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RESUMEN

En la presente investigacion se buscoO aislar cepas de Lactobacillus spp. del
estbmago del chame (Dormitator Latifrons) como potencial probiético para la
alimentacion agropecuaria, se utilizaron métodos bibliogréaficos y descriptivos para
la realizacion de la investigacion, asi mismo para el proceso de identificacion del
tipo de Lactobacillus spp. se realizé una prueba de identificacion molecular de
microorganismos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) dando
como resultado la obtencién de Lactiplantibacillus plantarum dentro del tracto
digestivo del chame (Dormitator Latifrons) dando como resultado un
microorganismo probidtico apto para ser utilizado dentro de la industria alimentaria,
asi como para la alimentacién animal agropecuaria, debido a los grandes beneficios
en la conversion alimentaria como de su salud, previniendo problemas

gastrointestinales.

PALABRAS CLAVE:

Lactiplantibacillus plamtarum, probioticos, microbiologia, agar agar
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ABSTRACT

In the present research we sought to isolate strains of Lactobacillus spp. from the
stomach of the chame (Dormitator Latifrons) as a potential probiotic for agricultural
feed, bibliographic and descriptive methods were used to carry out the research, as
well as for the process of identification of the type of Lactobacillus spp. a molecular
identification test of microorganisms was performed by polymerase chain reaction
(PCR) resulting in obtaining Lactiplantibacillus plantarum within the digestive tract of
chame (Dormitator Latifrons) giving us as a result a probiotic microorganism suitable
for use in the food industry, as well as for agricultural animal feed, due to the great

benefits in food conversion and health, preventing gastrointestinal problems.

KEY WORDS

Lactiplantibacillus plamtarum, probiotics, microbiology, agar agar



CAPITULO |. ANTECEDENTES

1.1.PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En la investigacion de AQUAHOQY (2020) aquellas partes del pescado que no son
usadas rutinariamente para el consumo humano tales como las cabezas, las pieles,
escamas y visceras son referidas como desechos de pescado, a su vez este tipo de
desechos representan mas del 50% del peso del pescado.

Los probibticos contribuyen al equilibrio microbiano intestinal mejorando la
degradacion de los alimento y a su vez favoreciendo una mayo absorcion de los
nutrientes, se dice que en el Ecuador existen aproximadamente 951 especies de
peces de agua dulce distribuidas a lo largo de rios y lagos, destacando que estos
no tienen un protagonismo relevante en el sector alimentario del pais, a diferencia
de los peces pertenecientes al mar, los cuales cuentan con un gran mercado en el
sector industrial, haciendo que estos sean mas faciles de encontrar en los mercados
y supermercados del pais, lo contrario a lo que sucede con los peces de agua dulce,
gue estos en la mayoria de sus casos se encuentran comercializados por los
habitantes de los sectores cercanos a su habitat, como seria el caso del Dormitator

latifrons conocido como chame (Pacheco y Mora, 2020).

La acuicultura ha sido la principal actividad que ha afectado el ecosistema manglar
en el ecuador, de manera que para el desarrollo de esta actividad se talaron amplias
areas de manglar, segun registros en el afio de 1969 el pais posee
aproximadamente 204.000 hectareas de manglar, cantidad que disminuy6
considerablemente, ya que en el afio 2016 registraron 161.000 hectareas de

manglar en todo el pais (Vera, 2021).

La intensificacién de la produccién acuicola ha incrementado la aparicion de
patdgenos y enfermedades en los cultivos, esto ha llevado a implementar dietas
enriguecidas con probidticos para mejorar la degradacion del alimento, aumentar el

crecimiento, estimular el sistema inmune de los organismos y a su vez mejorar la



productividad de los animales sin producir efectos negativos para el consumidor
(Nutrivet, 2009 citado por Bermudez et al., 2020).

Con lo manifestado anteriormente se plantea la siguiente interrogante:

¢, Se podra caracterizar los Lactobacillus del estémago del chame (Dormitator
latifrons) como potencial probiético en la alimentacién agropecuaria?

1.2.JUSTIFICACION

Segun Merino et al. (2018), el chame es un pez cuya presencia prevalece en el agua
dulce, esto ayuda a que se encuentre en muchos lugares donde puede cultivarse y
cuidarse; se emplean en pozas, estanques, canales, piscinas, como fuentes
adicionales a los humedales naturales. Su alta adaptabilidad y capacidad de
supervivencia le han permitido resistir a las variaciones de su habitat, donde se

incluyen factores como temperatura, pH, salinidad, entre otras.

El cultivo del chame constituye como una de las opciones acuicolas mas
importantes para diversificar los medios de vida de las comunidades rurales
costeras, este pez al ser una de las especies mas resistente a enfermedades,
minimos impactos ambientales, aportando con un rol ecolégico muy importante,
este pez transforma la energia potencial del detritus en energia utilizable por niveles
troficos superiores donde se ubican otros peces (Subsecretaria de acuacultura,
2010 citado por Freire, 2013).

El mercado del chame es aun localizado en Ecuador, con una incipiente incursion
en el mercado internacional (Estados Unidos) localmente el mercado nacional
acepta peces de mas de 20 cm, los que son capturados ya sea en su medio
ambiente (rio manglar) o en los lugares de cultivo (chameras), en Ecuador se vende
chame vivo en todos los mercados de Manabi, incluyendo Esmeraldas y Guayas.
En Manabi, el conocimiento y consumo de chame es masivo, considerandose

Chone como el principal centro de distribucién del chame (FAO, 2010).



Mediante investigaciones realizadas se ha llegado a concluir que el Dormitator
latifrons es un organismo filtrador que se alimenta preferentemente de detritus y
restos vegetales, sin embargo, esto varia segun la ubicacién geogréfica,
disponibilidad de alimento y estacion del afio en el que se encuentre, integrando a
su alimentacion anélidos, copépodos, entre otra microfauna, comportandose
también como consumidor primario omnivoro (Yanez et al, 1976 citado por Vaca,
2020).

Los microorganismos probidticos una vez que estan asentados en el tracto
intestinal, inhiben otras poblaciones bacterianas, comunmente patdégenos
oportunistas, y aumentan sus productos terminales, especialmente aminoacidos
libres que favorecen el sistema inmune de los peces (Lara et al., 2002 citado por
Bermudez et al., 2020).

Mediante la adicion de preparados microbianos ricos en bacterias acido-lacticas
(BAL) es posible modificar o alterar los procesos fermentativos sélidos, con el fin de

mejorar la calidad e inocuidad de estos (Borras et al., 2017).

1.3.0BJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL
Obtener cepas de Lactobacillus spp. del estbmago del chame (Dormitator latifrons)

como potencial probiotico en alimentacion agropecuaria.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar los Lactobacillus spp. con actividad probidtica del estomago del chame
(D. latifrons).

e Sembrar los Lactobacillus spp. en medios de cultivos selectivos para el

crecimiento y desarrollo de los Lactobacillus.



e Conservar las cepas de Lactobacillus spp. con actividad probiotica del
estbmago del chame (D. latifrons) como potencial probiético en la

alimentacion agropecuaria.

1.4. IDEA A DEFENDER

Es posible obtener del estomago del chame (Dormitator latifrons) Lactobacillus spp.

con actividad probiética para el uso agropecuario.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. CHAME (Dormitator latifrons)

Es un pez tipico de los estuarios, estos peces presentan una gran fuente de
caracteristicas importantes tales como, resistencia a variaciones significativas de
salinidad y temperatura, sobrevivencia en ambientes acuaticos con poco oxigeno
disuelto, e incremento en la concentracion de hemoglobina en ambientes que

contengan poca oxigenacién (Sandoval et al., 2014 citado por Merino et al., 2018).

2.1.1. TAXONOMIA DEL CHAME

Tabla 1. Taxonomia del chame

Nombre comun Chame
Clase Actinopterygii
Orden Perciformes
Familia Eleotridae

Género Dormitator
Especie Dormitator latifrons

Fuente: (FAO, 2010)

2.1.2. ESTOMAGO DEL CHAME
En un estudio realizado por Machuca y Rodriguez (2022) se realizaron analisis del

contenido estomacal basandose en tres categorias de alimento:

1. Algas microscoépicas: (diatomeas, clorofilas, criséfitas, ciandfitas,
euglendfitas), rotiferos y copépodos.

2. Restos vegetales: fibra proveniente de plantas acuaticas mas comunes en su
hébitat: lechuga de agua (Pistia stratiotes), Jacinto de agua (Eichhornia

cassipes) y chorro (Ceratophyllum sp.).



3. Materia no determinada, encontrando organismos que podrian ser restos de
larvas de insectos. También se encuentran en cantidades considerables

restos de materia organica (detritus) y materia organica no identificada.

e PROBIOTICOS

En la actualidad se encuentran probioticos a base de bacterias, hongos,
microorganismos formadores y no formadores de esporas, entre este grupo se
encuentran los probiéticos autdctonos, que son los utilizados por microorganismo
gue se encuentran en la flora indigena del tracto digestivo de los animales, como es
el caso de las bacterias pertenecientes a los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, asi como también los probiéticos que usan microorganismos que
normalmente no estdn presentes dentro del tubo digestivo de los animales, como

seria el caso de las levaduras (Bajagai et al., 2016).

e LACTOBACILLUS SPP.
Estan catalogados como el principal grupo de bacterias acido lacticas, se
caracterizan por producir acido lactico a consecuencia del metabolismo de los
carbohidratos, este género tiene una morfologia de bacilos o cocobacilos, en donde
Sus requerimientos nutricionales son muy complejos, encontrandose principalmente
en plantas o frutos, asi como también en alimentos fermentados y organismo de los
animales incluyendo el de nuestro objeto de estudio el chame (Sun et al., 2015

citado por Rodriguez et al., 2021).

2.2. MEDIOS DE CULTIVO

Son preparaciones sélidas, semisolidas o liquidas, que constituyen el micromundo
de los microorganismos en condiciones de laboratorio, intentando ser un reflejo de
su habitat natural en relacion con la satisfaccion de sus mas vitales necesidades

como ser vivo (Herrera, 1985 citado por Napoles et al., 2006).

Segun la Normativa Técnica Ecuatoriana [NTE INEN] 1529, (2013) nos indica que
para la preparacion de medios de cultivo sea mas uniforme y aumenten la eficacia

de los resultados se deben utilizar componentes basicos o medios de cultivo



deshidratados, la misma norma nos indica que para un correcto uso de estos se

debera seguir rigurosamente las instrucciones del fabricante.

2.2.1. TIPOS DE MEDIOS DE CULTIVO
Segun Barrero (2016) con respecto a la proporcion de agar, existen tres tipos:

1. Liquidos (caldos). No contiene ningun agente gelificante, por lo que los
microorganismos crecen por todo el medio. El crecimiento en este tipo de
medios es mas rapido puesto que la movilidad permite acceder de una forma
mas facil a los nutrientes.

2. Sdélidos. Tienen una proporcion de agar de, aproximadamente, el 1,5%. El
crecimiento se desarrolla en la superficie del medio. Estos medios pueden
depositarse en placas de Petri 0 en tubos de ensayo.

3. Semisdlidos. Son aquellos que contienen una proporcion de agar inferior al
0,5%. Se utilizan para pruebas bioguimicas y de movilidad.

Para el mismo autor, en microbiologia diagndstica existen cuatro tipos, segun su
utilidad:

1. Nutritivos. Permiten el crecimiento de la mayoria de los microorganismos, por
ser muy generales. Como ejemplo de este tipo de medios estan el agua de
peptona y el caldo de tripticasa-soja.

2. De enriquecimiento. Contienen componentes adicionales (ademas de los
bésicos) para permitir el desarrollo de microorganismos exigentes, que no
crecerian en un medio general.

3. Selectivos. Presentan algin componente que impide el desarrollo de
microorganismos no deseados. Esto hace que el microorganismo que se
desea cultivar lo haga con mayor facilidad. Por ejemplo, el agar MacConkey
contiene cristal violeta, que inhibe el crecimiento de bacterias grampositivas
y hongos, facilitando el desarrollo de bacterias gramnegativas.

4. Diferenciales. Contienen sustancias que ponen de manifiesto alguna
caracteristica de la especie o grupo de microorganismos. Por ejemplo, el agar
MacConkey contiene lactosa y rojo neutro (como indicador); las bacterias
fermentadoras de lactosa (lactosapositivas) aparecen de color rosa intenso,

mientras que las no fermentadoras de lactosa son incoloras.



2.2.2. UTILIZACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

De acuerdo con Rodriguez y Zhurbenko (2018), en muchos campos de la ciencia 'y

en diferentes esferas del desarrollo, de manera directa o indirecta se utilizan los

medios de cultivo. Sus principales aplicaciones son:

Diagnostico clinico en medicina humana y veterinaria

Deteccion de microorganismos patdgenos a partir de muestras de fluidos, tejidos y

excretas y sus toxinas causantes de enfermedades.

Industria farmacéutica y biotecnoldgica

Cultivo masivo de microorganismos productores de metabolitos (proteinas,
factores de crecimiento, aminoacidos, péptidos, antibiéticos, etc.)
Control de la calidad (control de proceso, materias primas, productos

terminados, aguas, residuales y ambiente).

Industria alimenticia

Cultivo masivo de microorganismos productores de sustancias nutritivas y
alimentos (proteinas y compuestos saborizantes entre otros).

Obtencién de alimentos fermentados (yogur, otros productos lacteos y
alimenticios).

Control de la calidad (control de proceso, materias primas, productos

terminados, ambiente).

Otras industrias y sectores productivos (agricultura, quimica)

Cultivo masivo de microorganismos (obtencién de polimeros, azucares y
otros).
Control de la calidad (control de proceso, materias primas, productos

terminados, ambiente).

Control del medio ambiente

Control de las aguas y fuentes de abasto
Control ambiental (aire, suelos).

Control de residuales.

Investigaciones

Estudios morfoldgicos, funcionales, sistematicos y de otro tipo, dirigidos al

conocimiento de la flora microbiana.



¢ Investigaciones relacionadas con el desarrollo de sustancias o productos en

las industrias y sectores anteriormente sefialados.

2.2.3. CARACTERISTICAS DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Mdm Cientifica (2019) manifiesta que, entre las caracteristicas o condiciones
importantes con las que debe contar un medio de cultivo estan:

Temperatura: los microorganismos crecen de forma Optima en temperaturas
variadas que depende del tipo de cultivo. Los cultivos deben proveer estas
temperaturas ideales.

pH: el pH mide la acidez o alcalinidad. Muchos de los cultivos crecen mejor con un
pH neutro, aunque hay otros que requieren medios mas acidos.

Medios estériles: los medios de cultivos deben ser completamente estériles para
evitar alterar, cubrir o incluso impedir el crecimiento microbiano normal.

Luz ambiental: los medios de cultivo deben estar ubicados donde no estén
expuesto a luz solar. La luz siempre debe ser controlada.

Humedad: las condiciones de humedad deben ser las adecuadas tanto para el
medio como para el ambiente donde se encuentra. Para muchos microorganismos

se requiere un minimo nivel de humedad.

2.2.4. INOCULACION

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de muestra (inéculo) en
un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y
multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a una temperatura

adecuada para el crecimiento (Microbac, 2017).

2.3. ACTIVIDAD PROBIOTICA

Segun la FAO y la OMS definen a los probidticos como organismos vivos, que
cuando son incorporados al huésped en proporciones apropiadas le aportan
beneficios para la salud (FAO/WHO, 2001 citado por Villanueva, 2015).

Villanueva (2015) indica que, en 1965 Lilly y Stillwell introdujeron el término
probidtico, definiéndolo como un factor de origen microbioldgico el cual estimula el

desarrollo de otros organismos. Parker en 1979 describe la palabra probiético como
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el consorcio de organismos y sustancias que favorecen el balance intestinal
microbiano y en el afio 1989 Fuller resaltd que los probidticos producen un efecto

benéfico en el huésped.

2.4. AGAR AGAR

Es un polisacarido coloidal hidréfilo de origen vegetal que se extrae de determinadas
cepas de algas rojas marinas de la familia Gelidiaceae y Gracilariaceae, este medio
de cultivo sirve como un gelificante, estabilizante y espesante natural en
aplicaciones alimentarias (Miras, 2017). Desde el punto de vista de Cedefio (2015)
menciona que es un medio de cultivo enriquecido sin aditivos que sirve para la
recuperacion y aislamiento de toda clase de microorganismos, hongos y levaduras
gue no requieran elementos especiales para el crecimiento de los mismo, es
utilizado principalmente para el mantenimiento de cepas y la realizacion de

subcultivos para confirmar la pureza de los aislamientos.

2.5. AGUA PEPTONADA

Es un medio de cultivo microbiano que proporciona los nutrientes necesarios para
el desarrollo microbiano y el cloruro de sodio para un balance osmaético, ademas,
este medio tiene un gran valor nutritivo para enriquecer las muestras, permitiendo
la reparacion de las bacterias maltratadas, principalmente para las bacterias que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, teniendo también la funcién de
homogeneizar y reparar las células que han sido sometidas a procesos industriales
(Vitola, 2019).



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

La investigacion se realizara en el laboratorio de microbiologia de la carrera de
Medicina Veterinaria perteneciente a la Universidad Politécnica Agropecuaria de
Manabi “ESPAM MFL” para los analisis de deteccion de lactobacilos, la cual se
encuentra ubicada en el sitio “El Limon” a dos kilometros de la ciudad de Calceta
ubicada geograficamente entre las coordenadas 0°49°39” S 80°11°13” W a 18
msnm (Google Earth, 2021).

3.2. DURACION

La presente investigacion tendrd una duracion de 22 semanas a partir de la

aprobacion del proyecto de tesis.

3.3. METODOS Y TECNICAS
3.3.1. METODOS

e METODO BIBLIOGRAFICO

El proceso de investigacion bibliografica se debe contar con material confiable e
informativo tales como libros, revistas de divulgacion o de investigacion cientifica,
sitios Web y demas informaciones necesarias para iniciar una busqueda que ayuden
al investigador con su trabajo planteado (Gomez et al., 2014). Este método ayuda a
buscar informacion cientifica acerca del uso del chame y del estbmago de este;
ademas, de qué tipo de Lactobacillus existen o estan identificados para el uso en el

ambito agroindustrial.

e METODO DESCRIPTIVO
Carlos Sabino (1992) en su obra “el proceso de investigacién”, define a este método
como “el tipo de investigacion que tiene como objetivo describir algunas

caracteristicas fundamentales de conjuntos homogéneos de fendmenos, utilizando
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criterios sistematicos que permiten establecer la estructura o el comportamiento de
los fenomenos en estudio, proporcionando informacion sistematica y comparable

con la de otras fuentes” (Martinez, 2018 citado por Guevara et al., 2020).
3.3.2. TECNICAS

— PREPARACION MEDIO AGAR AGAR

Para la NTE INEN 2015 indica que para la preparacion del agar agar se deben

seguir los siguientes pasos:

e Se disolvieron los componentes en 1 litro de agua destilada, dejando en
reposo por un tiempo de 15 minutos, ajustando el pH de manera que
después de esterilizado sea 7,0 + 0,1.

e Se calenté hasta ebullicién agitando frecuentemente para conseguir la
completa disolucién.

e Se procedio a distribuir de la manera adecuada y esterilizar 15 minutos a
121°C

- MUESTRA

La cantidad total que se utiliz6 para la investigacion fue de 200 g del estbmago de

chame (Dormitator latifrons).

3.4. VARIABLES EN ESTUDIO

3.4.1. VARIABLE DEPENDIENTE

Lactobacillus spp.

3.5. PROCEDIMIENTO

Para el cumplimiento de los objetivos, se realizaron los siguientes pasos,
dividiéndose en dos etapas, las cuales fueron de extraccion del estbmago del chame

y el aislamiento del mismo.
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Extraccion del estdbmago del chame (Dormitator latifrons)

Obtencién de los peces: Los peces fueron obtenidos del humedal La Segua

ubicado en el cantén Chone.

Limpieza del chame: El chame paso6 por un proceso de desinfeccién, en el cual

se limpi6 con agua destilada y cloruro de sodio al 0.9%.

Corte en la zona estomacal: Se procedi6 a cortar la zona estomacal del chame

con la ayuda de una hoja de un bisturi n° 24.

Extraccion del estdmago: Con la ayuda de pinzas y tijeras de diseccion se
extrajo el estbmago del chame para el respectivo proceso de obtencién de los

microorganismos a evaluar.
Aislamiento del estomago del chame

e Se adicion6 una solucién de agua peptonada al 25% a un matraz (50 ml).

e Con la ayuda de las pinzas se introdujo una parte del estémago del chame
dentro del matraz con la solucion de agua peptonada.

e Se procedi6é a agitar la soluciéon de agua peptonada junto al estbmago del
chame por un tiempo de 24h a 30°C.

e Con la ayuda de una pipeta se extrajo 10 ml de la solucién y se agregé en 90
ml de caldo MRS (Man, Rogosa, Sharpe).

e Sellevo la muestra a estufa.

e Se procedié a sembrar en un medio MRS sélido (Agar Agar) la solucion
obtenida de la muestra.

e Se coloco la caja petri dentro de una jarra anaerobica para impedir la
oxigenacion, luego de esto se espero de 48 a 72h para observar la presencia
de las bacterias lacticas.

e Como existio crecimiento de microorganismos en la caja Petri, se realizo la
prueba de catalasa (agua oxigenada) para conocer si son bacillus o

Lactobacillus.



14

e Posteriormente se enviaron los andlisis respectivos en la cabina de analisis
microbioldgicos para caracterizar qué tipo de Lactobacillus se aislaron dentro

del estdbmago del chame.

Conservacion: El producto obtenido se mantuvo en medios de -cultivos
enriquecidos en refrigeracion, a una temperatura extrema de 4 a 8°C hasta su
posterior uso una vez que hayan sido reconocidas la especie de lactobacilos.
Cabe indicar que los Lactobacillus se los pudo reconocer sembrando la muestra en
medio de cultivos selectivos para Lactobacillus como el M.R.S (Man, Rogosa,
Sharpe) que es un medio de cultivo apropiado para el aislamiento y recuento de
Lactobacillus y otras bacterias acido lacticas, también mediante la tincion de Gram
0 mediante la prueba de catalasa, manteniendo siempre las cepas en medios o
equipos anaerdbicos como jarra o estufa anaerobica.

Para el cumplimiento de los objetivos especificos se detall6 este procedimiento en
el cual se realizo la ejecucion de la obtencién y analisis de los Lactobacillus a

estudiar dentro del estbmago del chame.

3.6. MUESTREO

Tabla 2. Plan de muestreo

Analisis Cantidad de Numero de Repeticiones Frecuencia de Total
animales en toma de toma de datos
estudio muestras
Analisis PCR 4 1 3 1 12

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Para la ejecucién de esta investigacion se utilizé un analisis estadistico descriptivo

en el cual se emplearon los siguientes parametros:
3.7.1. MEDIDAS DE TENDENCIA CENTRAL

Son utilizadas para describir cdmo se resumen la localizacion de los datos, ubicando

e identificando el punto alrededor del cual se centran los datos (Ruiz, 2020). En
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efecto en esta investigacion se utilizé para informar cual es el centro sobre el cual

se ubico el conjunto de datos.
3.7.2. MEDIA GEOMETRICA

La media geométrica es una medida de tendencia central que puede utilizarse para
mostrar los cambios porcentuales en una serie de nimeros positivos, esta se define
como la raiz indice n del producto de n términos (Stephen et al., 2009 citado por
Barraza et al., 2019). Esta medida fue de gran importancia para determinar el
promedio de los resultados de cada tratamiento para detallarlos en un cuadro

condensado.
3.7.3. MEDIDAS DE DISPERSION

Son también llamadas como medidas de variabilidad, estas muestran las variables
de una distribucion, indicando por medio de un numero si las diferentes
puntuaciones de una variable estdn muy alejadas de la media, interpretandose en
gue, si mayor es el valor, mayor sera la variabilidad, y cuanto menor sea, mas
homogénea sera la media. Asi se sabe si todos los casos son parecidos o varian

muchos entre ellos (Instituto Claret de Temuco, 2020).
3.7.4. DESVIACION ESTANDAR

Esta es una medida de dispersion el cual nos permite determinar con un grado de
precision alto, donde estan localizados los valores de una distribucion de
frecuencias con relacion a la media, también es conocida como la raiz cuadrada

positiva de la varianza (Patifio, 2002).

Para el estudio de los resultados no paramétricos se utilizara un andlisis de
regresion logistica binaria que servira para determinar la presencia o ausencia de
los lactobacillus spp. después de haber realizado la prueba de catalasa o mediante

la tincién de gram de las muestras estudiadas.
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3.7.5. PRUEBA T-STUDENT

De acuerdo con Sanchez (2015) la prueba t-student se clasifica en dos partes, la
primera es la distribucién de la normalidad y la segunda en que las muestras sean
independientes, esta a su vez se utiliza para determinar si existen diferencias entre

las medias de dos grupos.

Para esta investigacion se aplicara esta prueba mediante el software SPSS LIBRE
25 para comparar el antes y después de la extraccion de lactobacilos del chame

(Dormitator latifrons) macho y hembra.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ANALISIS DE PRUEBAS MICROBIOLOGICAS EN EL
ESTOMAGO DEL CHAME

4.1.1. PRUEBA DE TINCION DE GRAM

Se realiz6 la prueba de tincion de Gram para verificar la presencia de
microorganismos existentes, el cual dio como resultado positivo, una vez que se
verifica la presencia de estos se pudieron observar varios tipos de microorganismos,
entre los microorganismos existentes se pudieron apreciar los bacillus, lactobacillus,

estreptococos, entre otros, como se observa a continuacion.

Figura 1. Tincién de Gram sin dilucidn en el microscopio.

Para la obtencion de los resultados deseados se procedio a realizar 10 diluciones
al primer resultado para la purificacion de los Lactobacillus como se observa en la

siguiente imagen.

Figura 2. Tincién de Gram por dilucion en el microscopio.



4.1.2. UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Para los resultados obtenidos se llevd a cabo un conteo de unidades formadoras de
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colonias en las instalaciones del laboratorio de microbiologia de la Escuela Superior

Politécnica Agropecuaria de Manabi utilizando cuatro muestras del estbmago del

chame como se observa en la tabla 3.

Tabla 3. UFC de muestras del estdmago del Chame en hembras y machos.

Muestra por tratamiento Pruebas solicitadas  Aceptable No aceptable Resultados
Muestra 1 N
Determinacion de . 760 UFC/10°8
Chame hembra (jarra anaerobica) . Presencia
Lactobacillus spp.
Muestra 2 Determinacion de .
. . . Presencia 860 UFC/108
Chame macho (jarra anaerébica)  Lactobacillus spp.
Muestra 3 Determinacion de .
. Presencia 1104 UFC/108
Chame macho Lactobacillus spp.
Muestra 4 Determinacion de .
Presencia 1128 UFC/108

Chame hembra

Lactobacillus spp.

Fuente: Laboratorio de microbiologia Espam (2022)

Los datos de cada tratamiento poseen una distribucion normal (tabla 4).

Tabla 4. Distribucion normal de los tratamientos

Género Género Estadistico gl Sig
Chame Hembra 1.000 3 1.000
Con Jarra anaerdbica
Chame Macho 1.000 3 1.000
Chame Hembra 1.000 3 1.000
Sin Jarra anaerobica
Chame Macho 1.000 3 1.000

Fuente: IBM SPSS v25
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Para comparar la distribucién de los datos obtenidos en la determinacion de
Lactosbacillus spp. se procedidé a realizar la prueba estadistica t-student para
comparar las medias de estos microorganismos con y sin jarra anaerébica, tanto de

las hembras como de los machos (Tabla 5).

Tabla 5. Prueba T para la igualdad de medias

Desviacion
UFC Género Media i t Gl Sig
ip.
Con Jarra anaerdbica Chame Hembra 760.0 5
15.492 4 0.000
Chame Macho 860.0 10
Chame Hembra 1104.0 4
Sin Jarra anaerobica -4.648 4 0.10
Chame Macho 1128.0 8

Fuente: IBM SPSS v25

A continuacion, se muestra en la tabla 6 la prueba t aplicada para comparar los
datos entre las variables con y sin jarra anaerdbica.

Tabla 6. Prueba T para la igualdad de medias

Desviacion
UFC Media i Correlac. t gl Sig
ip.
Conjarra 810.0 55.22
anaerdbica
Sin jarra 0.881 17367 4 0.000
1116.0 14.311
anaerdbica

La muestra t de muestras relacionadas indica que hay diferencias entre las unidades

formadoras de colonias con y sin jarra anaerdbica (p<0.005).

En la investigacion de Feckaninova et al. (2019) se obtuvieron varios aislamientos
de LAB de 60 muestras del contenido intestinal de truchas arcoiris sanas

(Oncorhynchus mykiss). Las cepas aisladas tenian las caracteristicas tipicas de las
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bacterias del acido lactico (LAB), que son Gram positivas, en forma de bastén; no

forma esporas, no es movil y catalasa negativa.
4.1.3. IDENTIFICACION MOLECULAR DE MICROORGANISMOS

Los resultados obtenidos en la investigacion mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) dieron como resultado la obtencion de Lactiplantibacillus

plantarum con un porcentaje de calidad elevado como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. |dentificacién de microorganismo del estbmago del Chame.

- . % de . % de ° ..
Cadigo Muestra Longitud Calidad Organismo Fragmento Identidad N° Accesion
B378 M3D8N 1068 o7g  Lactiplantibacilus o g 998  CP039121.1
plantarum
B379 M3D8 1061 g9p  Lectplantibacilus o g 999  CP039121.1
plantarum

Fuente: Idgen (2022).

Como resultado se obtuvo ADN de alta calidad para el proceso de PCR
convencional, donde se ensambl6 la reaccién de PCR visualizdndose fragmentos
de aproximadamente 1200 pb en las muestras amplificadas con los primers rpoB-F

/ rpoB-R como se muestra a continuacion.

1.5k
1k

86088
200pb

S50ob

Figura 3. Prueba de ADN de alta calidad.
Fuente: Idgen (2022)
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En investigaciones similares respecto a la extraccion de Lactobacillus Rodriguez et
al. (2021) aislaron y caracterizaron 36 BAL del género Lactobacillus a partir de
cacao fermentado. Por otro lado, en la investigacion de Feckaninova et al. (2019)
extrajeron seis cepas de Lactobacillus aisladas del contenido intestinal de la trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss, Walbaum) en Eslovaquia se identificaron como L.
plantarum (R1, R2, R4), L. fermentum (R3, R5) y L. brevis.

Por su parte de 30 colonias, Quijal et al. (2020) observaron una actividad proteolitica
en 7 de las cepas aisladas, que pertenecen al género Lactobacillus, y las dos cepas
mas activas se identificaron por reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR) como

L. plantarum.

Se puede evidenciar que son uno de los microorganismos probioticos mas utilizados
en la industria alimentaria ya que sirve para alargar la vida util de los productos,
mejorar la composicién nutricional y las actividades antimicrobianas. Asi mismo
Yilmaz et al. (2022) indica que las cepas de Lactobacillus plantae tienen un gran
potencial probiético, que mejora el microbiota, regula el sistema inmunoldgico,
reduce los altos niveles de colesterol que se encuentran en la sangre y el riesgo del

cancer inhibiendo la produccion de aflatoxinas.

En un estudio realizado por Vera et al (2018) sobre el efecto de Lactobacillus
plantarum como probidtico en cerdos al destete, en el cual utilizaron 3 tratamientos,
donde el t1 los animales se alimentaban con una dieta establecida, mientras que el
t2 y t3 se le adiciono el probiotico (t2: 10 mL y t3: 20 mL por animal) se observo que
en cuanto a los valores de la conversion alimenticia el t3 tuvo un mejor
comportamiento con la adicién del probiético, mientras que en los indicadores de
salud el t2 y t3 se redujo la incidencia de diarreas en un 14.29% y 28,57% a

diferencia del t1 que obtuvo un 57.14%.

En la investigacion realizada por Jurado et al (2021) la cual trato de la adiciéon de
Lactobacillus plantarum microencapsulados en alimento para pollos, esta nos dice
gue la alimentacion con dieta comercial obtuvo un mayor proceso inflamatorio

acompafado de hiperproduccion de moco o0 mucinas, las cuales serian alteraciones
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patogénicas que podrian hacer dafio a la alimentacion humana en comparacién del

alimento que contiene los Lactobacillus plantarum.

Con este breve estudio realizado se evidencia que el microorganismo probidtico
encontrado en el tracto digestivo del chame (Dormitator Latifrons) si tiene influencia

en la alimentacién agropecuaria.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

En virtud de lo argumentado, podemos concluir que se logré aislar cepas de
Lactobacillus Spp. utilizando métodos y medios de cultivos selectivos para su
posterior crecimiento y desarrollo.

A partir de la evidencia recolectada, se realiz6 la caracterizacion de
Lactobacillus Plantarum para identificar género y especie del mismo.

Las cepas de Lactobacillus Plantarum se conservaron en refrigeracion en
medios de cultivos enriquecidos mediante una temperatura controlada, hasta

Su posterior uso.

5.2. RECOMENDACIONES

Mantener las siembras aisladas a una temperatura de 10°C para su
adecuada conservacion.

Es importante continuar con mas estudios e investigaciones similares con la
finalidad de obtener mayores resultados para conocer los beneficios que

brinda el Lactobacillus Plantarum. en la alimentacion agropecuaria.
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ANEXOS
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Anexo 2. Diseccion de la caja toracica
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