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RESUMEN

Se determinoé el crecimiento de cepas de Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41
Lmc) por medio de férmulas de estadistica no descriptiva, se utilizé6 un DCA con
arreglo bifactorial, para la temperatura se utilizaron 6 tratamientos con 4
repeticiones; para pH se utilizaron 10 tratamientos con 4 repeticiones y para el
efecto las sales biliares se utilizaron 4 tratamientos y 12 repeticiones; las cepas
fueron medidas por Densidad Optica (DO) mediante un espectrofotémetro UV de
marca JENWAY 6305 a una longitud de onda de 560 nm y con un factor de 0,9;
a 3 niveles de temperatura, donde ambas cepas tuvieron un crecimiento
favorable entre 30°C a 45°C a las 24 y 48 horas siendo su pico mas alto de
desarrollo a 45°C. De la misma manera, en la determinacion de crecimiento de
las cepas a diferentes niveles de pH el punto mas alto de crecimiento fue a 4,0
en ambas cepas, desarrollandose también de manera favorable en los niveles
7,5 - 6,7 — 3,4. Para el célculo a la resistencia a sales biliares, a las 3y 6 horas
las cepas 41 Lmc y 22 Lmc obtuvieron un mayor desarrollo en presencia de sales
biliares que en ausencia de la misma, destacandose mas la cepa 41 Lmc. Se
concluye que hubo una supervivencia y crecimiento favorable en los diferentes
niveles de temperatura, pH y sales biliares establecidos, lo que indicaria que las
cepas podrian ser utilizadas para la elaboracion de biopreparados con potencial
probidtico con fines en la produccién animal.

PALABRAS CLAVES

Densidad Optica (DO), espectrofotémetro, factor, probiético, longitud de onda.



XV

ABSTRACT

The growth of strains of Lactobacillus plantarum (22 Lmc and 41 Lmc) was
determined by non-descriptive statistical formulas, a DCA was used with a
bifactorial arrangement, for the temperature 6 treatments with 4 repetitions were
used; for pH, 10 treatments with 4 repetitions were used and for the effect the
bile salts were used 4 treatments and 12 repetitions; the strains were measured
by Optical Density (OD) by means of a JENWAY 6305 UV spectrophotometer at
a wavelength of 560 nm and a factor of 0.9; at 3 temperature levels, where both
strains had favorable growth between 30 ° C to 45 ° C at 24 and 48 hours, with
their highest development peak at 45 ° C. In the same way, in the determination
of the growth of the strains at different pH levels, the highest point of growth was
4.0 in both strains, also developing favorably in the levels 7.5 - 6.7 - 3.4. For the
calculation of resistance to bile salts, at 3 and 6 o'clock the strains 41 Lmc and
22 Lmc obtained a greater development in the presence of bile salts than in the
absence thereof, with the 41 Lmc strain being more prominent. It is concluded
that there was a favorable survival and growth in the different levels of
temperature, pH and established bile salts, which would indicate that the strains
could be used for the preparation of biopreparations with probiotic potential for
animal production purposes.

KEY WORDS

Optical Density (OD), spectrophometer, factor, probiotic, wave.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

El inadecuado uso y dosis de antibidticos frente a retos sanitarios con bacterias
patdégenas que atacan al tracto gastrointestinal ha conllevado a la resistencia de
cepas, elevando su nivel de patogenicidad y trayendo implicaciones negativas

en la salud animal (Jurado et al., 2009).

El Consejo de la Unién Europea en el 2006 prohibi6 el uso de los antibiéticos
promotores del crecimiento (APC) en animales, por su capacidad de crear
resistencias cruzadas con los antibiéticos que se utilizan en la medicina humana,
determind ademas, que los APC pueden causar dafios a consumidores a través
de alteraciones de las caracteristicas de los productos animales con residuos
inaceptables de estos compuestos en carnes, leche o huevos (Cepero, 2006).

En busca de alternativas al uso de los APC se realizan investigaciones
encaminadas a evaluar aditivos que, utilizados en determinadas dosis,

contribuyan a mejorar los indicadores productivos (Santoma et al., 2006).

Con el pasar de los afios el desarrollo de los probidticos ha obedecido la
necesidad de sustituir el uso de antibioticos en la alimentacion animal, los cuales
cumplen la funcién de mantener un buen balance en la microflora del tracto
gastrointestinal y erradicar bacterias patdgenas reduciendo en cantidades
significativas de enfermedades gastrointestinales en animales. Sin embargo, los
antibidticos no soélo contribuyen a veces a la destrucciéon de la microflora
intestinal patdgena, sino que también, producen efectos residuales o resistencias

en los productos de origen animal (Avila, 2010).

De acuerdo a la literatura reportada se considera que la importancia de los
probidticos dentro de la alimentacion animal contribuye a un balance nutricional
y productivo del animal, elevando el mejoramiento de explotaciones pecuarias
dando realce a empresas y/o entidades que la utilicen. Estas referencias

permiten plantear la siguiente interrogante: ¢cuales son las caracteristicas que



hacen idéneos a las cepas de Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41 Lmc) para

ser utilizados como probiéticos en produccion animal?.



1.2. JUSTIFICACION

Flores (2015) menciona que la necesidad de controlar las patologias digestivas
en los sistemas de produccién pecuaria conlleva a la utilizacibn masiva de
antibioticos como aditivos alimenticios. Sin embargo, el uso de antimicrobianos
en dosis bajas en la alimentacion de animales que se destinan al consumo
humano, con el fin de mejorar el crecimiento y prevenir patologias, se relaciona
con la resistencia a los antimicrobianos. A nivel mundial, varias jurisdicciones

han respondido al restringir el uso de estos productos.

El emplear probidticos como aditivos microbianos vivos es una alternativa que
beneficia a la salud del animal, ya que mejora el equilibrio microbiano intestinal.
La mayor problematica que se presenta dentro de la aplicacion de los probiéticos
es el costo, la viabilidad de los microorganismos y la variabilidad de los

resultados en los animales (Flores, 2015).

Avila (2010) sefiala que se ha demostrado que los probioticos tienen un buen
potencial para reducir las enfermedades entéricas en animales. El estrés que se
presenta en animales jovenes en explotaciones pecuarias se debe
principalmente a la presencia de bacterias, patébgenas o no, que colonizan el
intestino. Esta situacion afecta el rendimiento animal, y a su vez motiva a la

busqueda de nuevas alternativas de control para enfrentar estos retos.

Sanchez (2011) deduce que el uso de los lactobacilos como probiéticos en los
ultimos afios cobra un interés creciente debido a sus propiedades benéficas en
animales y humanos. Sin embargo, en explotaciones ecuatorianas no se usan
ampliamente los aditivos microbianos. Al parecer comienzan a realizarse
evaluaciones y trabajos donde se demuestran beneficios dentro del de
probidticos (Flores, 2015).

Ante la realidad y tomando en consideracion lo citado antes por autores
mencionados, se puede percatar que la importancia de los Lactobacillus en la
microflora intestinal es relativamente alta, y la determinacién de crecimiento en
diferentes niveles de pH, temperatura y sales biliares de estas cepas autoctonas

se dara con fin productivo, ya que el uso de estos microorganismos como



probidticos ayudan a elevar y/o mantener en un nivel Optimo el tracto

gastrointestinal beneficiando al animal y propietario elevando la produccion.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el crecimiento de dos cepas de Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41
Lmc) a diferentes niveles de pH, temperatura y sales biliares mediante

espectrofotometria UV.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la supervivencia de cepas de Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41 Lmc)

a diferentes niveles temperaturas controladas.

Evaluar la supervivencia de cepas de Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41 Lmc)

a diferentes niveles de pH controlados.

Evaluar el crecimiento de cepas de Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41 Lmc)

en sales biliares.

1.4. HIPOTESIS

La determinacion de crecimiento de cepas Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41
Lmc) a diferentes niveles de pH, temperatura y sales biliares permitird el
conocimiento de las condiciones optimas de estos factores, para la elaboracion

de biopreparado con potencial probi6tico con fines en la produccién animal.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO
2.1. BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias acido lacticas (BAL) son microbios benéficos de forma bacilar o
cocoide, Gram positivos heterogéneos, no patdgenos, no toxigénicas,
fermentadoras, caracterizadas por producir acido lactico a partir de
carbohidratos, lo que las hace utiles como -cultivos iniciadores para la
fermentacion de alimentos. Ademas tienen rasgos muy comunes como el ser
aerotolerantes, no forman esporas, no reducen el nitrato y no producen

pigmentos (Sanchez y Tromps, 2014).

Grupo Aula Médica (2013) deduce que ademas son considerados probiéticos ya
gue estimulan de una manera benéfica a un buen balance de tracto
gastrointestinal previniendo alteraciones gastrointestinales. Bacterias del género
Lactobacillus de interés particular por su larga historia de uso como probiéticos
(Fina et al., 2017).

El uso de bacterias acido lacticas se ha tomado gran importancia en los Ultimos
afos debido a la capacidad para controlar microorganismos patégenos (Ruiz et
al.,, 2017) y a su vez tiene capacidad de inhibir el desarrollo de bacterias
patogenas que alteren la materia prima de los alimentos, que podrian convertirse
en la flora predominante de algunos productos (Agudelo et al., 2015). Ademas
han adquirido una serie de procesos que las hacen mas combatientes con otros
microorganismos que la denominan como una bacteria autéctona del tracto

gastrointestinal (Selle y Klaenhammer, 2013 citado por Jurado et al., 2016).

Pifiero (2013) manifiesta que las investigaciones sobre bacterias &cido lacticas
han ido evolucionando con el pasar de los afos, llegando a utilizarla en campos
como en la tecnologia de campos alimenticios en: la formacién de sabor acido,
inhibicion de organismos patdégenos en alimentos, gelificaciéon de la leche,
formacion de aromas, produccion de gas requerida para la formacion de “ojos”
en los quesos, protedlisis requerida en la maduracién de los quesos, y en salud

humana y animal utilizados como aditivos microbianos (probiéticos).



Dentro de las bacterias acido lacticas, se encuentra un grupo de microbios
fermentadores (aerobios o anaerobios facultativos) de aztucares como glucosa,
y lactosa para a partir de éstos formar &cido lactico como: Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus (anaerobios) y Bifidobacterium,
(aerobio). Los acidos organicos producidos por estas bacterias cumplen la
funcidon de inhibir el crecimiento de microorganismos contaminantes en los

alimentos fermentados (Del Campo et al., 2008).

2.1.1. LACTOBACILOS

Los lactobacilos son uno de los grupos de bacterias mas grande dentro de los
laboratorios con especies que generalmente son muy acido-tolerantes. El
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus casei se suelen encontrar en diferentes
hébitats, mientras que otros lactobacilos solo se pueden encontrar en ambientes
especificos tales como Lactobacillus sanfransiscensis y Lactobacillus delbrueckii
(Pasanen, 2007).

Los Lactobacillus plantarum son bacterias que tienen un uso benéfico en el tracto
gastrointestinal de los animales domeésticos, fortaleciendo la actividad del tracto
gastrointestinal sin cambiar o alterar las normales funciones del organismo.
Estos microorganismos se denominan probioticos (Guevara, 2011 citado por
Jurado et al.,, 2014). Ademas ciertas bacterias acido lacticas como los L.
plantarum tienen beneficios dentro del huésped, como lo es la baja de los niveles

de colesterol (Jurado et al., 2015).

2.1.2. CARACTERES MORFOLOGICOS

Los Lactobacillus son bacterias caracterizadas por ser células que tienen una
morfologia de bacilos largos y extendidos, aunque también se pueden encontrar
de forma de coco bacilos, que se pueden presentar en formas de cadenas y sin
movilidad por lo cual pueden llegar a ser confundidos con otras bacterias
aisladas en materiales clinicos, al igual que pueden encontrarse con movilidad

por la presencia de flagelos (Samaniego y Sosa, 2000).

Las bacterias de los Lactobacillus son parte de la familia de los Lactobacillaceae.

Son bacilos de forma larga y fina, algunos pueden presentarse de forma curvada



o corta y morfologia cocobacilar corniforme, encontradas en forma de cadenas.
Su tamafio longitudinal de los bacilos y el grado de curvatura esta en funcion de
la edad del cultivo, composicion y pH del medio. Por lo general no es comun
encontrar movilidad, aungue algunos de ellos suelen presentar flagelos peritricos
(Amorocho, 2011).

Los lactobacilos son auxétrofos quimioorganotroficos, los cuales requieren de
medios complejos para su crecimiento, degradan la sacarosa para producir
lactato. Generalmente la temperatura 6ptima de crecimiento de éstos esté entre
30 — 40 °C. Su habitad natural es variado pudiéndolos encontrar en el aparato
gastrointestinal de mamiferos y aves, incluyen dentro de ellos alimentos de

origen vegetal y animal (Ramirez y Vélez, 2016).

2.2. PROBIOTICOS

Campora (2016) deduce que los probidticos son bacterias y compuestos que
agregados como aditivos en la alimentacién intervienen en un perfeccionamiento
funcional y un balance 6ptimo de la microflora del tracto gastrointestinal de la

fermentacion gastrica.

Céceres y Gotteland (2010) mencionan que los probidticos son bacterias, no
patdgenas, que suelen ser utilizadas por lo general
Lactobacillus o Bifidobacterium que utilizados en dosis correctas como aditivos
microbianos para la mejora de equilibro bacteriano del tracto gastrointestinal en
individuos que lo ingieran y que por lo general, han sido aisladas a partir de
deposiciones de individuos sanos. Estos suplementos alimenticios causan en el
organismo que los ingiere una asimilacion positiva que causan beneficios sobre

sus funciones fisioldgicas (Manzano et al., 2012).

Segun Savadogo et al., (2006) citado por Cueto et al., (2010) comentan que la
forma de la cudl actian algunos probiéticos es mediante la produccién de
sustancias bactericidas como &cidos lactico y acético, que por medio de la
acidificacion del intestino ayudan a inhibir la propagacion de algunos
microorganismos patégenos, asi mismo son fuente de metabolitos como

peréxido de hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas.



La ingesta correcta de estos microorganismo (probidticos) por medio del
alimento llegan a conformar la microflora del tracto gastrointestinal benéfica
ejerciendo una actividad fisiolégica beneficiosa para la salud del individuo asi de
esta manera el animal llegara a producir sustancias antibioticas desfavorable

para los patdégenos presentes en el tracto gastrointestinal (Gonzélez et al., 2008).

Las optimas condiciones de bacterias acidos lacticas (como los Lactobacillus)
para que puedan resistir condiciones especificas del tracto gastrointestinal (sales
biliares, jugos gastricos y pH extremos) y ademds proliferar en el aparato
digestivo (Lasserrot, 2015) donde actuaran respectivamente deben de ser
relativamente altas ya que si estas se vuelven inactivas la capacidad probiotica
baja parcial o totalmente de éstas. También debe de tomarse en consideracion
gue, la unién no es esencial dado que un rapido crecimiento del microorganismo

puede lograr el mismo fin (Mejia et al., 2007).

Desde el siglo XX, la ingesta de aditivos alimenticios para promover el mejor
funcionamiento del cuerpo tanto en animales como en humanos se dio debido al
beneficio que éstos presentaban para la salud, siendo considerados como
ingredientes funcionales dentro de la dieta alimentaria (Villanueva, 2015) ya que
reducen la incidencia en problemas de diarreas y estimulan el mejoramiento del

sistema inmune (Sanchez et al., 2015).

Segun Frizzo et al.,, (2006) citado por Villanueva (2015) deducen que la
selectividad de los bacterias utilizadas como probiéticos en animales, es un
factor importante que suele detener en la colonizacién y en la adhesiéon de estos

microorganismaos.

Ademas es necesario la valoracion de las bacterias frente a diferentes factores
de seleccion (resistencia al acido, sales, temperatura, entre otras), de forma tal
gue las bacterias puedan llegar al tracto digestivo en un normal y 6ptimo
funcionamiento y que hayan traspasado las barreras acida y biliar en el tracto

digestivo (Tuomola et al., 2001 citado por Villanueva, 2015).
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2.3. ACCION DE LAS BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados por algunas bacterias acido lacticas
y presentan un amplio potencial como conservadores para inhibir el crecimiento
de otros microorganismos relacionados o0 presentes en su ambiente ya que
tienen un papel importante en la preservacion y fermentacion de alimentos
(Grande et al., 2006 citado por Mondragon et al., 2013) esto hace que bacterias
patdbgenas muestren diferentes niveles de sensibilidad ante la presencia de la

bacteriocinas.

La benéfica funcion de inhibir numerosos microorganismos patdégenos hace que
las bacteriocinas de las bacterias acidos lacticas influyan de una manera
importante por su accion en amplios rangos de pH y termoestabilidad de la
bacteria, proponiéndose diferentes aplicaciones en dietas alimentarias
(Mondrag6n et al., 2013).

2.4. PRINCIPALES FUNCIONES DE LOS PROBIOTICOS

Segun Rondon et al., (2015) las principales funciones de los probidticos son:
e Efecto hipocolesterolémico.

e Actividad antienzimética relacionada con los sistemas que producen o
activan sustancias carcindgenas (efecto antitumoral) comprobandose en
modelos animales (ratas) y en humanos que al suministrar cepas de
Lactobacillus se pueden inhibir los procesos que desarrollan tumores

malignos.

e Incrementan la utilizacion digestiva de los alimentos del hospedero a

través de la produccion enzimatica de las cepas probiodticas.

e Reducen la absorcion de sustancias toxicas como NHs, animas, indol,

mercaptanos, y sulfitos.

e Producen H202, previniendo la adhesién al epitelio intestinal de las

bacterias patdgenas.
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e Protegen contra la biotransformacion de las sales biliares en productos

toxicos y nocivos.
e Son detoxificadores de los metabolitos perjudiciales de la flora.

e Poseen una probada habilidad para promover el crecimiento y la

productividad en la ganaderia en forma perfectamente natural.

e Los probidticos son considerados como biorreguladores nutricionales e

incrementan el desarrollo y la salud animal.

e Mejoran la actividad enziméatica del hospedero por la persistencia de un

pH acido en el Tracto Gastrointestinal (TGI).

e Los acidos organicos actuan como agentes quelantes, mejorando asi la

absorcion de minerales.

e Los probioticos participan en la sintesis de vitaminas y en la predigestion

de las proteinas.

2.5. MICRO’ORGANISMOS EMPLEADOS COMO
PROBIOTICOS

Villanueva (2015) menciona que algunos de los microorganismos que han sido

utilizados como aditivos alimenticios y que han dado efectos favorables en

algunos hospedadores como la incrementacion de produccién, condicién

sanitaria y salud a nivel gastrointestinal son Bacilus cereus, Bacillus

licheniformis, Bacillus subtilis, Enterococcus faecium, Lactobacillus faciminis y

Saccharomyces cerevisiae.

2.6. MICROBIOTA INTESTINAL

Segun Pedroso y Lee (2014) la microbiota es un ecosistema complejo donde se
puede trabajar de manera factible y tranquila para que la relacion de
microorganismos-microorganismo pueda ser mas directa y posible, ya que si un

solo microorganismo decide colonizar un nicho intestinal o si solo uno decide
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atacar la fibra, la accién tendra menos oportunidad de éxito que una accién

organizada y juntos pueden un objetivo comun.

De esta manera la microbiota podria definirse como una organizacion de
microorganismos responsables de funciones especificas que de manera
benéfica cooperan con un individuo a mantener una vida con un nivel saludable
y productivo alto con un control de patégenos moderadamente elevado (Pedroso
y Lee, 2014).

2.6.1. CARACTERISTICA DE LA FLORA INTESTINAL

Quiles y Hevia (2006) menciona que en el siglo XX los estudios de la microbiota
del tracto gastrointestinal por el cientifico ruso Elie Metchnikoff (1845-1916)
definié conocimientos de microorganismos benéficos y a su vez mencioné que
los Lactobacillus pertenecientes a la flora intestinal eran indispensables para
mantener un estado idoneo de salud. Cada especie animal tiene una flora
intestinal caracteristica, dependiendo de su manejo alimentario, pero existen una
variedad de microorganismos no patdgenos que beneficiaran al buen estado del

animal, entre ellos encontramos a los Lactobacillus.

2.7. ESPECTROFOTOMETRIA

El espectrofotometro es un aparato de mucha importancia dentro del laboratorio.
Aproximadamente mas del 90% de los estudios que se realizan en Quimica
Clinica laboratorio tienen como Ultimo paso la lectura de la Densidad Optica (DO)
0 absorbancia y una transmitancia, convirtiéndose en un determinante dentro del

analisis de resultados que emite el laboratorio (Pérez et al., 2014).



CAPITULO Ill. DESARROLLO METODOLOGICO
3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

El desarrollo de esta investigacion se efectudé en la Unidad de Docencia,
Investigacion y Vinculacién del Laboratorio de Biologia Molecular de la carrera
de Medicina Veterinaria perteneciente a la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lopez” ubicada en el sitio el Limén en la
ciudad de Calceta-Manabi-Ecuador, en las coordenadas 0°49°15.35” de latitud
Sury a 80°11°01.52” de longitud Oeste, con 15 msnm (Google Earth, 2016).

3.2. CARACTERISTICAS CLIMATICAS

Las caracteristicas climaticas en el sitio El Limén, de la parroquia Calceta

ubicada en el cantén Bolivar de la Provincia de Manabi son:

Cuadro 3.1. Caracteristicas climaticas

Precipitacion media anual 953,4 mm
Temperatura media anual 26 °C
Humedad relativa 80,30%
Heliofania anual 1118,5 (horas)
Viento 1,6 m/s
Evaporacién Anual 1172,6

FUENTE: Estacion Metereoldgica de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi “Manuel Félix Lépez”
(2018).

3.3. DURACION

La presente investigacion tuvo una duracién de 24 semanas, las cuales, se
repartieron de la siguiente manera; se dedicaron 10 semanas al trabajo de
campo en laboratorio y las 14 semanas restantes fueron empleadas para la

tabulacion, organizacion y correccién de material investigativo.

3.4. FACTORES EN ESTUDIO

Cepas de Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41 Lmc).
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3.5. TRATAMIENTOS

Para la evaluacion del crecimiento de las cepas de Lactobacillus plantarum (22
Lmc y 41 Lmc) en sales biliares y la supervivencia a diferentes niveles de
temperaturas y pH controlados, se realizd de acuerdo los siguientes

tratamientos, dando como resultado:

Cuadro 3.2. Tratamientos.

EFECTO TEMPERATURA
Tratamiento 1 22 Lme 30°C
Tratamiento 2 22 Lme 37°C
Tratamiento 3 22 Lme 45°C
Tratamiento 4 41 Lme 30°C
Tratamiento 5 41 Lme 37°C
Tratamiento 6 41 Lme 45°C
EFECTO pH
Tratamiento 7 22 Lmc 7,5 (pH)
Tratamiento 8 22 Lmc 6,7 (pH)
Tratamiento 9 22 Lmc 5,0 (pH)
Tratamiento 10 22 Lmc 4,0 (pH)
Tratamiento 11 22 Lmc 3,4 (pH)
Tratamiento 12 41 Lmc 7,5 (pH)
Tratamiento 13 41 Lmc 6,7 (pH)
Tratamiento 14 41 Lmc 5,0 (pH)
Tratamiento 15 41 Lmc 4,0 (pH)
Tratamiento 16 41 Lmc 3,4 (pH)
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EFECTO SALES BILIARES
Tratamiento 17 22 Lme Aplicacién de Sales Biliares
Tratamiento 18 22 Lmc Sin aplicacion de Sales Biliares
Tratamiento 19 41Lmc Aplicacién de Sales Biliares
Tratamiento 20 41 Lmc Sin aplicacion de Sales Biliares

3.6. DISENO EXPERIMENTAL

En esta investigacion se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con
arreglo bifactorial, en el caso de la temperatura se utilizaron 6 tratamientos con
4 repeticiones; en el analisis de pH se utilizaron 10 tratamientos con 4
repeticiones y en el estudio del efecto de las sales biliares se utilizaron 4
tratamientos y 12 repeticiones, para los tres experimentos se utilizo el siguiente

modelo estadistico:
yijk =u+ Ai + Bj + ABij + gijk
yiik = Valor de pardmetro en determinacién
U = Media general
Ai = Efecto del factor A (Cepa)
Bj = Efecto del factor B (Temperatura, pH y Sales biliares)
ABj = Efecto de la interaccion de los factores Ay B
eijk = Efecto del error experimental

3.7. ADEVA

Cuadro 3.3. ADEVA para evaluar el factor temperatura.

Fuente de variacion Grados de libertad

Total 23

Factor (A) 1
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Factor (B) 2

Error experimental 20

Cuadro 3.4. ADEVA para evaluar el factor pH.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 39
Factor (A) 1
Factor (B) 4
Error experimental 34

Cuadro 3.5. ADEVA para evaluar el factor Sales biliares.

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 47
Factor (A) 1
Factor (B) 1
Error experimental 45

3.8. UNIDAD EXPERIMENTAL

Se consider6 como unidad experimental a cada cepa de Lactobacillus plantarum
(22 Lmc y 41 Lmc) y cada uno de los factores considerados en evaluacion,
siendo asi que para el factor temperatura se estudiaron 24 unidades
experimentales, para el facto de pH se analizaron 40 unidades experimentales y

para el factor sales biliares se trabajé con 48 unidades experimentales.
3.9. VARIABLES EN ESTUDIO
3.9.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

Distintos niveles de pH, temperatura y sales biliares aplicados a las cepas

Lactobacillus plantarum (22 Lmc Y 41 Lmc).
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3.9.2. VARIABLES DEPENDIENTES

Supervivencia a diferentes niveles de temperaturas, pH y a sales biliares de las
cepas de Lactobacillus plantarum.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

La variabilidad de la respuesta medible con el efecto de tratamientos fue
analizada mediante un analisis de varianza, utilizando la prueba de Tukey con
un nivel de significancia del 0,05; los datos se analizaron con el paquete
estadistico Infostat (2015).

3.11. PROCEDIMIENTO

3.11.1. AMBIENTACION DEL LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR

Se limpi6 el laboratorio de Biologia Molecular utilizando desinfectantes para

suelo y mesas, luego se procedié a desinfectar otros materiales y lugar de

trabajo, esterilizando con alcohol. Cabe recalcar que cada lugar de trabajo fue

esterilizado cada vez que se iba a trabajar.

3.11.2. ACTIVACION DE LAS CEPAS DE Lactobacillus plantarum (22 Lmc
& 41 Lmc)

Las cepas de Lactobacillus plantarum se cultivaron en Caldo MRS (MAN,

ROGOSA and SHARPE) para cada uno de los tratamientos en estudio para

verificar la supervivencia de ambas cepas a diferentes niveles de temperatura,

pH y su crecimiento en sales biliares, utilizando 5,22 g de Caldo Lactobacilli MRS

en 100 ml de agua destilada, segun lo estipulado en estudios de Lactobacillus

realizados por Sanchez et al., (2011).

3.11.3. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVOS Y SIEMBRA DE
BACTERIAS

Para la preparacion de los medios de cultivos se utilizd Lactobacilli MRS Agar,

utilizando 4,3 g del mismo en 100 ml de agua destilada. Luego para la siembra

de las cepas se tom6 200 pl del agar y se dej6 desarrollar durante 48 horas post-

activacion las cepas aisladas obtenidas de los cerdos criollos que reposan en las
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cajas de crioconservacion del Laboratorio de Biologia Molecular de la ESPAM
“MFL”.

Para el medio de cultivo preparado con Lactobacili MRS Agar, una vez
homogenizado se colocé el agar en tubos de ensayo con las cepas aisladas y
cada tubo se rotul6 para ser debidamente identificado. Para cada tubo sembrado
se le afiadio 4,5 ml de medio Lactobacili MRS Agar, los cuales fueron

preparados en matraces de 100 ml.

3.11.4. EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA DE CEPAS DE
Lactobacillus plantarum (22 Lmc & 41 Lmc) A DIFERENTES
NIVELES DE TEMPERATURA

Para las pruebas de supervivencia se utilizé6 3 tubos, uno por cada cepa de

Lactobacillus plantarum con distintos niveles de temperatura (30°C, 37°C y

45°C); a los cuales se les realiz6 cuatro repeticiones a cada nivel, obteniendo un

total de 12 unidades experimentales para cada cepa.

Para mantener los niveles de temperatura se utiliz6 el ambiente, autoclave y
estufa y se introdujo en la incubadora de CO2 cada una de las cepas con sus
respectivos niveles de temperatura durante un lapso de 24 - 48 horas. Luego de
esto se midid los resultados mediante el espectrofotometro por medio de

densidad 6ptica a una Longitud de Onda de 560 nm con un factor de 0,9.

3.11.5. EVALUACION DE SUPERVIVENCIA DE CEPAS DE Lactobacillus
plantarum (22 Lmc & 41 Lmc) A DIFERENTES NIVELES DE pH
Para las pruebas de supervivencia de pH se utilizé 5 tubos por cada cepa de
Lactobacillus plantarum cada uno de los niveles de pH distintos (7,5 - 6,7 - 5,0 -
4,0 - 3,4), alos cuales se les realiz6 cuatro repeticiones a cada uno de los niveles,

lo que dio un resultado de 20 unidades experimentales para cada cepa.

Para mantener y para medir los niveles de pH deseados se utiliz6 Hidréxido de
Sodio (NaOH) para elevar al pH y para bajarlo se utilizé Acido Clorhidrico (HCI),
los cuales fueron medidos con el potenciometro y se procedio a colocar en la
autoclave para esterilizar el medio y se introdujo en la incubadora de CO: cada
una de las cepas durante un lapso de 24- 48 horas. Luego de esto se midi6 los
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resultados mediante el espectrofotometro por medio de densidad éptica a una

Longitud de Onda de 560 nm con un factor de 0,9.

3.11.6. EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE CEPAS DE Lactobacillus
plantarum (22 Lmc & 41 Lmc) EN SALES BILIARES

Se utilizé 135 ml del medio Lactobacilli MRS Agar al cual se agreg6 0,4 g de

sales biliares (Oxgall al 0,3%), donde se dej6 reposar durante 48 horas. Seguido

de esto se volvié a emplear 135 ml del medio Lactobacilli MRS Agar, esta vez

sin agregar sales biliares y se envi6 a la autoclave durante 15 minutos a 121°C

y después de realizado este procedimiento se sembro las cepas dentro del medio

y se dejo refrescar con pase de 24 horas.

Después de las 24 horas post-sembrado se centrifugé a 6000 RPM, luego de
esto se retiré el sobrenadante y se obtuvo el pelet. Una vez obtenido el pelet se
llevéo mediante azas a los tubos con sales biliares a una dilucion de 1+9 que es
igual a 0,1 de in6culo méas 0,9 del medio Lactobacilli MRS Agar y se procedi6 a
distribuir el diluido a cada tubo de ensayo. Luego de esto se midio los resultados
mediante el espectrofotometro por medio de densidad éptica a una Longitud de
Onda de 560 nm con un factor de 0,9 a las 3 horas y 6 horas, para medir el

crecimiento en sales biliares.

3.11.7. VISUALIZACION DE RESULTADOS MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRO

Se midi6 mediante Densidad Optica (DO) con el espectrofotémetro de marca
JENWAY 6305. Se procedi6 a encender el espectrofotometro 15 minutos antes
de sacar las cepas de la incubadora de CO: para calibracion interna
(automéaticamente). Pasado los 15 minutos se procedié a la calibracion manual
gue consistié en mover el rango de Longitud de Onda a 560 nm con un factor de
0,9. Seguido a esto se tomd una cubeta plastica en la cual se llevé la muestra al

espectrofotometro donde se calibro la tolerancia al 100%.

3.12. TECNICA ESTADISTICA

Los datos analizados con el paquete estadistico Infostat (2015) se plasmaron en

tablas y gréaficos de barras y lineas de tendencia.
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3.12.1. EVALUACION DE LAS CEPAS

El resultado del calculo de una muestra debe considerarse como orientativo, ya
que se fundamenta en supuestos que pueden ser incorrectos y que, en el
momento de introducirlos numéricamente en las formulas, afectan la viabilidad
del estudio, el costo y hasta los aspectos éticos. Por otro lado, un estudio con
una muestra insuficiente, puede afectar la precision y la sensibilidad para
detectar diferencias entre los grupos y conducir a conclusiones falsas (Argimon,
2000 citado por Aguilar, 2005).



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION DE SUPERVIVENCIA DE CEPAS DE
Lactobacillus plantarum (22 Lmc & 41 Lmc) A DIFERENTES
NIVELES DE TEMPERATURA

Como se puede observar en el cuadro 4.1. y gréficos 4.1.a. y 4.1.b., a las 24

horas post-incubacién no existe diferencia significativa entre las cepas (p>0,05).

Con lo que se puede analizar un mismo patrén de tendencia en éstos resultados.

Sin embargo, se puede apreciar que las bacterias de la cepa 22 Lmc presentaron

una mayor densidad optica de 1,77 a las 24 horas. Mientras que a las 48 post-

incubacion horas se observo que las cepas difieren estadisticamente (p<0,05) y

gue la cepa 22 Lmc presenta mayor densidad optica con 1,90 sobre la cepa 41

Lmc.

Lo anteriormente citado respalda lo mencionado por Sanchez et al., (2015)
donde explica que las cepas de Lactobacillus obtenidas del tracto intestinal de
terneros neonatos tienen caracteristicas fenotipicas que distinguen las bacterias
acido lacticas de otros microorganismos como bacilos Gram-positivos, catalasa
negativa y anaerobios facultativos. Al someterse a las temperaturas de 30°C,
37°C y 45°C, se observo un desarrollo bacteriano favorable a la investigacion
ademés de demostrar una capacidad de mayor rendimiento en células viables

entre 9,3-10 log UFC/ml a una temperatura de 37°C.

El calentamiento previo a la utilizacion de Lactobacillus plantarum no interviene
negativamente en el normal funcionamiento de éste como un aditivo, al contrario
se puede observar como la actividad del probiético como tal, aumenta al ser
calentado previamente. Algunas de las bacterias acido lacticas, debido a su bajo
peso molecular, hace que la estabilidad térmica sea una propiedad comun e
importante en las bacteriocinas de las BAL ya que los compuestos utilizados
como bioconservantes en alimentos suele requerir calentamiento previo y

preservacion a bajas temperaturas (Zapata et al., 2009).

Jurado et al., (2014) menciona en un estudio de determinacion in vitro de la

accion probidtica de Lactobacillus plantarum sobre Yersinia pseudotuberculosis
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aislada de Cavia porcellus muestra termotolerancia de las cepas de L. plantarum

a temperaturas de entre 38 y 45°C, sin afectar en lo particular su crecimiento.

Cuadro 4.1. Datos de la medicién por densidad dptica de las Cepas de Lactobacillus plantarum a las 24 y 48 horas
de cultivacion con la aplicacion de los diferentes niveles de temperatura (ver anexo 8-A'y 8-B).

DENSIDAD OPTICA (DO) DE 560 (nm)

CEPAS
TEMPERATURA 24 HORAS 48 HORAS
30°C 1,40 A 182 A
22 Lmc 37°C 1,75 CD 1,89 A
45°C 1,77 CD 1,90 A
30°C 1,48 AB 1,72 A
41 Lmce 37°C 1,58 BC 1,72 A
45°C 1,72 CD 1,75 A
Error Estandar: 0,04 0,06
Valor de Probabilidad: 0,009 0,844
1,90
&
& 1,80
p —0
E 170
o
o
v 160
g8
2 2150
e 1,40
N}
]
g 1,30
e
3 1,20
25 30 35 40 45 50

Temperatura (°C)

=0—22LMC 41LMC

Grafico 4.1.a. Tendencia de Datos de la medicion por densidad éptica de las Cepas de Lactobacillus plantarum a

las 24 horas de cultivacion con la aplicacion de los diferentes niveles de temperatura.
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Grafico 4.1.b. Tendencia de Datos de la medicién por densidad dptica de las Cepas de Lactobacillus plantarum a
las 48 horas de cultivacién con la aplicacién de los diferentes niveles de temperatura.

42 . EVALUACION DE SUPERVIVENCIA DE CEPAS DE
Lactobacillus plantarum (22 Lmc & 41 Lmc) A DIFERENTES
NIVELES DE pH

En el cuadro 4.2. y grafico 4.2.a. y 4.2.b., se puede observar que los tratamientos

aplicados a la cepa 22 Lmc y 41 Lmc con pH correspondientes a 3,4 - 4,0 - 6,7 -

7,5 no difieren estadisticamente entre si a las 24 y 48 horas post-incubacion, es

decir, no existe diferencia significativa entre los tratamientos (p>0,05). Sin

embargo, se puede apreciar que el tratamiento aplicado con un pH de 5,0 a la
cepa 22 Lmc a las 24 horas post-incubacion si difiere estadisticamente con los
otros niveles con excepcion del tratamiento de pH de 3,4; mientras que en la

cepa 41 Lmc ademés del pH 3,4 interfiere también con el pH de 7,5 (p<0,05).

A las 48 horas después de incubar se observé que los tratamientos aplicados a
la cepa 22 Lmc si difieren estadisticamente con el tratamiento aplicado con pH
correspondiente a 5,0 de los demas tratamientos (p<0,05), mientras que el
tratamiento con el mismo nivel de pH aplicado a la cepa 41 Lmc si difieren
estadisticamente con el pH 4,0 y 6,7 (p<0,05). Sin embrago, se puede apreciar
gue las bacterias de la cepa 22 Lmc a la cual se le aplico el tratamiento de pH
de 4,0 presentaron mayor densidad 6ptica de 2,30 a las 24 horas y 3,23 a las 48

horas sobre los otros tratamientos de la misma cepa y de la cepa 41 Lmc.
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Este resultado es opuesto a los arrojados por Zapata et al., (2009), donde alegan
gue la actividad antimicrobiana del Lactobacillus plantarum tiene un mayor
desarrollo y funcionamiento de su actividad frente a microorganismos patégenos
a pH de entre 3,6-5,4 con una maxima actividad a un pH de 4,2 y se reduce su

actividad antimicrobiana a pH mayores a 6,0.

Ademas el autor citado anteriormente deduce que estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Gonzélez et al.,, (1994) quienes reportaron que la
plantaricina C producida por cepas de Lactobacillus plantarum pierde su
actividad a pH alcalino. Resultados parecidos se han encontrado en algunas
sustancias antimicrobianas producidas por otras cepas de Lactobacillus y
Lactococcus.

Cuadro 4.2. Datos de la medicién por densidad optica de las Cepas de Lactobacillus plantarum a las 24 y 48 horas
de cultivacion con la aplicacién de los diferentes niveles de pH (ver anexo 9-Ay 9 B).

DENSIDAD OPTICA DE 560 (nm)

CEPAS
pH 24 HORAS 43 HORAS
75 210 C 348 E
6,7 215 C 3,20 CDE

22 LMC 5,0 1,30 AB 2,45 AB
4,0 230 C 3,23 CDE
34 2,00 BC 3,33 DE
75 1,68 ABC 2,38 AB
6,7 2,00 BC 2,75 BC

41LMC 5,0 1,20 A 220 A
4,0 220 C 2,85 BCD
34 1,85 ABC 2,73 ABC

Error Estandar: 0,16 0,11

Valor de Probabilidad: 0,002 0,007




Densidad éptica (DO) 560 nm a las 24 horas
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Grafico 4.2.a. Tendencia de Datos de la medicion por densidad dptica de las Cepas de Lactobacillus plantarum a las
24 horas de cultivacién con la aplicacion de los diferentes niveles de pH.

Densidad éptica (DO) 560 nm a las 48 horas
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Grafico 4.2.b. Tendencia de Datos de la medicion por densidad dptica de las Cepas de Lactobacillus plantarum a las
48 horas de cultivacion con la aplicacion de los diferentes niveles de pH.
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43. EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE CEPAS DE
Lactobacillus plantarum (22 Lmc & 41 Lmc) EN SALES
BILIARES

Como se puede observar en el cuadro 4.3. y gréaficos 4.3.a. — 4.3.b.,alas 3y 6
horas post-incubacion no existe diferencia significativa entre la cepa 22 Lmc y
las cepas de control (22 Lmc y 41 Lmc sin presencia de sales biliares), mientras
gque la cepa 41 Lmc con presencia de sales biliares si interfieren
estadisticamente, mostrando una diferencia altamente significativa (p<0,05). Sin
embargo, se puede apreciar que las bacterias de la cepa 41 Lmc con presencia
de sales biliares presentaron mayor densidad éptica de 0,72 a las 3 horas y de
0,83 a las 6 horas post-incubacién lo que podria indicar que hubo crecimiento en

sales biliares.

Las sales biliares representan moléculas que poseen un extremo hidrofilico, es
decir, que es soluble en agua y otro que es hidréfobo, lo cual significa que
rechaza el agua (anfipaticas) las cuales actian a nivel de membrana celular y en
la estructura del ADN de los microorganismos. La concentracion estimada de
sales biliares en el ser humano es de aproximadamente 0,3%, mientras que en
el tracto intestinal de los terneros y otros monogastricos se desconocen las
concentraciones. Se reporta que la resistencia a las sales varia entre bacterias

acido lacticas y cepas de la misma especie (Sanchez et al., 2015).

El resultado obtenido en la caracterizacion de las cepas de Lactobacillus
plantarum (22 Lmc y 41 Lmc) es opuesto a los arrojados por Sanchez et al.,
(2015), donde alegan gue las cepas sometidas a concentraciones de 0,3% de
Oxgall, resistieron este tratamiento; ademas aseveran que se obtuvieron
resultados mayores al ser medidos por densidad Optica a las 6 horas de
tratamiento y, mientras se extendio el tiempo por un lapso de 24 horas resultaron
resistentes a esta concentracién en las pruebas in vitro realizadas, donde se

obtuvo valores 0,9-2 DO al ser medidas en el espectrofotometro.

Ademas el mismo autor deduce que un factor benéfico que actu6 de manera
favorable en la sobrevivencia de estos microorganismos in vivo en el tracto

gastrointestinal es la presencia de alimentos, ya que estos microorganismos
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pueden no estar expuestas a las sales biliares y de esta forma la toxicidad sobre

las membranas se podria evitar.

Cuadro 4.3. Datos de la medicion por densidad optica de las Cepas de Lactobacillus plantarum a las 3y 6 horas de
cultivacién con/sin la aplicacion de sales biliares (ver anexo 10-Ay 10-B).

DENSIDAD OPTICA DE 560 (nm)

CEPAS
SALES BILIARES 3 HORAS 6 HORAS
22 Lme Presencia 042 A 0,56 A
22 Lmc Ausencia 0,38 A 0,53 A
41 Lmec Presencia 0,72 B 083 B
41Lmc Ausencia 045 A 0,55 A
Error Estandar: 0,02 0,02
Valor de Probabilidad: <0,001 <0,001
» 090 0,83
o
S 0,80
-
(-]
> 0,70
o
8 0,60
©
€ 0,50
c
8 0,40
un
8 0,30
S o020
2
0 0,10
]
(1}
2 0,00
S 3 Horas 6 Horas
e Tiempo

B 22 LMC CON SALES BILIARES 41 LMC CON SALES BILIARES

Grafico 4.3.a. Tendencia de Datos de la medicion por densidad dptica de las Cepas de Lactobacillus plantarum a las
3y 6 horas de cultivacién con la aplicacién de sales biliares.
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Grafico 4.3.b. Tendencia de Datos de la medicion por densidad dptica de las Cepas de Lactobacillus plantarum a las
3y 6 horas de cultivacion sin la aplicacién de sales biliares (Oxgall al 0,3%).



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

En la investigacion realizada se obtuvo que las cepas de Lactobacillus plantarum
presentan similitud en crecimiento frente a diferentes niveles de temperatura
controlados de las cepas medido por densidad éptica a las 24 y 48 horas donde
las cepas 22 Lmc y 41 Lmc tuvieron un mayor desarrollo en temperaturas de
45°C. Pero por los indices calculados y las frecuencias que se obtuvieron en la
poblacién de crecimiento de ambas cepas de Lactobacillus plantarum, se puede
manifestar que son bacterias que toleran temperaturas de entre 30°C a 45 °C sin

alterar su proliferacion.

En la supervivencia a pH de las dos cepas estudiadas, se encuentra que ambas
cepas tienen un buen desarrollo en pH de 3,4 - 40 - 6,7 - 7,5 donde su
crecimiento fue mayor tanto a las 24 como a las 48 horas, teniendo un pico mas
elevado en un pH de 4,0; mientras que en un pH de 5,0 hubo escaso desarrollo

comparado con los otros niveles segun lo medido mediante el espectrofotometro.

Las cepas estudias al ser observadas por Densidad Ootica se pudo divisar que
tuvieron aparentemente un buen desarrollo en la presencia de sales biliares,
destacandose mas el tratamiento 19 de la cepa 41 Lmc en los tratamientos sobre
la cepa 22 Lmc a las 3y 6 horas respectivamente, lo que podria indicar que hubo
un 6ptimo crecimiento en sales biliares e inclusive un mayor desarrollo con la

presencia de dichas sales.
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5.2. RECOMENDACIONES

Comparar con diferentes trabajos de investigacion, las variables y diferentes
niveles aplicados en diferentes cepas de Lactobacillus de cerdos criollos en
diferentes condiciones de manejo y medio ambientales, con el fin de caracterizar
y obtener un buen uso de éstas y otras bacterias como aditivos en

suplementacion animal.

Llevar un control de manejo sanitario en el aislamiento de bacterias que son
utilizadas como probidticos en la produccion animal, ya que podrian

desencadenar desérdenes en el normal funcionamiento de organismo animal.

Fomentar la formacion de una asociacion de productores de animales de
produccion para la elaboracion e investigacion de nuevo aditivos y/o probidticos
para el consumo de los operarios de productos derivados de animales

domésticos de campo.

Realizar comparaciones de estudios y extender los mismos sobre las

caracterizaciones de cepas con potenciales probioticos presentes en Ecuador.
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Anexo 1. Formato de Guia de practicas en Laboratorio de Biologia Molecular



Anexo 2-A. Caja de Crioconservacion de Cepas de Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41 Lmc)
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Anexo 2-B. Caja de Crioconservacion de Cepas de Lactobacillus plantarum (22 Lmc y 41 Lmc)
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Anexo 3-B. Preparacion de Lactobacilli MRS Agar para la activacion de las cepas
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Anexo 4-A. Aplicacién de los niveles de pH establecidos

Anexo 4-B. Aplicacién de los niveles de pH establecidos
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Anexo 5. Esterilizacion del medio de cultivo Lactobacill MRS Agar

41




Anexo 6. Incubacion de las bacterias en CO2

Anexo 7. Observacion mediante Densidad Optica (DO) a 560 (mn)
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Densidad Optica a 24 Horas

Variable N E* R* A] CV
Densidad Cptica & 24 Horas.. 24 0,83 0,78 4,53

Coadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
Mcdela. 0,48 5 0,10 17,73 <0,0001
Cepa 0,01 14,01 2,26 0,1502
Temparatura 0,40 2 0,20 37,24 <0,0001
tepa*Temparatura 0,06 2 0,03 5,94 Q,0104
Errcr 0,10 18 4,01
Total 0,57 23

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,06250
Error: 00,0084 gl: 18

Cepa Medias n E.E.

41LMC 1,80 12 0,02 &

22 IMC 1,04 12 0,02 A

Madizz con uns lstre comin no son significstivaments difsrentss (p > 0

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS5=0,09358
Error: 00,0054 gl: 18

o

Temparatura Medias n E.E.

30° 1,44 & 0,03 &
37° 1,67 & 0,03 B
45° 1,74 § 0,03 B

Madizz con uns lstre comin no son significstivaments difsrentss (p > 0

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,16480
Error: 00,0054 gl: 18

o

Cepa Temparatura Medias n E.E.

22 IMC 30° 1,40 4 0,04 R

41LMC  30° 1,468 4 0,04 A E

41LMC  37° 1,59 4 0,04 B C
41IMC 457 1,72 4 0,04 C D
22 IMC 37° 1,75 4 0,04 D
22 LMC 45° 1,77 4 0,04 D

Medizz con uns lstra comin no son significstivaments diferentes (p > 0,

Anexo 8-A. Andlisis de Varianza del factor Temperatura a las 24 horas.
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Densidad Optica a 48 Horas

Variakle H E®* ER=®= Rj CW
Densidad Optica & 48 Horss.. 24 0,32 0,13 6,88

Cnadro de Analisis= de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC 0 gl (| F o—valor
Modelo. 0,13 5 0,03 1,88 0,18956
Cepa 0,11 1 0,11 7,20 00,0152
Temparatura 0,01 =2 0,01 40,35 00,7071
Cepa*Tenparatura 0,01 2 2,9E-03 0,19 O,E82ZE1
Error 0,28 18 0,02
Total 0,40 23

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,10&632
Errogr: 0,014 gl: 18

Cepa Medizs n E.E.

41LMC 1,73 12 0,04 &L

22 LMC LB7 12 0,04 E

Madizs con unz lestre comin no son significativements difsrentes (o > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,15818
Error: 00,0154 gl: 18

a,.01
Temparatura Medias n E.E.

30° 1,77 B 0,04 &
37° 1,8 E 0,04 &
45" 1,8 E 0,04 A

Msdizs con uns letra comin no son significativaments difsrentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,27856

Errorr 0,0154 gl: 18

W L

Cepa Temparatura Medias n E.E.
411LMC 37" 1,73 4 0,086 4
411LMC 30° 1,73 4 0,086 &
411LMC 45" 1,75 4 0,06 4
22 LMC 30° 1,8 4 0,06 L
22 LMC 37° 1,8 4 0,06 L
22 LMC 45° 1,90 4 0,06 4L

Msdizs con uns letre comin no son significativaements difsrentes (p > 0.05)

Anexo 8-B. Andlisis de Varianza del factor Temperatura a las 48 horas.
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Analisis de la warianEza

Densidad Optica a 24 Horas

Variskble ] E* R® A CW
Den=zidad Cptica a 24 Heras.. 40 0,82 0,51 1e6,49E8

Cnadro de Analisi= de la Varianza (SC tipo IITI)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelc. 5,08 9§ 0,56 5,55 0,0002
Cepa 0,34 1 0,34 3,33 0,0779
oH 4,60 4 1,15 11,31 <0,0001
Cepa*pH 0,14 4 0,04 0,35 0,8394

Errcr 3,05 30 0,10
Total B,13 39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,20587
Error: 0,1016 gl:r 30

Cepa Mediaz n E.E.

41 LMC 1,7% 20 0,07 &

22 LMC 1,97 20 0,07 &

Medizs con una letra comin no son sigrificativamants difsrantes (p > 0,.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,46231
Error: 0,1016 gl: 30
pH Medias n E.E.

5,00 1,25 B 0,11 &
7,50 1,83 & 0,11 E
3,40 1,92 & 0,11 E
6,70 2,08 & 0,11 B
4,00 2,25 & 0,11 B

Madias con uns lstre comin no son significativaments difsrentss (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,7688%
Error: 00,1016 gl: 30
Cepa cH Hedlas n E.E.

341 IMC 5,00 1,20 & 0,16 &

22 LMC 5,00 1,30 4 0,16 L B

41 1MC 7,50 1,65 4 0,16 A B C
41 1MC 3,40 1,85 4 0,16 A B C
22 LMC 3,40 2,00 4 0,16 B C
41 IMC 6,70 2,00 4 0,16 B C
22 LMC 7,50 2,10 4 0,14 C
22 LMC §,70 2,15 4 0,16 C
41 LMC 4,00 2,20 4 0,16 C
22 LMC 4,00 2,30 4 0,16 C

Msdi=ss con uns lstrs comun no son significativemsnts difsrsntss (o > 0.05)

Anexo 9-A. Andlisis de Varianza del factor pH a las 24 horas.
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Densidad Optica a 48 Horas

Variakle H E® ER*® L5 CV
Densidad Cptica a 48 Horas.. 40 0,82 a,76 7,90

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CM F p—-valor

Modele. 6,85 9 0,7e 14,95 <0,0001
Cepa 3,08 1 3,08 60,50 <0,0001
rH 2,90 4 0,72 14,23 <0,0001
Cepa*pH 0,87 4 0,22 4,2ZBE 00,0074
Errcr 1,53 30 0,05

Total B,3B 39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,14573
Error: 00,0809 gl: 30

Cepa Medias n E.E.

41 LMC 2,58 Z0 0,05 &

22 LMZ 3,14 20 0,05 E

Medias con uns lstra comin no son significstivaments difsrentss (p > §0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,32726
Error: 00,0809 gl: 30

P EE =

cH Medias n E.E.
5,00 2,33 E O0,0B &~
7,50 2,93 B 0O,0EB B
&, 70 Z,9B B 0O,0EB B
3,40 3,03 B 0O,0EB B
4,00 3,04 E 0,0EB B
Msdiss con uns lstrae comin no son significativamsnts difsrentss (o > 0,.05)

Test:Tukey Alfa—D 05 DMS=0,32726
Error: 0,009 gl: 30

pH Media= n E E.

5,00 2,33 E O0,0B L

T.50 2,93 g 0,08 B

&, 70 Z, 9B g 0,08 B

3,40 3,03 g 0,08 B

1,00 3,04 g 0,08 B

Msdias con uns lestre comin no son significativamsents difsrentss (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa—D 05 DMS=0,54428

Error: 0,009 gl: 30

Cepa cH Hedlas n E.E.

41 ILMZ 5,00 2,20 4 0,11 &

41 ILMZ 7,50 2,38 4 0,11 2 E

22 1LMC 5,00 Z,45 4 0,11 » E

41 LMT 3,40 2,73 4 0,11 » B C

41 LMT &,70 2,75 4 0,11 E

41 LMT 4,00 2,85 4 0,11 E © D

22 1LMC 8,70 3,20 4 0,11 C D E
22 LMZ 4,00 3,23 4 0,11 C D E
22 LMC 3,40 3,33 4 0,11 I E
22 ILMCZ 7,50 3,48 4 0,11 E

Msdias con uns lstre comin me son significativements difsrentss (p > 0.05)

Anexo 9-B. Andlisis de Varianza del factor pH a las 48 horas.



Tratamiento a 3 horas

Variable N R* R®* A& CW
Tratamientc & 3 horas 48 0,76 0,75 15,88

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S gl CH F p-valor
Modele. 0,86 3 0,29 46,81 <0,0001
Cepa 0,42 1 0,42 09,58 < ;ggﬂl
Sales piliares 0,26 1 0,28 46,08 <0,0001
Cepa*3ales biliares 0,15 1 0,15 24,7e <0,0001
Errcr 0,27 44 0,01
Total 1,12 47

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,04540
Error: 0,008l gl: 44

Cepa Medizs n E.E.

22 LMC 0,40 24 0,02 A

41 IMC 0,59 24 0,02 B

Mediaz con una lstra comin no son significativaments diferentss (p » 0,

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,04540

Error: 0,006l gl: 44
Sgales biliares Medias n
S5in sales biliares 0,41 2
2

Con sales biliares 0,57

E.
d,
0,

4
: B

Mediaz con una lstra cemin no son significativaments diferentss (p » 0,

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,08506
Error: 0,008l gl: 44

o

Cepa S5ales biliares Medias n E.E.

22 IMC 5in ssles piliares 0,38 12 0,02 A

22 LMC Con ssles piliares 0,42 12 0,02 &

4] LMC 53in sales piliares 0,45 12 0,02 &

4] IMC Con sales bpiliares 0,72 12 0,02 B

Mediasz con una lstra comin no son significativaments difsrentss (p » 0,05)

Anexo 10-A. Analisis de Varianza del factor Sales Biliares a las 3 horas.
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Tratamiento a 6 horas

Variable ¥ ER® R*® A7 CVW
Tratamientc a2 & heoras 48 0,69 0,87 13,75

Cnadro de Analisis de la Varianza (S5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,71 3 0,24 32,683 <0,0001
Cepa 0,24 1 0,24 33,41 <0,0001
Sales kbiliares 0,26 1 0,28 35,13 «<0,0001
Cepa*5ales biliares 0,18 1 0,18 25,35 <0,0001
Errcr 0,32 44 0,01
Total 1,03 47

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,04954
Error: 0,0072 gl: 44

Cepa Mediaz n E.E.
22 IMC 0,55 24 0,02 &4
41 IMC 0,89 24 0,02 E

Medizs con unz lstra comin no son significastivaments diferentss (p > 0.05)

Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=0,04954
Error: 0,0072 gl: 44

Sales pbiliares Medias n E.E.
S5in sales biliares 0,54 24 0,02 &2
Con sales biliares 0,70 24 0,02 B

Msdizs con uns lstra comin no son significativemsnts difsrsntss (o > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0,05 DM5=0,09281
Error: 0,0072 gl: 44

W

Cepa Sales pilisres Medias n E.E.

22 IMC 5in sales piliares 0,53 12 0,02 &

4] IMC 3in sales biliares 3;55 12 0,02 &

22 IMC Con sales biliares 0,56 12 0,02 &

4] IMC Ccn sales piliares D;J 12 0,02 B

Msdizs con una lstre comin no son significativamsnts difsrsntss (p » 0,.05)

Anexo 10-B. Analisis de Varianza del factor Sales Biliares a las 6 horas.



