de las personas ( Pardio et al., 1996). 

En 1965 sa utilizo por primera vez et termino "Probi6tico", derivado della.tin "pro" 

que significa a favor de y del gr;9go "bios", que quiera decir vida. tnieialmente esta 

palabra defini6 a los microorganismos que promovian el erecimiento de otros 

microorganismos; Ivego se splico asta termino a extraetos de tajido que estimlilan 

el crecimiento micrObianq;/En la actua/idad sa han definldo como probiotieos, los 

cultivos (micas 0 mezclados de microorganismos vivos, qua al ser ingeridos por 

humanos Q animales, majoran el balance poblacional de la microbiota intestinal, 

evitando la adherencia de patogenos (Schrezenmeir et. al.•2001). Sin embargo, 

estos microorganismos no nece_iamenta son habitantes propios del tracto
,,' 
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gastrointestinal (Holzapfel at. a/.,2001;Gaitan at. al., 1998) p~r 10 tanto, es 

necesario consumir alimantos en los que se encuElntren estos mrcroorganismos 

viables; estos hacen parte de I~micfobiota de vegetales y leches interviniendo en 

Ie fermentaci6n natural de estos~ntos. 

1.1.2 Microorganismos Probi6ticos 

los microorganismos probi6ticos que, tradicionatmente se han adicionado a la 

tache para fermentarla y obtener yogurt y kumis a como suplementos, pertenecen 

a los generos Lactobacillus, Enterococcus y Bifidobacterium (Ver tabla Nro 1). Sin 

embargo, se considera que solo algunas especies de los gelnsros Lactobacillus y 

Bifidobacterium, sobreviven en el tracto gastrointestinal. En la tabla 1 58 muestran 

algunas de estas especies. 

TABLA 1. Algunas especies microbianas probi6ticas 

Lactobacillus Sifidobacferium Enterococcus 

L. acidophilus 

L. JohnsoN 

L. casei 

L rhamnosus 

L.grasseri 

L reuten 

. L. plantarum 

B. bifidum 

B.longum 

B. infantis 

E. fsecium 

E. faecalis 

Fuente: Gaitan, et. a/., 1998A 
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EI eonoeimiento a cerea de sus efeetos beneficos en el consumidor, por su alta 

viabilidad en el intestino, como la producci6n de sustancias con aetividad 

antieaneerigena, el mejoramiento <:fel sistema inmunol6gico y el deSplazamiento 

de la mierobiota pat6gena gastrointestinal, en el consumidor, ha estimulado una 

mayor demanda de estos microorganismos, como tambian de los productos que 

los contienen (Heller, 2001; Parada, ·1998). 

Existsn otros produetos fermentados de origen vegetal como et tampe, col acida 

y salsa de soya, de los euales sa pueden aislar estos organismos probi6tieos, 

comp tambien de la mucosa intestinat humana y luego de suministrarlos a 

ratones, sa han comprobado sus caracteristicas beneficas (Molin, 2001). 

1.1.3 Caracteristicas fenotfpicas de algunos microorganismos 

probi6ticos. 

las bacterias aeido lacticas de los generos Lactobacillus y Bifidobacterium, son 

consideradas probi6tieos y tradicionalmente se han clasificado con base en Sus 

propiedades morfol6gicas, crecimiento a diferentes temperaturas, capacidad 

fermentadora de glucosa y otros carbbhidratos y la configuraci6n del Bcido Jaetieo 

producido (Holzapfel et.al.,2001). 
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Los Lactobacillus son bacilas gram positiv~s, no esparuladas, aerotalerantes, 

acido - tolarantes, estrictamente fermentadares, formadores de Boido laclica como 

producto principal, catalasa negativo, carentes de citocroma; sin embargo, se 

presentan excepciones a esta descripcion, parque afgunas especies pueden 

formar catalasa 0 citacramo en medios que contienen hematina 0 compuestos 

relacianados. La produccion de catalasa no hema, pseudocatalasa, puede causar 

tambien alguna confusion en fa identificacion de algunos Lactobacillus. 

las especies del genera Bifidobacterium san bacilos gram positivos, no 

esporulados, generafmente anaerabios estricto$, aunque pueden creeer bajo 

condiciones microaer6filas cuando estan ert presencia de C02. La mayorfa de sus 

especies se pueden diferenciar par criterios biaquimicos simples, como la 

fermentacion de L .. arabinosa, D·xiJasa, O-manosa, O-manita! y O ..sorbitat, que 
\ 

pueden servir coma caracterist1cas clave para su clasificacion (Holzapfel 

et.al.,2001 ). 

1.1.4 Caracteristicas de los probi6ticos 

Las cepas de microorganismos prabi6ticos deben presenter y mantener, unas 

caracteristlcas que garanticen su crecimienta y supervivencia E:!n el alimenta, 

como tambiEm durante su transito a traves del est6maga e intestino delgaQo: 
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La primera CBtacterfstica es que sean viables, esta viabifidad esla capacidad que 

tienen l,os microorganismos probi6ticos de permanecer vivos, tanto ~n el alimento, 

como en el Intestino del consumidor, por un tiempo determinado. En Colombia se 

ha establecido que en bebidas fermentadas este tiempo debe ser minimo de 21 

dras en el alimento (Minsalud, 1986), Esta vjabilidad depende del metodo de 

produccion y de la cepa utilizada (Tuomols at. a/., 2001). 

Luego de que se garantice que estos microorganismos eslan viVos en el alimento, 

ell os deben cumplir otro criterio importanle para ser considerados como 

organismos probi6ticos y as tblerar las condiciones de acidez a un pH=2 y la 

sccian de proteasas del est6mago, ademas de sobrevivir y creeer en presencia de 

acidos biliares (Tuomola et. al., 2001; Jacobsen at a/ 1999), para luego de 

sobrevivir a estas condiciones, adherirse a la mucosa intestinal y de esta manera 

estimular al sistemainmunoJ6gico, esta capacidad de adherirse a la mucosa es un 

prerrequisito para la colonizacion del intestlno (Toumola et.al,2001; Alander et. aI, 

1999). 

Cuando los probioticos han pasado todas esta pruebas de supervivencia, y luego 

de impfantados en la mucosa producen acidos organicos, peroxido de hidrogeno y 

tambien bacteriocinas, que actUan como inhibidore$ del crecimiento de 

microorganismos patogenos u oportunistas (Tuomola at. al. , 2001; Cintas et al 

2000), complementando de asta manera su accion benefica sobre la mucosa 

intestinal y en general, sobre la saJud del huesped. 

18 



, , . 

1.1.6 Berieficios de los microorganismos probi6ticos 

Los beneficios que se asocian a los microorganismos probioticos son muchos y 

variados. Entre ros comprobados mediante estudios, se eneuentran: 

1.1.5.1. Facilitar la digesti6n de la lactosa 

los microorganismos probioticos, cuando estan en el intestino, liberan alii la 

enzima p·galaotosidasa, capaz de hidrolizar la lactosa haste glucosa y galactosa, 

evitando as!, que personas intolerantes a este carbohidrato presenten sfntomas 

como flatulencia, dolor abdominal y diarrea cuando consumen leche (be Vresse 

et. 81., 2001). 

1.1.5.2 Protegen contra enfermedades gastrointesUnales 

EI consumo de aJimentos con probioticos, ha mostrado efeeto terapeutico frente a 

los sintomas de diarrea asociada al surninistro de antibi6tico$ de amplio espectro 

que destruye 0 disminuye la microbiota endogena, esta imp ide la coJonizacion de 

bacterias patogenas como Klebsiella oxytoca y Clostridium difficile, que pueden 

causer lesiones en el c%n. Los probi6ticos recuperan el balance de la microbiota 

intestinal nativa y avitan Ie adhesion de algunos virus, bacterias pat6genas a 

parasitos que pueden ser agentes causales de gastroenteritis, la diarrea del 
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viajero y 1(:3 inflarnacion intestinal, que en ultima instaneia oeasionan ef sfndrome 

del colon irritable (Marteu et. al., 2001). 

1.1.5.3 Protegen contra infecciones del tracto urogenital 

La vaginitis indueida por baeteriss y/o por levaduras, as una infecci6n 

estrechamente relacionada con la exposici6n a antibi6ticos y espermicidas y 

tambien depende del estado hormonal de la n1ujar. Con al uso de mezcJas de 

probi6ticos, se han obtenido buenos resultados en la rastauraci6n de la rnicrobiota 

natural urogenital benefica, que desplaza a los eausantes de la inflamaci6n de Is 

vagina y Ie uretra (Reid, 2001 ). 

1.1.5.4 Promueven la barrera de defensa end6gena del intestino 

EI tracto gastrointestinal normal mente, as una barrera natural contra anUgenos de 

origen microbiano y alimentario. Cuando los probi6ticos sa adhieren a Is mucosa 

intestinal, estimulan 0 potencian al sistema inmune favoreciendo la 

inmunomodulaci6n que induce un aumentb de fa producci6n de inmunoglobulinas, 

activacion de las calulas mononueleares y de los linfocitos para proteger al 

huesped de infeeciones (Isoulari et. sl., 2001). 
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1.1.5.5 Protegen contra cancer de colon 

EI cancer es el resultado de una serie de mutaciones somaticas que pueden 

ocurrir durante al tiempo de vida del individuo y 10 padeca buena parte de la 

poblacion mundial. los probi6ticos, en un sistema in vitro, han demostrado un 

efecto positivo en la prevenci6n de mutaciones, aI desactivar carcin6genos 

genotoxicos (Wolloswski et. al' J 2001). 

1.1.5.6 Protegen contra infecciones respiratorias 

Sa ha demostrado que el conslJlno de probi6ticos disrninuye la incidencia de 

infecqiones raspiretorias al aumentar la actividad fagocitica de maer6fagos 

alveolares que aettian sobre microorganismos patogenos. Se hizo un estudio en 

571 ninos sanos con edades entre uno y seis anos divididos en dos grupos: a uno 

de ellos sa las incluy6 en su dieta leche suplementada can Lactobacillus GG y a 

los otros ninos, leche no suplementada, AI final del estudio se observ6 una 

disminucion del 19% en la incidencia de infeccionas respiratorias tratadas con 

antibi6ticos tales como otitis media, sinusitis, bronquitis y neumonfas en el grupo 

de los ninos que consumieron Lactobacillus GG (Hatakka et. al. , 2001). 

Alvarez et al (2001) encontraron que la administraci6n de yogurt con Lactobacillus 

casei en ratones de tres arios de edad, majora los espacios libres del puJrn6n, de 

la presencia de Pseudomona aeruginos8, induciendo un aumento 
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significativo en los niveles de 'gA a IgM, datactadas en los lavados 

broncoaJveolares y se observ~ un afecta dependiente de la dosis. 

1.1.5.7 En el tratamientoy prevenci6n del eczema 

Se ha encontrado que el consumo de probi6ticos mejora la inflamaci6n alergica 0 

eczema at6pico en ninos alimentados con formula suplementada con probi6ticos. 

Encontraron una mejora' significativa al suministrar Bifidobacterium· /actis y 

Lactobacillus GG en 27 niiios con edad promedio de 4.6 meses. Luego de aplicar 

este tratamiento, se sometieron a una prueha de SCORAD (mide fa extension y 

gravedad del eczema) registrando una meJoria significatlva en las condiciones de 

la pie', concentraci6n de citoquinas cirCl:llantes an sueto y moleculas de adhesi6n 

a las superficies de las celulas, soJubles en suero (Isolari, 2000). 

Se realizaron otros estudios a 159 mujeres embarazadas con historia familiar de 

eczema atopico de primer grado, a las cuafes sa res 5uministro dosis diarias de 

Lactobacillus GG durante 2 a 4 samanas previas al parto. Oespues de ella fa 

madres twiaron la opci6n de continuer tomando el ptobi6tico si amamantaban, 0 

bien, darseio vIa oral. La mayoria de las madras eJigieron dar las dosis at bebe 

diariamente. A los dos anos de vida, se observ6 una disminuci6n del 50% en la 

frecuencia del eczema at6pico en aquellos nHies que se les dio ef probi6tico. 

(Kalliomari et.al ,2001). 
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1.1.5.8 Previenen infeccion en heridas quirurgicas 

Los probi6ticos impiden la union de pat6genos a las superficies celulares en 

heridas, mediante la seCreci6n de proteinas. Actua/mente, se encuentra en 

estudio, la aplicaci6n del Lactobacillus fermentum vivos sabre heridas en piel de 

ratas, y se ha encontrado una disminuci6n del 90% en la colonizaci6n par parte del 

StaphylococcuS aureus uno de los patogenos mas temidos y de mayor lncidencia 

en infecciones hospital arias, mas aun, se esta contempiando la posibilidad de 

utilizar la protein a purificada an lugar de los mjcroorganismos para la protaccion 

contra infecciones en heridas (Strauss, 2000). 

1.2 PREBIOTICOS 

Son carbohidratos de cadena corta, algunas veces reconocidQs como 

oligosacaridos, no digeribles par las enzimas del epitelio intestinal 0 de las 

gli?JnduJas anexas debido a su estructura quimica, y de esta manera lIegan al 

intestino grueso donde alcanzan a estar disponibles para la fermentaci6n por las 

bacierias sacaroHticas, que son especial mente laetobadlos y bifidobacterias, 

dando odgen a compuestos que ejercen efectos funcionales sobre la mucosa del 

tubo digestivo (Brunser, 2001). 

Se consideran como tal. algunos fructocligosacaridos, isomaltooligosacaric:los, 

oligomato, palatinosa, poHdextrosa, pOJidextrrna, raftilina, y algunos oligosacaridos 
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de 1a soya y fa avena. Esten· presentes en alimentos como Ie cebolla, ajo, 

banano, puerros 1 derivados del trigo, achicoria, esparrago, alcachofa (Cummings 

et.al. 2001). 

Algunos de estos prebi6ticos, cuanda son incorporado$ a fa dieta en cantidades 

dalerminadas, alteran la microbiota intestinal disminuyendo los recuentos de 

coliformes, bacteroides y cocos, y aumentando las bifidobacterias hasta en diez 

veces, ademas modifican la actividad metab6lica del coron logrando una 

disminuci6n del pH y un incremento en el contenido fecal de acidos grasos de 

cadena corta como at acatica. propi6nico y butfrico. El butirato aumen~ _I grosor 

de la pared del coron e intestino delgado, estimula eJ crecimiento de la mucosa del 

colon y auManta su flujo sangufneo, inhibe el crecimiento de tinsas tumorales 

epiteliales de origen co16nico, induce la diferenciaci6n de sus celulas y /a 

apoptosis entre otros(Brunsar, 2001). 

Eh estudios hechos en simuladores del intestino humano, utilizando productos de 

avena fermentados, se encontro que estimularon al crecimiento tanto de 

lactobaci!os como de bifidobacterias, y en el caso de estas ultimas se incremento 

la producci6n de los acidos acatico, propionico y butfrico, 10 que incide sobre la 

implantacion de probi6tico$ e inhibe al crecimientos de otro tipo de 

microorganismos (Alal1der et.a/.1999; Kontula et.al. 1998; Jaskari et.al., 1998) 
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AI comparar el comportamianto de las leches de diferente origen, se ha: 

demostrado que Ie leche de vaca contiene caseinatos, sustancias que forman 

buffer ~n et intestino e in'lpiden que los probi6ticos disminl,Jyen el pH del intestina, 

y de esta manera se impide al efecto deseado que es, evitar fa proliferaci6n de 

otros microorganismos, entre los cuates pueden estar algunos patOganos. En la 

leche materna, sa encuentran algunos carbohidratos como glucosa, galactosa, n .. 

acetilglucosamina y algunos 0lig6meros de Ie fucosa en cOhoontraciones· 

importantes, los cualeS favoreceh el crecimientc)· de probi6ticos, esto 

complementado can 91 bajo contenido de prote/nas que se traduce en una 

reducida capacidad buffer, hacen de Ie lache materna I,Jn alimentd adecuado para 

nllios en su etape de lactancia 

Algunos prebi6ticos como 1a lactulosa yciertos compuestos que contiansn fructosa 

no son digeridos en el intestino humano y pueden sar utilizados selectivamenta 

par los probi6ticos, 10 que hace que los probi6ticos en combinaci6n can prebi6ticos 

pueden lIegar a ser un importante medio para prevenir algunas enfermedades del 

tracto gastrointestinal (Bezkorovainy, 2001). 
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2. METODOlOGfA 


2.1 LOCALIZACION 

EJ trabajo sa realizo en el laboratorio de Microbiologia y la planta da laches de Ja 


Universidad Naclonal de Colombia- Sec;ie Medellin. 


En al laboratorio se hiZQ al aislamiento a identificaci6n de fa capas y en fa Planta 


sa eJaboro la leche fermentada con 1a cepa seleccionada y el prebi6trco. 


2.2 METODOS.. 

2.2.1 Aisiamiento de cepas nativas. 

Las cepas nativas, se sislaran de producto$ vegetales, leches fermentadas y 

mucosa vaginal humana. 

2.2.1.1 De vegetales 

Las muestras vegetales de repollo, repollitas de brusefas y pepino se 
! 

seleccionaron, porcionaron y mezclaron can cloruro de sadio al 10% pIp, se 

calacaron en un recipienta de vidrio balo anaerobiosis y sa dejarQn por 15 dias, 
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luego S9 tomaron 3 ml de cada muestra y se jnocularon 9 ml de caldo MRS (Man 

Rogosa and Sharpe), se incubaron a 37° C durante cinco dias en camara de 

anaerobiosis (Ver Figura 1) . Oespues de este tiempo sa inocularon cajas de petri 

con agar MRS, con 1 ml del cultivo microbiano y se incubaron bajo las mismas 

condiciones que eJ caldo. Este procedirniento se realiz6 rapetidas veces hasta 

seleccionar la cepa pura, mediante .observaci6n de caracteristicas morfologicas de 

la cOlonia, y a cada colonia se Ie practico la coloracion de gram con el fin de 

observar las caracteristicas microscopicas de cada una e identificar las de mayor 

similitud a los Lactobacilos y Bifidobacterias. 

Figura 1. Camara de anaerobiosis 

27 




TABLA 2. Fuente de aislarniento de cepas nativas 

CEPA FUENTE 

1 Pepino fermentadQ 

2 repollitas de bruselas fermentadas 

3 Repollt'> fermentado 

4 Repollo fermentado 

5 Mucosa va~inal humana 

6 Mucosa vaginal humana 

7 repollitas de bruselas fermentadas 

8 Repollo fermentado 

9 repollitas de bruselas fermentadas 

10 Mueo~a vaginal humana 

11 Repollo fermentado 

12 'RepolJo fermentado 

13 Leche fermentada 

14 Mucosa vaginal humana 

15 repollitas de bruselas fermentadas 

16 Repollb fermentado 

.. 
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2.2.2 Almacenamiento de las cepas aisladas 

Cuando las cepas crecieron en agar MRS, homogEmeas en color, morfologia, 

coloraci6n de Gram, etc, se pssaron a agar inclinado en tuba, se cubrieron con 

aceite mineral y se guardaran en refrigeraci6n a 4° C para tomar de alii la cepa y 

efectuarle las diferentes pruebas para confirmar el genera y determinar la especie 

de cada una de e"as. (Ver Figura 2). 

Figura 2. Cepas en tubos con agar inclinado. 
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2.2.3 Pruebas para determinar et genero 

2.2.3.1 Coforaci6n de Gram 

A cada cepa sospechosa de Lactobacilos, se 1e hizo la coloraci6n de gram y se 

seleccionaron las gram positivas. 

2.2.3.2 Morfologfa 

En agar MRS y despues de incubar en anaerobios~s, crecian colonias grandes, 

cremosas, de color beige, con bordes homogeneos y c6ncavas(Ver Figura 3). 

Figura 3. Colonias aisladas en agar MRS. 
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2.2.3.3 Prueba de esporulaci6n 

A cada cepa aislada se Ie hizo esta prueba, la cuel consistia en incubar en 

aerobiosis durante ocho dias, las cajas de agar MRS donde crecieron colonias de 

Lactobacilo$ y luego se les (ealize') coloraci6n de espora, Las capas que dieron 
. 

negativa a la prueba de espora, se considararort sospechosas de sar Lactobacilos 

y se continuo con la prueba de la catalasa (Ver Tabla 3). 

2.2.3.4 Prueba de la catalasa 

los lactobacilos carecen de catalasa. Eata prueba se hizo tomando una colonis, 

se deposito en vidrio de reloj y se Ie adicion6 dos gotas de peroxida de hidr6geno 

(H;202), la que no presentaba efervescencie, eran cepe sospechosa de ser 

Lactobacilo (Ver Tabla 4}. 

Sa seleccionaron las capas euyo resultado fue aeorde con el genera Lactobacilfu$ 

y se continuo con la comirmaeion del genera y determinacion de la eSpecie 

meqiante las pruebas bioqulmicas. 
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2.2.4 Prueba para determlnar la especie 

Para confirmar el genero y determinar la especie de las diferentes capas aisladas, 

se hizo una caracterizaci6n bioqufmica utilizando un kit de API 50 CHL Medium 

Ref. 50 410 que contiene una galed8 de medios, que permite realizar el estudio 

de fermentaci6n de los 49 azucares de 52 especies de Lactobacillus (Ver Figura 4 

y tabla 5). 

Figura 4. API CHL 50-Prueba bioquimica 
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2.2.5 	 Pruebas para determinar microorganismos probi6ticos 

2.2.5.1 	 Resistencia a pH=2 y sales biliares de concentraci6n 
O.3%p/v. 

A las cepas idantificades como Lactobacillus brevis y Lactobacillus p/antarum, sa 

las realiz6 Ie prueba df;:l resistencia a pH=::2 y sales biliares de concentraci6n 0.3% 

p/v ( Jacobsen. et. al. 1999). Una colonia de cada cepe aislada, se inocul6 en 4 mt 

de caldo MRS durante cinco dras bajo condiciones de anaerobiosis. Oespues de 

esta tiempo se dejaron pracipltar los microorganismos por sedimentaci6n, se Ie 

retire el sobrenadante y al precipitado se Ie adicion6 Sml de caldo MRS 

previamente ajustado a pH=2 can seido clorhfdrico (HCI) dentro del mismo tuba de 

ensayo G igual sa hizo can otro tubo previamente incubado. pero a este se Ie 

adiciono 5ml de caldo MRS con sales biliares a una concentra~i6n de 0.3% plv y 

ambos se incuberon a 37° C por 2 haras. Sa midio 0.1 mi de cada uno de los 

tubas al tiempo 0 y a las 2 horas, y sa inoculeron en superficie en caJas de petri 

con agar MRS, S9 incubaron a 37° C bajo anaerobiosis durante 48 horas. Se 

compararon visualrrente en cada caja de petri, el crecimiento en superficie y las 

que presentaron crecimiento en tos dos tiempos (0 y 2 horas). tanto en at media 

acido como en sales I se consideraron resistentes a pH=2 y sales biliares (0,3% 


p/v) 


(Ver Tabla 6). 
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Figura 6. Lactobacillus brevis Gram + aislado de leche 
fermentada 

Ai observar en placa las celulas de lactobacilos, despues de real1zar las pruebas 

de resistenCia a la acidez y sales biliares se observo una tendencia a aglomerarse, 

posiblemente como un mecanismo de proteccion cOlitra estos medios que pueden 

lIegar a ser adversos para elias (Ver figuras 7 y 8). 
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Figura 7. Lactobacillus brevis aislada de leche fermentada 
despu~s de la prueba de resistencia a pH=2 

Figura 8. Lactobacillus brevis aislada de leche fermentada . 
despues de la prueba de resistencie a*sales biUares 0.3% plv 

fI 
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3.5 --Seguimiento del-pH-en-la-bebidaJacteacon y sin -prebi6tico. 

A continuacion se muestran las Tablas 7 y 8, donde sa registian los datos 

recopilados de pHdurante 10$ dras Z. 7. 14 Y21 para las bebidas laaeas con ysin 

prebi6tioo. 

TABLA 1. ResultadopH yogur sin avena 

Dia Repetition 1 Repetici6n 2 Repeticion 3 Repetici6n 4 

2 5.26 5.01 5.1 5.2 

7 4.46 4.33 4.38 4.4 

14 4.39 4.35 4.37 4.36 

21 4.39 4.37 4.38 4.37 

TABLA 8. -ResultadopHyogur con avena 

Dia Repeticion 1 Repeticion2 Repeticion 3 - Repeticion 4 

2 5.09 5.23 5.1 5.15 

7 4.47 4.42 4.45 4.42 

14 4.36 -4.38 4.39 4.37 

21 4.32 4.33 4.35 4.34 

Observando la Figura 9,podamos ver que el pH en el -dfado$, para los dos 

tratamientos, as igual y empieza a descender rapidamente, para estabilizarse a 

partir del dra 7(Ver figura 9) 
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Figura 9. Comparacj6n de medias para -el pH 

Comparaci6n de medias para 

pH 


5,5 ~, 

5 +----=>IIIi.,,-~i'~............~----=-r--it~!"; 
 -.- pH sin avena 

a 4,5 1--~~~~=~~ 
4 --- pH con 

avena3,5 ""t-----r-- ---.----=---,---=--=, '------- - ----' 

2 7 14 21 

Dias 

Aplicando la prueba t, para comparar las medias de pH I S6 muestia una diferencia 


altamants significativa en los dos tratamientos para el dia 21 (p<O.05). 


(Ver tabla 9) 


TABLA 9. Compaiaci6n de medias para pH 

DtAS SIN AVENA CON AVENA te p (VALOR) 

2 5.14 5.14 0 1.0 

7 4.39 4.44 -1 .61 0.159 

14 4.37 
I 

4.38 -0.70 0.510 

21 4.38 4.33 5.28 0.0019 ­

- DiFERENCIA AlTAMENTE SIGNIFICATIVA 
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AI aplicar regrasi6n a los datos, sa obtiene al modelo estimado: 

pHSinAyena =5.35606 - 0.150565*0Ia +0;00504434*0IaI\2. 

La variabilidad en la respuesta de pH asta siendo explicada en un 8S.7522% por 

el modelo (Ver Anexo F). 

EI tratamiento con avena, mostro el siguiente modelo, al analisis de ragresi6n: 

pHConAvena =5.34463 ~ 0.140407*Dia + 0.00448098*0Ia"2 

La variabilidad an la respuesta de pH asta siendo explicada en un 90.3315 % par 

el nlodelo(Ver anexo G). 

3.6 	 Seguimiento de la acidez·· expresada como· % de acido 

lactico. 

A continuaci6n sa muestran las Tablas 10 y 11, donde sa registran los datos 

tecopilados de acidez·durante los dias 2,7, 14 Y 21 para las pebidas taetees con y 

sin prebi6tico 

TABLA 10. Resuttadode acidez (expresadocomo % acido tactico) 
yogurt sin avena 

CIA R~petici6n1 Repeticion2 . Repetici6n 3 Repeticion 4 

2 0.54 0.6 0.57 0.58 

7 0.72 0.74 0.73 0]2. 

14 0.80 0.83 0.82 0.82 

21 0]4 0.79 0.78 0.77 

51 























































