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RESUMEN
Introduccidn: Hoy en dia las enfermedades gastrointestinales son una de las principales causas
de consulta médica; causadas por bacterias, virus, parasitos entre otros. Los probiéticos confieren
un beneficio a la salud del hospedador, en diversas enfermedades como diarrea, sindrome de
intestino irritable, estrefiimiento, gastritis, colitis, etc.
Objetivo: Evaluar la capacidad probidtica de 4 bacterias &cido lacticas (Lactobacillus plantarum,
L. paracasei, L. brevis y L.casei) aisladas del pulque a través de pruebas de funcionalidad
(lisozima, &cido clorhidrico, sales biliares y superoxidacion) para ser usados en el desarrollo de un
alimento con bacterias encapsuladas.
Metodologia:. Se realizaron pruebas de cinética microbiana de las bacterias y pruebas de
funcionalidad in vitro; las cepas fueron expuestas a lisozima, pH, sales biliares y superoxidacion,
en diferentes tiempos relizando conteo de UFC/ml y absorbancia. Posteriormente las bacterias
fueron encapsuladas con alginato de sodio, se sometierdn a diferentes concentraciones de pH 'y
sales biliares; para la elaboracion de un alimento como propuesta de alimento funcional.
Resultados: En la cinética microbiana, L.casei logré un tiempo de duplicacién(Td) de 66 min con
una r? 0.98, siendo la cepa con mayor crecimiento. La resistencia a la lisozima las 4 bacterias
presentaron una resistencia del 85 %, mientras que en un pH 2.08 L.brevis mostro una resistencia
de 2 log UFC/ml (p<0.05), y en sales biliares en concentracion de 0.3 % mostro resistencia de 4
log UFC/ml (p<0.05). L.brevis fue la bacteria mas resistente en todas las concentraciones.
Conclusion: Las cepas mostraron habilidad para sobrevivir a las condiciones gastrointestinalaes
de lisozima, pH acido, sales biliares y peroxido de hidrdgeno. La encapsulacién incremento
significativamente las pruebas de estabilidad y viabilidad de los microorganimos probioticos.

Palabras claves: alimento, encapsulacion, enfermedades gastrointestinales, probidticos, pulque.
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INTRODUCCION

Hoy en dia, las enfermedades gastrointestinales son una de las primeras causas de consulta
médica y tambien una de las primeras causas de muerta en México, s por eso que se consiera un
gran problema de salud ya que afecta a personas de cualquier edad; éstas se transmiten de manera
fecal-oral, consumo de agua y alimentos contaminados. Las enfermedades gastrointestinales
infecciosas son causadas por bacterias (Escherichia coli y Salmonella ssp), parasitos (Gardia
lamblia y amibas) y virus (Rotavirus y virus Norwalk) entre otros (Hernandez, Aguilera & Castro,
2011). Por dicha razon la mayoria de los gastroenterdlogos recomiendan el consumo de probidticos
gue son; microorganismos vivos que confieren un beneficio a la salud del hospedador cuando se
administran en cantidades adecuadas (WGO, 2011). El consumo de probidticos puede prevenir o
ser util en el tratamiento de diversas enfermedades, como en la enfermedad hepética, pancreatitis
aguda, pacientes en cuidados intensivos y en el metabolismo de lipidos, pero particularmente en
enfermedades gastrointestinales, como gastroenteritis, diarrea asociada a antibidticos, sindrome de
intestino irritable, estrefiimiento, gastritis y colitis; tanto en adultos como en nifios (Olveira &
Gonzaléz, 2007;Giradin & Seidman, 2011).

Aungue la microbiota intestinal puede ser alterada por la dieta, estilo de vida, genética y el
uso de antibidticos, los probiéticos mejoran el equilibrio nutricional y microbiol6gico del tracto
gastrointestinal (TGI), en donde entregan sus componentes bioactivos en los sitios diana del TGl,
y asi puden se capaces de mejorar la salud del hospedero y ayudar en el tratamiento de las
enfermedades gastrointestinales (Penner, Fedorak & Madsen, 2005; Islam, 2016).

Los beneficios de los probidticos dependen de la proliferacion en el tracto gastrointestinal,
ya que deben de ser capaces de sobrevivir a diversos factores como; presencia 0 ausencia de
oxigeno, medio ambiente &cido, interaccion entre otras bacterias, produccion de peréxido de

hidrogeno por metabolismo microbiano, y concentracion de sales biliares (Mohammadi et al.,
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2011). Es por eso que nuestro objetivo se enfoca en que las bacterias sean capaces de resistir a
pruebas de funcionalidad (lisozima, pH, sales biliares y peroxido de hidrogeno), para usarlas en el
desarrollo de un alimento con cuatro bacterias encapsuladas. Por otro lado la encapsulacion es una
tecnologia que envuelve y cubre a los probidticos con una matriz sin que exista exposicion
superficial al medio externo; para asi mejorar su liberacion y eficacia en el tacto gastrointestinal

(Pérez, et al., 2013).
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CAPITULO | ANTECEDENTES GENERALES
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La microbiota del tracto gastrointestinal desempefia un papel importante en la absorcion
eficiente de nutrientes para lograr una adecuada salud humana, por lo que es necesario que exista
un equilibrio 6ptimo entre la microbiota intestinal y el hospedador. En determinadas circunstancias
la dieta, edad y etapas de la vida pueden ocasionar un desequilibrio con una colonizacién de
bacterias patogenas ocasionando enfermedades gastrointestinales como, sindrome de intestino
irritable, diarrea, colitis, estrefiimiento, etc. (Biplap & Narayan, 2014)

Las enfermedades gastrointestinales son una de las principales causa de consulta médica y
de muerte en México y en el mundo, por lo cual se considera un problema de salud publica a nivel
mundial que afecta en cualquier etapa de vida y condicién social, siendo los grupos mas
vulnerables nifios y ancianos (Cortez, Arreola & Escarpulli, 2011). La Organizacion Mundial de
la Salud en el 2011 estimo que cada afio se presentan 1,500 millones de muertes en paises en vias
de desarrollo, mientras que en México, segun la Secretaria de Salud 2001, los estados con mayor
incidencia de enfermedades gastrointestinales ocasionados por bacterias o parasitos son Chiapas,
Oaxaca, Guanajuato, Veracruz, Puebla y Ciudad de México (Hérnandez, Aguilera & Castro, G,
2011).

El consumo de probioticos en enfermedades gastrointestinales ha logrado modificar la
microbiota y actuar contra bacterias patdgenas, ya que los mecanismos de accion de los probioticos
produce alteraciones en la microbiota intestinal, refuerzo de la barrera intestinal, evita
translocacién bacteriana, y produce inmunomodulacién (Manrique et al., 2014). Se ha demostrado
que el consumo de probidticos es benéfico para la salud, ya que disminuye el ndmero de
microorganismos patdgenos gastrointestinales, reduce malestar estomacal, flatulencia y mejora la

regularidad intestinal (Huang,Wang & Hu, 2016).
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Los probidticos son considerados microorganismos vivos que cuando se administran en
cantidades adecuada constituyen un beneficio para la salud en el hospedero, logrando beneficios
en enfermedades gastrointestinales, hepaticas, pacientes en cuidados intensivos y mala absorcion
de lacteos (Valdovinos et al, 2017). Los probioticos que se han utilizado con mayor frecuencia en
estudios clinicos y en lo que se ha encontrado un alto potencial son Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus, Saccharomyces boulardi, Bifidobacterium lactis y Bifidobacterium
bifidum (Abreu, 2012; Kavita, Suresh & Babu, 2015).

Por lo que en esta investigacion se busca demostrar que los probidticos del pulque tienen
la capacidad de colonizar el tracto intestinal a través de pruebas in vitro y dar alternativas de una
dieta sana empleando nuevos alimentos basados en nuestros alimentos endémicos. Por lo que se
busca que en nuestra dieta, se aumente la ingesta de probidticos y prebidticos que sean capaces de
generar un equilibrio gastrointestinal, logrando asi una terapia prometedora y bastante segura en

diferentes casos clinicos asociados a enfermedades gastrointestinales.

1.2 OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la capacidad probiotica de 4 bacterias acido lacticas lacticas (Lactobacillus plantarum, L.
paracasei, L. brevis y L.casei) aisladas del pulque a través de pruebas de funcionalidad (lisozima,
acido clorhidrico, sales biliares y superoxidacién) para ser usados en el desarrollo de un alimento

con bacterias encapsuladas.

Obijetivos especificos

1. Aislar microorganismos del pulque con capacidad de ser probidticos a través de pruebas

microbioldgicas.
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2. Seleccionar 4 bacterias acido lacticas a través de pruebas de funcionalidad por resistencia
a &cido clorhidrico, sales biliares y superoxidacion para mejorar su absorcion en el tracto
gastrointestinal.

3. Implementar el proceso de encapsulacion por gelificacion ionica para mejorar la
funcionalidad del probidtico.

4. Desarrollar un alimento con bacterias acido lacticas encapsuladas con potencial

probidtico para combatir enfermedades gastrointestinales.

1.3 HIPOTESIS

Ho: Las bacterias acido lacticas encapsuladas aisladas del pulque seran capaces de resistir
a lisozima, pH &cido y concentraciones del 3% de sales biliares para la elaboracién de un alimento

con potencial probiotico.

1.4 JUSTIFICACION

El desarrollo de un alimento con bacterias acido lacticas encapsulada aisladas del pulque,
resulta importante, pues se puede emplear como tratamiento preventivo y/o curativo de
enfermedades gastrointestinales.

Los probidticos por sus multiples mecanismos de accién, han demostrado ser efectivos en
la prevencién de enfermedades infecciosas, inflamatorias y funcionales del aparato digestivo.

Los probioticos estimulan las funciones protectoras del sistema digestivo, y son utilizados
para prevenir enfermedades gastrointestinales. Para que puedan cumplir con estas funciones es
fundamental que sean capaces de atravesar la barrera gastrica, para multiplicarse y colonizar el
intestino del huésped, de esta manera deben sobrevivir en el intestino a un pH acido y

concentraciones osmaticas del 3% de sales biliares, ser seguros para el consumo humano, producir



17

sustancias antimicrobianas, y adherirse a células intestinales (Pardio, Krzysatof, Waliszewski &
Robledo G, 2000). La realizacion del presente proyecto de investigacion es trascendente, pues a
través de una simulacion géastrica, se buscarad que los probidticos cumplan con las caractetisticas
mencionadas anteriormente y sean capaces de sobrevivir a ciertas condiciones para finalmente, ser
benéficas en el huésped.

Para el presente proyecto se utilizaron distintas especies de lactobacilos, debido a su
importancia de este género como probioticos, en este sentido se decidié trabajar con los
Lactobacillos aislados de pulque, ademés de que existen trabajos previos en el grupo de trabajo
que identificaron diferentes cepas de este género (alumna de doctorado Marquez, M) . Se ha
probado que los Lactobacilos, ejercen efectos benéficos en la salud, mediante interacciones con
el intestino y sus metabolitos.

Se ha observado que el éstres, acidez gastrica, sales biliares, sensibilidad a enzimas, niveles
de oxigeno, pH, temperatura de almacenamiento y ciertos alimentos interfieren con pérdida de
viabilidad y sobrevivencia de microorganismos probioticos. En respuesta a este problema, la
encapuslacion es un método para proteger la estabilidad, biodisponibilidad y conservacion de los
componentes bioactivos y asi mismo la viabilidad en microorganismos (Fritzen et al, 2012). Por
lo anteriormente mencionado, en esta investigacion se emple6 un método de encapsulacion, con
el objetivo de proporcionar una proteccion adecuada a las cepas probioticas contra diversos
ambientes, los cuales pueden ser preservados por el método de gelificacion ionica donde se
mantienen aislados del entorno hasta su liberacién, evitando degradacién en el estémago, vy al
mismo tiempo estimulando una liberacion controlada en el intestino, estabilidad de
almacenamiento y mejoramiento en sus cualidades funcionales(Lépez, Deladino & Martino,

2012).La técnica de encapsulacion por gelificacion idnica es una alternativa para proteger a los
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microorganismos del efecto de agentes mediambientales como calor y himedad, permitiendo
mantener su estabilidad y viabilidad durante el procesamiento, almacenamiento y consumo, para
que exista mayor una mayor absorcion en el tracto gastrointestinal (Rodriguez, Giraldo & Montes,

2016).
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CAPITULO Il MARCO TEORICO

2.1 Pulque

El pulque es una bebida tradicional mexicana que se define como bebida alcoholica de
origen prehispanico de color blanco y consistencia viscosa y espesa, que se obtiene de la
fermentacion del aguamiel y extraido del corazén de diferentes especies del maguey (Agave
americana, A.artrovirenas, A. feroz, A. mapisaga, A. salmiana). Esta bebida era consumida por
poblaciones indigenas y mestizas de muchas regiones del pais, particularmente en areas centrales
(Pefia et al., 2004). El proceso de fermentacion inicia en el maguey, donde se encuentran
microorganismos autoctonos como levaduras, bacterias lacticas y bacterias productoras de
expopoliscararidos: estos microorganismos se encargan de transformar de manera natural parte de
los azucares disponibles en el aguamiel, sin embargo el proceso se acelera por la adicion de un
inoculo (Escalante et al., 2004). En la época prehispanica el pulque era considerado un don divino
y se creia que el proceso estaba bajo el mando de los dioses. Unicamente los sefiores principales o
ancianos, hombres y mujeres retirados de la vida activa podian consumirlo, y los que iban a ser
sacrificados al dios Huitzilopochtli se les permitia beberlo hasta embriagarse.

En esta bebida existen diversos consorcios microbianos, que favorecen la captacion de
nutrientes y eliminacion de ciertos metabolitos que pueden llegar a ser toxicos, ademas ayudar en
la regulacion de la microbiota. Lamentablemente su valor cultural y social se ha visto afectado
durante el ultimo siglo, debido a la falta de conocimiento. Existen diversos grupos de
microorganismos como bacterias acido lacteas homofermentativas y heterofermentativas:
Leuconostoc citreum, Lactobacillus mesenteroides, Lactobacillus kimchi, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus plantarum, Zymonas mobilis (Marroquin, 1956).
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El proceso de extraccion del pulque y aguamiel se mantiene sin cambios desde la época
prehispénica (Parsons and Darling, 2000; Jennings et al., 2005). Las plantas de agave son fécil de
cultivar ya que la propagacion se realiza en las plantas adultas, en etapa de maduracion a partir de
7-25 afios de edad. El proceso comienza en la seleccion de plantas maduras de 6-15 afios de edad
y comprende 4 pasos: castracion, raspado y extraccion de aguamiel, preparacion de semillas y

fermentacion del pulque.Ver Figura 2.1.

B Scraping and
aguamiel extraction)

A Magueycastrat:o: § )/E
\_

J = :-ﬁj;

/
ﬁc Seed preparatlon/‘\ —X
&-

Fermented pulque

= ‘-ﬁ;\
D Fermentation process ané \
continuous pouring of freshly

collected aguamiel

Figura 2- 1 Proceso de elaboracion del pulque

Fuente: (Crist, 1939; Wilson and Pineda, 1963;Garcia-Garibay and LOpez-Munguia, 1993;
Parsons and Darling,2000; Jennings et al., 2005)

El primer paso de la elaboracién del pulque es la castracion del maguey donde las plantas
maduras son castradas destruyendo el pendunculo floral embrionario que rodea la yema florar
(quiote), en este proceso las hojas centrales de la planta se eliminan. El segundo paso, raspado y
extraccion de aguamiel, el cual es una savia ligeramente turbia, espesa, muy dulce de sabor fresco;
se raspa la pared del cajete para inducir el flujo del aguamiel y acumulacién de la misma en la

cavidad. EI aguamiel se extrae dos veces al dia generalmente al amanecer y atardecer, por medio
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de un acocote. Una planta madura puede producir aguamiel de 3-6 meses, produciendo de 4-6
litros. El tercer paso es la operacion de semilla, el aguamiel extraido se coloca en un recipiente de
vidrio destinado para la fermentacion donde se le agrega la semilla de pulque o pie de pulque, la
cual es una sustancia hecha a base de los asientos o sobrantes del pulque. Finalmente el Gltimo
paso es la fermentacion pero es fundamental estar agregando aguamiel fresca recien recolectada,
el tiempo de fermentacion varia dependiendo de la calidad del aguamiel, madurez de la semilla,
estacion y regién productora. El aguamiel debe de ser filtrado para separar insectos o cualquier
otro objeto (Crist, 1939; Wilson and Pineda, 1963;Garcia-Garibay and Lépez-Munguia, 1993;
Parsons and Darling,2000; Jennings et al., 2005).

El aislamiento y la evaluacion del potencial probiotico de BAL de productos no lacteos
para la elaboracion de alimentos ha sido de gran tendencia para el tratamiento de enfermedades.
(Tripathi and Giri, 2014). Las bacterias acido lactias (BAL) mas abundantes en el pulque son

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus plantaurum (Escalante et al., 2008).

2. 2 Bacterias 4cido lacticas

La clasificacion de bacterias acido lacticas fue inciada en 1919 por Orlando Jensen,
comprenden un diverso grupo de organismos Gram-positivos, no formadoras de esporas, no
motilidad y forma de cocos, estrictamente fermentativas, anaerobicas y catalasa (-) (Savadogo et
al., 200). La temperatura es uno de los factores mas importantes que influyen en el crecimiento de
las bacterias, por lo que depende de cada microorganismo utilizado; la mayoria de las especies
necesitan aminoacidos y vitaminas del complejo B para su crecimiento. Estads bacterias son
qguimioorganotrofos (fuente de carbono y energia) y solamente crecen en medios complejos

(Guerra, Rua and Pastrana, 2001).
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Las bacterias &cido lacticas son microorganismos importantes en el cuerpo y medio
ambiente de los seres humanos; algunas colonizan la boca y la mucosa nasofaringea, intestino
delgado y grueso. Para su multiplicacion necesitan nutrientes como carbohidratos, aminoécidos,
vitaminas y minerales; tambien existen factores externos de de crecimiento como jugo de tomate,
suero de leche, etc. Las bacterias acido lacticas (BAL) degradan una cantidad de carbohidratos
compuestos relacionados a través de diferentes rutas metabdlicas (Holzapfel & Wood, 2014).
Desempefian un papel importante en los procesos de fermentacion y son utilizadas en la industria
alimentaria por su habilidad de acidificar, preservando alimentos de las esporas, se emplean para
mejorar textura, sabor, olor y desarrollo de aroma de alimentos fermentados (Huertas, 2010).

Las BAL son responsables de mejorar las caracteristicas sensoriales de algunos alimentos,
su capacidad probidtica es capaz de mejorar el sistema digestivo de los humanos. Son &cido
tolerantes pudiendo crecer algunas a pH de 3.2 0 9.6, pero la mayoria crece a pH entre 4-4.5
permitiendoles sobrevivir en medios donde otras bacterias no son capaces de sobrevivir (Carr et
al, 2002). En la actualidad se encuentran en el tracto gastrointestinal de peces, crustaceos y

humanos (Vazquez et al, 2009)

2.2.1 Clasificacion

Las BAL pertenecen al phylum Firmicutes que comprenden alrededor de 20 géneros:
Lactococcus. Lactobacillus,  Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, etc. De acuerdo a la fermentacion de la lactosa las BAL se
clasifican en homofermentativos (produce solo acido lactico) y heterofermentativas (producen
acido lactico y otras sustancias) en las cuales se encuentran Lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus; de acuerdo a su temperatura de crecimiento se

consideran mesofilos creciendo a una T de incubacién entre 20-40 ° C y termdfilos T de 55-75
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°C. (Bedolla, 2003). Las BAL producen una serie de sustancias llamadas metabolitos que pueden
cumplir ciertas funciones en los alimentos como; produccion de &cido propiénico, fermentacion
de &cido citrico o &cido lactico, sustancias antimicrobianas, peroxido de hidrégeno, sustancias

antimicrobianas y bacteriocinas (Huerta, 2010).

2.2.2 Funciones

La funcion de las BAL en la tecnologia de alimentos, es la formacién de sabor acido,
inhibicion de microorganismos patogenos, gelificacion de la leche, reduccion del contenido de
lactosa, formacion de aroma, proteolisis para la maduracion de los quesos y utilizadas como
probidticos (Huerta, 2010). Producen pequefias cantidades de acetaldehido y diacetilo por la
fermentacion de citratos otorgando sabor y aroma agradable. La actividad lipolitica y proteolitica
tiene influencia en la formacion del sabor y aroma tipico de varios quesos madurados. La funcion
principal; formacion de &cidos organicos principalmente &cido lactico para asegurar una

fermentacion consistente y exitosa.

2.3 Probidticos

Actualmente la OMS en el 2002 define los probioticos como “microorganismos vivos que
cuando se administran en cantidad adecuada confiere beneficio para la salud al
hospedador” la cual fue aceptada por la FAO en el 2006. Si existe una ingesta frecuente de
probiéticos conduce beneficios para la salud (Huang,Wuang & Hu, 2016). Los probioticos
son bacterias o levaduras que mantienen un equilibrio en el organismo, suprimiendo la
colonizacion por patogenos y la propagacion de enfermedades. Siendo capaces de ayudar
al sistema inmunoldgico, inhibiendo mediadores proinflamatorios, combatiendo alergias,
exposicion a sustancias toxicas y trastornos vinculadas con obesidad, diabetes tipo 2 y

pérdida de la memoria (Alok et al., 2017). Los microorganismos probidticos enfrentan
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condiciones como pH &cido y sales biliares que afectan su viabilidad. La capacidad de

soportar éstas agresiones constituye un criterio importante de seleccion (Amund,2016).

Las cepas mas utilizadas son de los géneros lactobacilos como: L. acidophillus, L.
rhamnosus, L. gassari, L. casei, L. reuteri, L bulgaricus, L. plantarum, L. johnsonii y L. lactis, o
bien, del género bifidobacterium, como: B. bifidum animalis, B. infantis, B. lactis, B. adolescentis,
B. longum y B. brevis, ademéas especies como: Bacillus cereus, Sacharomyces boulardii,
Streptococcus thermophilus, clostridium butyricum (Alok et al., 2017). Los probidticos trabajan
al influir positivamente en la composicion y la actividad de los microorganismos en el intestino y
ayudan a mantener un equilibrio benéfico de los microorganismos intestinales (Malaguarnera et

al., 2012).

Los mecanismos por los que los probidticos afectan positivamente a la salud humana son
la digestion y absorcion de nutrientes de la dieta, el fortalecimiento de la funcion de barrera
intestinal, la modulacion de la respuesta inmune y la mejora del antagonismo frente a los
patogenos, ya sea por medio de la produccion de compuestos antimicrobianos o a través de la
competencia por sitios de union a la mucosa intestinal (Etxeberria, Milagro, Gonzalez & Martinez,

2016).

2.3.1 Requisitos para considerarse probiotico

Los lactobacilos son considerados excelentes probioticos por ser de caracter no patogeno,
inocuos, estables y viables por resistir al cambio de pH y tener la capacidad de transformar
carbohidratos. Las cepas deben presentar y mantener ciertas caracteristicas para garantizar su

crecimiento y supervivencia en el alimento adicionado, y también ser capaces de resistir en el
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proceso de digestion al pasar por el estdbmago e intestino delgado y con cierta capacidad para
adherirse a las mucosas del intestino grueso.

Los criterios para que los microorganismos sean considerados probidticos, de acuerdo a
Teitelbaum son:

- Ser de origen humano

- No ser patogénicos por naturaleza

- Ser resistentes a la destruccién por procedimientos tecnolégicos

- Ser resistentes a la destruccion por las secreciones gastricas y por la bilis

- Poder adherirse al epitelio intestinal

- Ser capaces de colonizar el tracto gastrointestinal

- Producir sustancias antimicrobianas

- Modular las respuestas inmunitarias

- Ejercer una influencia en algunas actividades metabolicas, como la asimilacion del

colesterol, produccion de vitaminas, etc

(Salazar & Montoya, 2005)

Existen ciertas caracteristicas que deben de cumplir los microorganismos considerados
probioticos, como se puede observar en la Tabla 2-1.

Tabla 2- 1 Caracteristicas de microorganismos para considerarse probioticos

(Rondon et al, 2015)

Caracteristicas de las cepas probioticas Especificacion

Importante para ser administracion por via oral
y lograr efecto benéfico en diferentes patologias

Estabilidad en &cidos y sales biliares
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Adhesion a la superficie de la mucosa

Seguridad para uso clinico y alimentario

Dosis y cantidades

Es necesario que exista una supervivencia, para
que los probidticos sean capaces de llegar al
intestino, donde son capaces de mantener la
integridad celular, adhesividad y actividad
metabolica.

Modulacion inmune, exclusion competitiva,
colonizacion transitoria e interaccion.

Es necesario que exista una identificacion de las

cepas

No deben generar degradacion de la mucosa
intestinal o resistencia a antibioticos.

La dosis de probidticos ingeridos es de acuerdo
a la patologia y el efecto que se desea lograr 10°
UFC en adelante, es fundamental para modular
y estabilizar la composicion de la microbiota,

confiriendo efectos inmunomoduladores.

2.3.2 Mecanismos de accion

El empleo de probidticos se basa en su capacidad de colonizacion por lo cual se produce a

través de ciertos mecanismos (Isolauri, et al., 2001):

v Produccién de sustancias antimicrobianas como acido lactico y otros acidos de cadena

corta, metabolitos como peroxido de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas; estos
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compuestos reducen el nimero de células viabales, afectan el metabolismo bacteriano o
la produccidn de toxinas (Rolfe, 2001)

v" Disminuyen el pH intestinal favoreciendo el crecimiento de organismos beneficiosos

v" Aumentan la resistencia a la colonizacion por competir con patégenos para unirse a los
sitios de adhesidn en la superficie del epitelio intestinal. Algunas cepas han sido escogidas
por su habilidad de adherencia a las células epiteliales como Lactobacillus spp.

v’ Estimulan la respuesta inmune; existe una estimulacion de la inmunidad innata y adquirida
protegen contra la enfermedad intestinal. Estos microorganismos pueden alertar al sistema
inmune y favorecer el rechazo de agentes infecciosos estimulando la produccién de
inmunoglobulina A (IgA), activando macrofagos e incrementando interferongamma (IFN-
gamma) Yy citoquinas proinflamatorias. Bacterias probidticas pueden ejercer un efecto
inmunomodulador, ya que tienen la capacidad de interactuar con céluas epiteliales y
dendriticas y monocitos, macréfagos y linfocitos (Reid, Jass, Sebulsky, &McCormick,
2003)

v’ Ejercen un efecto competitivo con otras bacterias e inhibiendo el crecimiento de especies
de enteropatdgenos

v" Aumento de la adherencia a la mucosa intestinal

v Produccién de sustancias antimicrobianas

v' Dificultan la translocacion bacteriana

v'Interaccion de los probioticos con la microbiota intestinal
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2.4 Consumo de probioticos en distintas patologias

Se ha encontrado en diversos estudios sobre los beneficios logrados al consumir probidticos

en diferentes patologias como; enfermedades gastrointestinales, hepaticas, reumaticas, renales,

autoinmunes y cancer, etc. Ver tabla 2.2

Tabla 2- 2 Meta anélisis del consumo de probidticos en la salud

Probioticos/Simbidtico

Efectos benéficos

Referencias

Sacharomyces boulardi

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus plantarum,

Bifidobacterium lactis,

e inulina

Bifidobacterium lactis

e inulina

Redujo diarrea asociada a antibioticos
tanto en nifios como en adultos. 19 a
8.5 %.
Modificacion del perfil lipidico,
disminucion de TGy colesterol LDL.
Prevencion y tratamiento de diarreas
asociadas a Helicobacter pylori
Favorece frecuencia de evacuaciones
intestinales y consistencia de la heces
Alivio del sindrome de intestino
irritable

Mejora en la frecuencia de defecacion
y sintomas de constipacion

cantidad  de

Aumentaron la

bifidobacterias en el intestino

Guslandi et al., 2000

Ra Choi, Young, and Jin,
2018
Wang, Dong and Yimin.,
2012

Lamiki et al., 2010

Niedzielin et al., 2001

Jonkers, Penders,

Masclee and Pierik, 2012

Anzawa et al., 2018
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S.boulardii y Redujeron el riesgo de diarrea Szajewska etal., 2006

Lactobacillus acidophilus  asociada a antibiéticos

S. boulardii, Lactobacillus Redujo el riesgo de diarrea aguda, Sazawal et al., 2006
GG,L. acidophilus, viajero e infecciosa.

Lactobacillus bulgaricus

2.4.1 Diarrea

La diarrea se define como un sindrome caracterizado por un incremento en la frecuencia,
peso y contenido de agua en las heces;en varios estudios de intervencion se evaluo la utilidad de
los probioticos como tratamiento para la diarrea aguda, donde se demostré que la administracion
de Lactobacillus, L. reuteri, L. acidophilus y L. bulgaricus se asocia a una disminucion de la
severidad y duracion de las diarreas (Grandy et al., 2010). En ciertos meta-analisis se ha
introducido los probioticos para reducir la duracion de la diarrea aproximadamente en un dia
(Szajewska & Radzikoski, 2006; Huang et al, 2002). Lactobacillus rhamnosus previene diarrea
aosciada a los antibidticos y malnutricion, tambien otra cepa con buenos resultados fue
Bifidobacterium infantis. Los mecanicos de accion muestran una produccion de sustancias
antimicrobianas y disminucion del pH intestinal por el estimulo de organismos productores de
acido lactico, los cuales favorecen el crecimiento de organismos mas beneficos. Tambien otros
probidticos aumentan la resistencia a la colonizacion al competir con microorganismos patdégenos
por los sitios de unioén y por los nutrientes que requieren sobrevivir y desarrollarse (O’Hara &

Shanahan, 2007)



30

2.4.2 Efecto inmunomodulador

Los probioticos pueden modular el sistema inmune a nivel mucosa pero tambien a nivel
sistémico, se evalta la utilidad de los probidticos en el manejo preventivo o terapéutico de
enfermedades inflamatorias. Los probioticos presentan un efecto positivo en enfermedades donde
existe un desbalance de la microbiota intestinal e influir en la respuesta inmune del individuo
(Nova et al, 2007). Las bacterias acido lacticas en diversos estudios se observado que pueden ser
captadas por células M presentes en el epitelio y facilitar la estimacion del tejido linfoide asociado
a la microbiota; una modulacidn de la actividad fagocitica puede tener beneficios para las personas
en diferentes etapas de la vida (Rome et al, 2010). Al utilizar probidticos, es capaz de potenciar
la respuesta inmunitaria, previniendo infecciones y controlando el proceso inflamatorio.
Existiendo una produccion de citocinas (IL-6, IL-17, IL-10, IL-8), aumento de células NK e

interferon gamma (IFN-y)

2.4.3 Cancer

El cancer es una de las principales enfermedades responsables de la morbilidad y
mortalidad de la poblacién mundial. EI cancer colorrectal es el segundo en frencuencia entre las
mujeres (cancer de mama) y el tercero entre los hombres (tumor de pulmdn y préstata) con un
millon de nuevos casos al afio. Existen demasiados factores que pueden promover la aparicion de
este tipo de cancer como factores ambientales, fundamentalmente la dieta (Kich et al, 2016).
Actualmente se desconocen los mecanismos especificos sobre como los probidticos presentan un
efecto benéfico sobre el cancer colorrectal. Diversos estudios in vitro han permitido encontrar
diferentes mecanismos como la unién o adsorcion de carcindgenos disminuyendo el riesgo de
mutagenicidad que esots pueden inducir. Inhibicion en la produccion de metabolitos
potencialmente carcindgenos, faciltan los procesos reductores de este tipo de metabolitos que

pueden ser generados por algunas especies bacterianas del lumen intestinal.
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Diversos estudios tambien han demostrado sobre la administracion oral de lactobacilos
reduce lesiones inducidas por carcindgenos quimicos en la mucosa gastrointestinal. mostraron que
L. rhamnosus GG puede interferir en la iniciacion del tumor intestinal inducido por 1,2-
dimetilhidrazina (Gibson and Roberfroid, 1995). Aunque existe poca evidencia sobre el consumo
de probidtico con el cancer colorrectal, pero los microorganismos probi6ticos pueden impedir o
retrasar la aparicion de ciertos tipos de cancer relacionados con el tracto gastroinstinal, ya que
podria modificar la flora, dando lugar a una reduccion de los niveles de sustancias

carcindgenas(Aso & Akasan,1992).

2.4.4 Sindrome de intestino irritable

El sindrome de intestino irritable (SII) es un trastorno gastroinestinal que afecta entre 5-
20% de la poblacion, principalmente jovenes y nifios. En un meta-analisis en el que se analizaron
3452 pacientes se observé que el uso de probioticos disminuye sintomas del SII en un 21%, con
efectos benéficos sobre el dolor y distension abdominal y flatulencia(Ford et al., 2014). La
combinacién de Lactobacillus plantarum y Bifidobacterium mostraron mayor disminucion de
sintomas, por lo que se ha desmotrado en ciertos estudios sobre las ganancias terapeuticas al usar

probiéticos(Sandhu & Paul, 2014)

2.4.5 Enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) es un trastorno crénico recurrente en el que se
observa una interacién anémala de la microbiota y hospedador. En los ultimos afios se ha propuesto
el uso de probioticos con el objetivo de restaurar la microbiota y reducir la inflamacién. En un
estudio en donde se emplearon 4 cepas (Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii sp.
Bulgaicus y Lactobacillus plantarum) se demostrd una disminucion de la inflamacion del iléon

(Floch et al., 2015). La colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn son dos formas de enfermedad
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inflamatoria intestinal, de las que se plantea que un desbalance entre las bacterias “protectoras” y
patogénicas de la flora intestinal (dishiosis) puede estar relacionado a su patogénesis (Tamboli et
al., 2004). El uso de probidticos en estas enfermedades es con la finalidad de colonizar el tracto

gastrointestinal con cepas bacterianas benéficas que promuevan una respuesta protectora inmune.

2.4.6 Colitis ulcerosa

Se muestra en diversos estudios sobre la utilidad de probi6ticos con la mezcla de cuatro 4
cepas de lactobacilus, para la prevencion y mantenimiento de la remision en pacientes con
pouchitis. Las cepas L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, B.
longum, B. breve y B. infantis) han demostrado ser efectivas en el mantenimiento de la remision
de dichos pacientes. Por lo cual se puede administrar como tratamiento de primera linea en
aquellos pacientes con alergia o intolerancia o como tratamiento(Jonkers, Penders, Mascle &

Pierik, 2012).

2.4.7 Pacientes de cuidados intensivos y quirurgicos

En la mayoria de los estudios donde se utilizaron simbi6ticos redujeron la incidencia de
infecciones bacterianas. En otro estudio con 65 pacientes politraumatizados severos se observo
una reduccidn significativa de la incidencia de infecciones, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, sepsis severa, dias de UCI y de ventilacion mecénica asi como mortalidad (Kotzampassi

et al, 2006).

2.4.8 Estrefimiento

Existe mucha evidencia sobre la adicion de probidticos y su capacidad para disminuir el
estrefiimiento, lo que resulta a deposiciones tres veces por semana con heces duras o dificiles de
evacuar, dolor y distension abdominal. La admnistracion de L. reuteri en niifios con estrefiimiento

crénico mostrd efectos positivos en la frecuencia de la evacuacion intestinal, aunque no se
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encontro efectos sobre la consistencia (Chmielewska, Szajewska, 2010). El uso de L. casei
rhamnosus y Bifidobacterium breve incremento la frecuencia de las evacuaciones, mejord la
consistencia de la heces y diminuyé el dolor abdominal en nifios con estrefiimiento funcional
(Lamiki et al, 2010). Bifidobacterium lactis ha demostrado efectos benéficos a nivel intestinal, la
cual se relaciona con el aumento de las heces, consistencia y frecuencia de evacuacion(Gotteland,

Vizcarra & Maury, 2010)

2.4.9 Enfermedad hepatica

En la esteatosis hepatica no alcoholica se ha propuesto el uso de probioticos para modular
la microbiota, en donde se ocasiona una influencia en el eje intestino-higado y asi poder mejorar
la enfermedad. En pacientes sometidos a trasplante hepatico en donde se administro L. plantarum
y fibra de avena, en donde se observd una reduccion de infecciones bacterianas postoperatorias, y
tambien disminuyeron los dias de estancia hospitalaria en unidades de cuidados intensivos (UCI)

(Sawaz et al., 2015)

2.5 Prebioticos

Un prebidtico es un componente no digerible que confiere beneficios a la salud del
hospedador asociado con la modulacién de la microbiota, puede ser una fibra aunque no todos los
tipos de fibra son considerados prebidticos (Saez-Lara et al., 2016).

Inicialmente se definid6 a los prebidticos como; “ingredientes no digestibles de los
alimentos que afectan beneficiosamente al hospedador estimulando selectivamente el crecimiento
y/o la actividad de una de las especies de bacterias que estan ya establecidas en el colon, o de un
numero limitado de ellas, y por consiguiente mejoran de hecho la salud del hospedador” (Gibson

y Roberfroid, 1995).
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Los prebidticos son sustancias no digeribles de los alimentos que modulan la microbiota
intestinal proporcionando un efecto benéfico a la salud del hospedador (Suarez, 2015).
Debe cumplir con tres criterios:

- No ser hidrolizado o absorbido en el tracto gastrointestinal (GIT) superior (es6fago,
estomago y duodeno) y, por lo tanto, ser resistente a la acidez gastrica, a la hidrdlisis por
enzimas digestivas y no absorberse en el intestino delgado.

- Ser fermentado selectivamente por bacterias beneficiosas de la microbiota intestinal

- Capaz de inducir efectos fisiologicos beneficiosos para la salud, estimular selectivamente
el crecimiento microbiano asi como la actividad bacteriana contribuyendo a la salud
intestinal y del huésped (Gibson y Roberfroid, 1995).

Las principales fuentes de prebidticos son los fructanos (extracto de raiz de achicoria,
inulina, fructooligosacaridos de cadena corta y oligofructosa), galactooligosacaridos y lactulosa

(IOM, 2013).

2.5.1. Beneficios del consumo de prebidticos

Los prebioticos pueden ejercer efectos fisiologicos beneficiosos para la salud y bienestar
del organimos, para modular la microbiota intestinal, teniendo efectos beneficicos no solo a nivel
del colon sino en todo el organimos contribuyendo a reducir ciertas enfermedades intestinales y
sistémicas. Los prebidticos estimulan el crecimiento de bacterias fermentativas, para que exista
una proliferacion bacteriana y asi lograr que los metabolitos de los microorganismos logren un
efecto positivo en la salud. Se ha encontrado evidencia ciéntifica sobre el uso de prebidticos y
probiédticos logrando un reduccion en los sintomas de enfermedades intestinales como sindrome
de intestino irritable y enfermedades inflamatorias intestinales como colitis y enfermedad de

Crohn (Aziz & Quigley,2013).
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Los prebidticos pueden llegar a favorecer el crecimiento de determiandos géneros o
especies de microorganismos con efectos beneficiosos para la disminucion de patdgenos, ya que
esto podria cambiar el perfil inmuno-interactivo de la microbiota. (Roberfroid et al., 2014). Es por
eso fundamental el consumo de los prebidticos, ya que estimulan el crecimiento de bacterias
fermentativas como es el caso de los probidticos ocasionado efectos beneficiosos en el aparato

gastrointestinal.

2.5.2 Oligosacaridos como prebidticos

Los carbohidratos no digeribles se clasifican en dos tipos, colonicos (fibra alimentaria) y
prebioticos; los ingredientes coldnicos son carbohidratos que llegan al colon, sirven como sustrato
para los microorganismos que lo habitan originando energia, sustratos metabdlicos vy
micronutrientes para el hospedador. Dentro de este grupo se incluyen los polisacaridos
estructurales de plantas, tales como pectinas, hemicelulosas o celulosa, gomas o algunos
oligosacaridos derivados de la soja, glucooligosacaridos, arabinooligosacaridos, etc. Ademas
estimulan el crecimiento selectivo de determinadas especies beneficiosas (bifidobacterias,
lactobacilos, etc.), de la microbiota intestinal. Actualmente en el mercado se comercializan como
prebiodticos un gran ndmero de carbohidratos, pero Unicamente existe evidencia cientifica sobre
sus propiedades benéficas; fructanos tipo inulina y los fructo-oligosacaridos (FOS), galacto-

oligosaacaridos (GOS), lactulosa y los oligosacaridos de la leche humana (Gibson et al, 2010)

2.6. Encapsulacion

La encapsulacion es un proceso aplicado para proteger mediante un material de
recubrimiento la estabilidad, biodisponibilidad y conservacion de los componentes bioactivos y
asi mismo la viabilidad de los microorganismos (Fritzen et al., 2012). Es una técnica para mejorar

la supervivencia de bacterias probidticas en productos lacteos o en una matriz encapsulada para
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protegerlos de factores adversos (Talwakar & Kailasaphaty, 2004). Existe una gran variedad de
técnicas, algunos autores los clasifican en fisicos y quimicos; los métodos fisicos son secado por
atomizacion, liofilizacion, secado por extrusiébn mientras que los quimicos se encuentran
polimerizacion, gelificacion ionica atrapamiento de liposomas y cristalizacién (Pedroza, 2002).
Las microcapsulas permite proteger el componente bioactivo de medio ambiente como
temperatura, luz, oxigeno, pH, enzimas y presencia de nutrientes, los cuales disminuyen el efecto
benéfico (Chen et al., 2006).
2.6.1 Encapsulacion por gelificacion iénica

El proceso de formacion de gel se inicia a partir de una solucion de sal de alginato y una
fuente de calcio externa o interna, donde el i6n de calcio se difunde hasta alcanzar una cadena
polimérica; por lo que se realiza un reordenamiento estructural en el espacio resultando en un
material solido con las caracteristica de un gel. El grado de gelificacién depende de la hidratacion
del alginato y la concentracion de calcio (Funami et al., 2009). Los mecanismos de gelificacion

idnica se han utilizado por dos procesos: gelificacion externa e interna. Ver tabla 2.3

Tabla 2- 3 Diferentes procesos de gelificacion

Gelificacion externa

Gelificacion interna

Es cuando la difusion de calcio, desde una
fuente que rodea al hidrocoloide va a la
solucion de alginato con un pH neutro. La
formacion de gel inicia en la interfase y avanza
hacia el interior, a medida que la solucion se

encuentra saturada de iones de calcio.

Se refiere a la liberacidn controlada del i6n de
calcio desde una fuente interna de sal insoluble
0 parcialmente soluble dispersa en la solucién
de alginato de sodio. La liberacion de calcio
ocurre de dos formas; donde la liberacién del

ion calcio puede ocurrir de dos formas, si se
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tiene una sal de calcio insoluble a pH neutro
pero soluble a pH acido, es necesario adicionar
un &cido organico que al difundirse hasta la sal
permita la  acidificacion del  medio

consiguiendo solubilizar los iones calcio.

La gelificacion idnica es una técnica muy utilizada por su facil preparacion; se utiliza

alginato como agente encapsulante y su combinacién con iones divalentes como calcio, para

comenzar la gelificacion, el gel se va endureciendo conforme aumente el tiempo de contacto con

los iones de calcio. Las variables a controlar son pH, concentracion de ionones, concentracion de

alginato, etc (Pedroza, 2002). Es un proceso que se desarrollo para inmovilizar células donde el

alginato combinado con iones de calcio logréa que exista una gelificacion (Pedroza,2002).

Probiotic Bacteria

+
Alginate solution

Capsules
containing bacteria

Calcium chloride
. solution

Figura 2- 2 Esquema de encapsulacion de probioticos

Fuente: (Serna, L.; Vallejo, V, 2013)

La microencapsulacién se hace con la finalidad de estabilizar los microorganismos,

reforzar la viablidad y estabilidad durante la produccion, almacenamiento y manejo de los cultivo.



38

Las microcapsulas esta constituida por una membrana fuerte, delgada, esférica y semipermeable
que envuelve enl nucleo; el tamafio depende de los materiales y métodos utilizados (Rokka and

Rantamaki, 2010)

2.7.2 Beneficios de la encapsulacion de probidticos

Las ventajas de que las bacterias prdbioticas sean encapsuladas son; 1)proteccién del
material activo frente a factores ambientales como calor, aire, luz, himedad y oxigeno, 2)
liberacion gradual del material encapsulado, 3) cobertura de sabores y olores, y 4) separacion de
ciertos componentes con el fin de evitar su reaccion.

Se realiza con el objetivo de aislarlos del medio e inmovilizarlos dentro de la matriz, para
asi mejorar su supervivencia por el paso del tracto gastrointestinal; pero se debe de tomar en cuenta
que las capsulas en los alimentos no debe de alterar su textura ni sabor original (Lopo et al., 2012).

Diversos factores provocan una mortalidad en los probioticos antes de llegar al sitio de
accion; pH estomacales, tempertaura, oxigeno. Para evitar que los microorganismos mueran en el
tracto gastrointestinal se utiliza la microencapsulacién como medida de proteccion, mediante un
paterial protector( Kailasapathy, 2006).

Por eso es la importancia de utilizar las perlas de alginato como material de encapsulacién
en probidticos, ya que se ha observador que ha aumentaod su viablidad, ha logrado resistir a los
jugos gastricos. Protege a las bacterias del calor, himedad; para aumentar su viablidad y
estabilidad. Es una técnica utilizada actualmente pero se debe seleccionar la técnica adecuada para

no matar a los microorganismos y poder lograr mayor viablidad (Avila, 2011).

2.7.3 Criterios para encapsulacion de probidticos

Para realizar el proceso de encapsulacion de probidticos se debe de tomar en cuenta lo

siguiente(Martin et al., 2009):
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- El tamafio de la particula deseado es entre 15-100 um, las microcapsulas mayores a 100
pum son detectables en la boca y las inferiores a 15 um no dan la suficiente proteccion frente
agentes externos.

- La técnica no debe emplear agentes externos agresivos que pudieran limitar la
supervivencia de los microorganismos

- Serequiere un bajo consumo energético, para que los costos sean adecuados en la industria

El material utilizado para encapsular debe de cumplir ciertas caracteristicas: baja viscosidad a

altas concentraciones, capacidad de emulsificar y estabilizar el material central, etc. Para
encapsular probidticos normalmente son polisacaridos de diferenetes origenes, Ver tabla 2.4 (Pérez
etal., 2013)

Tabla 2- 4 Polisacéaridos empleados en la encapsulacion de probidticos

Origen Polisacaridos

Algas marinas k-carragenano, alginato

Plantas Almidon y sus derivados, goma arabiga
Bacterias Gelano, xantano

Animales Quitosano

Proteinas animales Leche, gelatina

El alginato es un polisacérido anidnico formado por residuos de los acidos -Dmanuronico
y a-L-gulurénico. En la encapsulacion de probidticos se usa en concentraciones de 0.5-4 %. Las
capsulas de alginato tienen la ventaje de formar facilmente matrices de gel alrededor del
probiotico, son seguras y biocompatibles con el organismo. Se han encontrado ciertas desventajas
como dificultades en su aplicacion a nivel industrial, susceptibilidad al ambiente acidico, pérdida

de su integridad y estabilidad mecénica, formacion de poros en la superficie de las capsulas. Pero
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estas desventajas pueden mejorar al mezclar alginato con almidon, cubrir capsulas con quitosano

y modificar su estructura utilizando aditivos como glicerol (Cho and Park, 2002)

2.8 Aparato digestivo
El aparato digestivo es un conjunto de 6rganos, con glandulas asociadas que se encargan

de recibir, descomponer y absorber los alimentos y los liquidos; las partes del sistema se
encuentran especializadas para realizar funciones de ingestion, digestion, absorcion y excresion.
Desde la boca al esfinter anal, el tubo digestivo miedo unos 11 metros de lingitud; en la boca inicia
la digestion (Boticario and Cascales, 2012). El proceso digestivo y absorcion de nutrientes en el
tracto gastrointestinal se encuentra favorecido por el pH de la mucosa intestinal. EI pH del
estdmago varia entre 1-3, en el intestino delgado 5-7, intestino grueso alrededor de 8. (Vazquez et

al., 2012). Ver figura 2.3

pH 2+

pH S

Es

v
pH 74

Figura 2- 3 Niveles de pH en el tracto gastrointestinal

Fuente: (Vazquez et al., 2012)

Es importante mencionar la composicién principal de las secreciones gastricas, intestinal,
biliar y pancréatica del tracto gastrointestinal: la primera esta constituida por HCI, pepsina(que se
activa con un pH de 3) y electrolitos(K, Na y Mg), sulfato(PO4) y fosfato(SO.), la segunda

secrecion esta integrada por HCO3 y K, mientras que la tercera esta constituida por Na, K, Cl,



41

HCO3 y sales biliares.Por Gltimo la secrecion pancreatica estd compuesta por Na'y HCO3 (Mataix-
Verd(,2009) Ver tabla 2.5.

Tabla 2- 5 Partes del tracto gastrointestinal, pH y contenido.

Partes del tracto gastrointestinal pH Contenido

Estémago 1-2 HCI, pepsina y mucus

Intestino delgado

-duodeno

-yeyuno 3-6 Gastrina, secretina, sales

-iledn biliares, mucus y bicarbonato
(HCO3)

Intestino grueso

-colon ascendente

-colon transverso 5-7 Electrolitos y mucus

-colon descendente

Fuente: (Adaptado por Parkash et al, 2011)

2.8 Microbiota intestinal

El tracto gastrointestinal con una superficie de 200 m? es uno de los sistemas mas
expuestos a elementos exdgenos derivados de la alimentacién y a los microorganismos ingeridos
por via oral; los microorganismos que lo habitan se les denomina “microbiota”, una comunidad de
microorganismos vivos reunidos en un nicho ecoldgico determinado, que establecen una relacién
de simbiosis con su hospedador, siendo esencial para el mantenimiento de la homeostasis intestinal
(Hooper y Macpherson, 2010, Guarner, 2011). El tracto gastrointestinal humano alberga alrededor

de 10° UFC/qg bacterias, con un peso aproximado equivalente a 1,5-2 kg. Las secreciones acidas,
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biliares y pancreaticas destruyen la mayor parte de los microorganismos ingeridos, y la actividad
motora propulsiva impide una colonizacion estable del lumen del intestino delgado. La microbiota
intestinal esta influenciada por la edad, dieta, condicién socio-econdémica, uso de antibidticos y
estado de salud (Parkes et al., 2010). Los bacteroidetes y firmicutes son los principales grupos de
la microbiota intestinal en adultos, seguido de las actinobacteria, las proteobacterias y la
verrucomicrobia.

La microbiota intestinal ejerce varias funciones en el huésped entre las cuales destacan la
proteccion del organismo de enteropatdgenos actuando como una barrera y evitando la
translocacion bacteriana, contribuye en la inmunidad innata y adaptativa, participa en la
sefializacion celular, sintetiza vitaminas K y Bio, participa en la digestion de carbohidratos
complejos, realiza la fermentacion de sustancias no digeribles como las fibras, extrae nutrientes y
energia de la dieta, regula el gasto energético, la saciedad y homeostasis de la glucosa (Ariza-
Andraca and Garcia-Ronquillo, 2016)

La composicion y actividad metabdlica de la microbiota intestinal puede verse influida por
factores internos y externos del hospedador (Tojo et al., 2014; Wang et al., 2015). Cada individuo
tiene una composicion caracteristica de la microbiota con especies particulares especificas, y las
proporciones entre los componentes microbianos cambian como resultado de la adaptacion al

ecosistema debido a diferentes factores ambientales
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Figura 3- 1 Disefio metodoldgico
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La metodologia que se desarrolld se dividié en 4 fases. En la fase 1 se aislaron los
microorganismos del pulque, para realizar experimentos microbioldgicos como tincion de gram y
catalasa, posteriormente se realiz6 una cinética de crecimiento de 24 horas y un recuento de células
viables; la fase dos consistio en la seleccion de bacterias con potencial probiético y una simulacion
gastrica; en la tercera fase se llevo acabo la encapsulacion de probidticos, y también se realizd
pruebas de pH vy sales biliares para observar su resistencia; en la ultima fase se desarroll6 el
alimento con bacterias acido lacticas encapsuladas, donde finalmente se realizé una prueba
sensorial para observar la que tenia mayor preferencia

El &rea de estudio para los andlisis se realizd en el laboratorio de investigacion de la
Universidad Popular Auténoma de Estado de Puebla.

FASE 1

Aislamiento de microorganismos del pulque

El pulque se obtuvo de la region de Nanacamilpa de Mariano Arista, el cual se encuentra
localizado al oeste del estado de Tlaxcalay en los limites del Estado de Puebla. En este estudio las
bacterias ya se encontraban identificadas por alumnas de doctorado del equipo de trabajo de
probioticos (Marquez, L)

Las bacterias aisladas ya identificadas, se reesembraron en caldo MRS; para tener un caldo
semilla con la finalidad de poder realizar un experimento adecuado evitando contaminaciones y
reesiembra en agar MRS por estria cruzada, en donde se incubardn por 48 horas a una temperatura
de 37 ° C, esto con la finalidad de ver el cambio de la morfologia colonial y obtener colonias

aisladas. El agar MRS se realiz6 por triplicado y lograr cepas aisladas
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Figura 3- 2 Incubacién de bacterias acido lacticas; L. casei, L.paracasei, L.plantarum, L,brevis

Prueba de catalasa y tincion de gram

Las bacterias utilizadas en este experimento fueron: Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis y Lactobacillus paracasei. (Identificadas por Marquez, L. )
Se resembraron en agar MRS. Se realiz6 un frotis en el portaobjetos para obtener una tincion de
Gram y prueba catalsa. Con la finalidad de un diagndstico de verificacion de bacterias gram (+) y
un resultado de catalasa (-), y finalmente se observaron en el microscopio para observar sus
morfologias. Esta tincion nos permite examinar y diferencias con exactitud los diversos colorantes

en el microscopio.

3.2 Cinética de crecimiento

Se realizaron estudios cinéticos de crecimiento de 36 horas (turbidimetria) de los
microorganismos aislados y en conjunto. Se realiz6 utilizando un espectrofotdmetro UV visible
(modelo 4255, Zuzi) y se determind absorbancia, la longitud de onda se calibr6 en 560nm.

Se prepar6 caldo MRS segun las indicaciones del fabricante, tubos de ensayo de 10ml y
cultivo de las 4 bacterias de interés por separado y en consorcio. Las 4 cepas Yy el consorcio fueron

reactivadas en caldo MRS, incubadas a 37°C durante 48h en condiciones de anaerobiosis.
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Las cinéticas de crecimiento se realizaron en el mismo medio de cultivo con 10 ml en un
periodo de 36 hrs, en condiciones de anaerobiosis, la medicion se realizd por triplicado con una

absorbancia de 560nm. Se tomaron muestras cada dos horas desde la hora 0 hasta la 36.

3.3 Reecuento de células viables

Se determind el nimero de microorganismos de la muestra en relacion a las unidades
formadoras de colonias (UFC). Se realizaron diluciones sucesivas de 10" hasta 10° cada 2 horas
de la cinética de crecimiento, se procedié a la siembra por el método de extension en placa con
0.1ml en medio sélido (MRS) y se incub0 durante 48 horas en condiciones de anaerobiosis. Se
utilizé como diluyente caldo MRS, cuya funcion es dispersar, homogeneizar la carga y facilitar la
recuperacion de los microorganismos en estudio.

FASE 2

Seleccidn de bacterias con potencial probidtico

Se realizaron varias pruebas de funcionalidad, para evaluar la resistencia de las cepas al
tracto gastrointestinal. Para ello se realizaron ensayos especificos que permiten cuantificar la
supervivencia de las cepas, tras el tratamiento con lisozima, sales biliares, peréxido de hidrogeno

y pH &cido (Hyronimus et al., 2000; Zago et al., 200; Velazquez et al., 2018)

Resistencia a pH acido

Para la preparacion del HCl a 1M, se tomaron 8.28 ml de HCI al 37% de pureza hasta aforar
a 100 ml de agua destilada, posteriormente en un vaso de precipitado se agregaron los 15 ml de
caldo MRS; en el vaso se introdujo una mosca de agitacion, que se colocé en una parrilla de

agitacion junto con el potencidometro.
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Después se fueron adicionando de 100 pl en 100 pl de HCI en el medio MRS para conocer
los cambios de pH. En un matraz de 50 ml se fueron agregando los diferentes pH previamente
etiquetados.

En una microplaca de poliestireno transparente de 96 pocillos, se agregaron 20 pl de cada
cepa y en consorcio, 200ul caldo MRS y finalmente 200ul de &cido clorhidrico en diferentes
concentraciones (pH 5, 4, 3, 2). Este experimento se realizo por triplicado, teniendo un control con
200 pul de caldo MRS. Finalmente se paso por el lector ELISA, tomando una densidad éptica inicial

y una final después de 24 h, incubandolas a 37 ° C.

Resistencia a sales biliares

Para la preparacion de sales biliares se tomaron 3 matraces con 210 ml con caldo MRS, en
donde se le agregaron distintas concentraciones de sales biliares: 1 % se le agregd 0.21g, 3% 0.63g
y 5% 1.05 g. Las sales biliares se abrieron en campana para evitar contaminacion. En tubos de 10
ml, se agrego las diferentes concentraciones de sales previamente etiquetados para evitar errores,
y se le agregé 200 ul de las 4 bacterias y consorcio. Se utilizd espectrofotometro UV visible
(modelo 4255, Zuzi) y se determino absorbancia inicial y final después de 24 horas, la longitud de

onda se calibré en 560nm. Este experimento se realizo por duplicado

Figura 3- 3 Tubos de ensayo con diferentes concentraciones de sales biliares (1 %, 3%, 5%)
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Resistencia a peroxido de hidrogeno

Se prepard una dilucion 1/10 de perdxido de hidrogeno concentrado al 30%. Para obtener
las concentraciones deseadas de 30ug/ml, 20 pg/mly 10 pg/ml. En una microplaca de poliestireno
transparente de 96 pocillos, se agregaron se agregaron 200 pl de H20; en sus diferentes
concentraciones y 20 pl de las cepas y consorcio. Se incubaron a 37 ° C por 30 minutos, se realizo

una lectura en el lector ELISA para ver su densidad 6ptica inicial y final (Rodriguez, 2009)

Simulacion gastrica resistencia a lisozima, pH acido y sales biliares

Resistencia a lisozima

Se realizd una resiembra de la bacterias en caldo MRS, en tubos de 15 ml inoculando 150
pl; esto con la finalidad de tener un cultivo puro. Se preparon placas con agar MRS realizando
triplicado; posteriormente en tubos de 10 ml se agregd 1mg lisozima, 9 ml de caldo MRS y 1 ml
de bacterias acido lacticas. Estos tubos fueron identificados por las 4 bacterias. Se metieron a
incubar por 30 min en la incubadora a 37 ° C. Posteriormente se hicieron diluciones de 107 hasta
10 para realizar el sembrado en placas de 20 ml agregando 10 pl a cada dilucion. Se dejaron

incubando por 48 horas a 37 ° C para realizar el conteo de UFC/ml.

Resistencia a pH acido

Se realiz6 una resiembra de la bacterias en caldo MRS, en tubos de 15 ml inoculando 150
ul; esto con la finalidad de tener un cultivo puro. Se preparon placas con agar MRS realizando
triplicado; posteriormente en tubos de 10 ml ajustando a pH 4.03, 3.01, 2.08, 1.55 y se le afiadio,
9 ml de caldo MRS y 1 ml de bacterias &cido lacticas. Estos tubos fueron identificados por las 4
bacterias. Se metieron a incubar por 1 hora en la incubadora a 37 ° C. Posteriormente se hicieron
diluciones de 10 hasta 10 para realizar el sembrado en placas de 20 ml agregando 10 pl a cada

dilucion. Se dejaron incubando por 48 horas a 37 ° C para realizar el conteo de UFC/ml.
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Resistencia a sales biliares
Se realiz6 una resiembra de la bacterias en caldo MRS, en tubos de 15 ml inoculando 150

ul; esto con la finalidad de tener un cultivo puro. Se preparon placas con agar MRS realizando
triplicado; ajustando sales biliares a 0.05 % 0.1 %, 0.15 % 0.30 % y 0.50 %. Posteriormente se
hicieron diluciones de 10" hasta 10® para realizar el sembrado en placas de 20 ml agregando 10
pl a cada dilucidn. Se dejaron incubando por 48 horas a 37 ° C para realizar el conteo de
UFC/ml.

FASE 3

Implementacion del proceso de gelificacion

Se prepard la mezcla hidrocoloide 2% de alginato de sodio una vez logrado la mezcla
homogénea se adiciona .5ml del inoculo de L. casei shirota, L.paracasei, L.plantarum, L.brevis y
consorcio este procedimiento fue de la misma manera para todos los probioticos.

Por ultimo la mezcla hidrocoloide de alginato se sodio junto el probiotico, con ayuda de
una jeringa de 10ml se extrae la mezcla para posteriormente dejarla caer gota por gota en el cloruro
de calcio disuelto durante 10 segundos, se retira de la solucion para posteriormente enjuagar en

agua esterilizada o0 agua destilada y colocarlos en un recipiente estéril.

Figura 3- 4 Capsulas de alginato de las 4 bacterias acido lacticas
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Supervivencia de microorganismos encapsulados en sales biliares

Para la preparacion de sales biliares se tomaron 3 matraces con 210 ml con caldo MRS, en
donde se le agregaron distintas concentraciones de sales biliares: 1 % se le agregd 0.21g, 3% 0.63g
y 5% 1.05 g. Las sales biliares se abrieron en campana para evitar contaminacion. En tubos de 10
ml, se agregd las diferentes concentraciones de sales previamente etiquetados para evitar errores,
y se le agrego 4 perlitas de cada bacteria de y consorcio. Se utilizé espectrofotometro UV visible
(modelo 4255, Zuzi) y se determin6 absorbancia inicial y final después de 24 horas, la longitud de

onda se calibré en 560nm. Este experimento se realiz6 por duplicado.

Supervivencia de microorganismos encapsulados en pH &acido

Se tomaron 3 matraces con 210 ml con caldo MRS, en donde se le agregaron distintas
concentraciones pH fueron ajustadas en5, 4, 3, 2. En tubos de 10 ml, se agrego 4 perlitas de cada
bacteria de y consorcio. Se utilizé espectrofotdbmetro UV visible (modelo 4255, Zuzi) y se
determind absorbancia inicial y final después de 24 horas, la longitud de onda se calibré en 560nm.

Este experimento se realiz6 por duplicado

Figura 3- 5 Tubos con caldo MRS, en diferentes concentraciones de pH
FASE 4

3.7 Elaboracion del alimento
Se realizaron gomitas con fruta natural en donde se utilizo grenetina, acido citrico, fruta
natural (pifia y mafio), extracto de chia, glucosa, colorantes artificiales azlcar y stevia. Se

realizaron varias formulaciones porque algunas fueron endulzadas con stevia y azdcar.
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Figura 3- 6 Elaboracién de pulpa de mango para las gomitas

Tabla 3- 1 Elaboracién de la gomita de pifia 0 mango con stevia

La gomita se realiz6 en el laboratorio de alimentos con medidas estériles y los ingredientes

fueron:
Producto Porcentaje
Extracto de chia 13.90 %

Fruta licuada (mango o chia) 52.12 %

Acido citrico 0.41 %
Stevia 0.52 %
Glucosa 20.85 %
Grenetina hidratada 12. 16%

Tabla 3- 2 Elaboracion de gomita de mango o pifia con azUcar

La gomita se realizo en el laboratorio de alimentos con medidas estériles y los ingredientes

fueron:
Producto Cantidad
Extracto de chia 11.70 %

Fruta licuada (mango) 41.50 %
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Acido citrico 0.41 %
AzUcar 20.74 %
Glucosa 16.60 %

Grenetina hidratada 9.70 %

3.7.1 Prueba sensorial

Las gomitas ya elaboradas, se les clasifico por un ndmero. Fueron evaluadas por 50
estudiantes de medicina para tener un resultado significativo. Se realiz6 una escala hedonica de 7
escalas; se calificaron en cuanto a sabor, olor y textura en general para saber la de mayor

preferencia estadisticamente.
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados presentados, se explicaran de acuerdo a las 4 fases anteriormente mencionadas.

FASE 1

4.1 Aislamiento de bacterias acido lacticas aisladas del pulque

En la figura 4-1 se muestra como fueron aisladas las 4 bacterias acido lacticas, identificadas
previamente por la alumna de doctorado Marquez, L(2018). Se realiz6 una reesiembra por estria
cruzada en agar MRS en condiciones anaerdbicas a 37°C por 42 horas, las cuales fueron activadas
en caldo MRS en condiciones anaerdbicas a 37 ° C, para experimentos posteriores. El agar MRS
fue desarrollado en 1960 por Man, Rogosa y Sharpe, este permite el adecuado desarrollo de
lactobacilos y otras bacterias acido lacticas. Los ingredientes como la proteasa peptona, extracto
de carne y extracto de levadura y glucosa son una gran fuente nutritiva que aportan nitrégeno,

carbono, vitaminas y minerales (De Man J, Rogosa M and Sharpe; 1960).

Figura 4- 1 Aislamiento de bacterias acido lacticas en medio agar MRS

A) L.plantarum, B) L. casei, C) L.paracasei, D) L.brevis

4.1.1. Prueba de catalasa y tincion de gram
Se realiz6 prueba de tincion de Gram para confirmar que la morfologia y caracteristicas de

las bacterias acido lacticas y una catalasa. Se obtuvo una catalasa (-) ya que en dicha prueba no

hubo produccion de gas al adicionar H20-. Las bacterias &cido lacticas deben ser microorganismos
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gram positivas, y de acuerdo su criterio taxonémico pueden tener una apariencia morfologica ya

sea de bacilos o cocos. Por lo que se puede observar en la figura 4-2

Figura 4- 2 Prueba de tincion de gram observadas al microscopio 100X y catalasa (-)

4.2 Cinética de crecimiento

En la figura 4-3 se presentan los diferentes comportamientos de las bacterias L.casel,
L.paracasei, L.plantarum y L.brevis en una cinética de crecimiento de 36 horas midiendo por
densidad optica cada 2 horas. En donde se observa que L. brevis obtuvé un menor crecimiento,
siendo L. casei la que obtuvo mayor densidad de crecimiento, con una velocidad de crecimiento

de 0.22h —1.

Absorbancia (D.0)
ORNWMOUOONO®

T T T T T T 1
(0] S 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (h)

—=— L.casei —— L.paracasei —— L.plantarum —— L.brevis

Figura 4- 3 Cinética de crecimiento por densidad éptica
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4.3 Reencuentro de células viables

Para el reencuentro de células viables se realizd con la misma cinética, un conteo de células
viables donde se realizé diluciones de 10 hasta 108 usando como diluyente caldo MRS, se realizd
un conteo cada 2 horas. Se realizd con la finalidad de saber cuantos microorganismos le
agregabamos a nuestro alimento, y conocer tiempo de duplicacion de las bacterias. En la tabla 4-
1 se resume los pardmetros cinéticos, en donde se observa que la bacteria con mayor velocidad de
crecimiento fue L. casei con un tiempo de duplicacion de 66 min y una r? de 0.9859, por lo que
los datos son aceptados por tener un crecimiento lineal. Por lo que en el alimento la agregamos 108
UFC/ml de cada cepa.

Tabla 4- 1 Parametros cinéticos de bacterias acido lacticas

Nombre de la Tiempo de duplicacion  Velocidad de crecimiento  Nivel de ajuste

bacteria (Td) (h-1) (r)
L.casei 66 min 0.6535 0.9859
L.paracaseli 89 min 0.8428 0.9535
L.plantarum 69 min 1.0053 0.9003
L.brevis 112 min 0.4565 0.9133
Fase 2

4.4 Seleccion de bacterias con potencial probidtico

Las bacterias probidticas deben de ser resistentes a la acidez del estomago, lisozima, sales
biliares y enzimas pancreaticas para que sean consideradas en una terapia nutricional y con efecto
benéfico en el huésped. La alta acidez en el estdbmago y las altas concentraciones de sales biliares
en el intestino; son caracteristicas que deben de resistir las bacterias para poder tener beneficios

en el huésped (Salminen et al; 1998). La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
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(FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud establecieron criterios para la seleccion de bacterias
probioticas; realizacion de ensayos in vitro como resistencia a la acidez gastrica y resistencia a

sales biliares (FAO, 2015).

4.4.1 Resistencia a pH acido

Para la resistencia a pH &cido, las 4 bacterias fueron sometidas a diferentes concentraciones
de pH sin encapsular y encapsuladas para observar su resistencia y considerarlas como
probidticas. En la figura 4-4 se puede observar que L. brevis al ser encapsulado tiene mayor
resistencia, ya que en un pH de 1.6 tiene una absorbancia de 0.3, mientras que al ser sometidos a
un pH menor a 2 sin encapsular no hubo crecimiento; los resultados presentaron una diferencia
significativa entre encapsulados y sin encapsular (p<0.05). Las especies de Lactobacillus se
consideran intrinsecamente resistentes al cido, pero todo dependen de les especies; ya que hay
unos que son mas sensibles a pH menor a 3 (Ronka et al; 2003). En la figura 4-7 se observa que la
bacteria L. casei al ser encapsulado presenta una mayor resistencia a un pH 2, presentando una
absorbancia de 0.8 en comparaciéon con las otras 3 cepas. Se observo que las bacterias son
resistentes a un pH de 3 por lo que pueden tener un efecto benéfico en la salud; al cumplir con uno
de los criterios de probioticos.

Fujisawa et al., (1992) realizaron estudios en donde Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, provocaron un adecuado efecto probidtico en el
intestino humano, dado que son capaces de resistir al pH acido del intestino delgado. Jurado y
Jarrin e (2015), encontraron que L. plantarum presento un gran crecimiento en pH de 3.4, por lo
gue se puede comparar con nuestros resultados, ya que en la figura 4-6 se observa una
supervivencia hasta en un pH 2 encapsulado y sin encapsular; por lo que se llega a la misma

conclusion de Jurado al mencionar que dicha cepa presenta dicha resistencia. En un estudio
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realizado por Brigonne et al; en el 2017 utilizaron un pH de 2 en donde observaron que el
crecimiento de L. paracasei se vio afectado, por lo que se puede comparar con nuestros resultados
ya que en la figura 4-5 se puede observar como el crecimiento de L.paracasei se ve afectado
conforme se va disminuyendo el pH. En la figura 4-8 se puede concluir que la encapsulacion
protege la viabilidad de los microorganismos en diferentes pH, ya que permite que exista mayor
viabilidad en las bacterias que fueron encapsuladas, por lo que llegamos a la conclusion de que

nuestras bacterias son capaces de resistir el pH acido del estbmago. Para ver todo los resultados

ira ANEXO 1
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Figura 4- 4 Comportamiento del L.brevis sin encapsular y encapsulado en diferentes pH [A
L.brevis sin encapsular; B L. brevis encapsulado]. Se realizaron ANOVA comparando las medias
de los pH iniciales, y la comparacion de las medias de los pH finales, letras iguales no representan

diferencia significativa.
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Figura 4- 5 Comportamiento de L.paracasei sin encapsular y encapsulado en diferentes pH [A
L.paracasei sin encapsular; B L. paracasei encapsulado]. Se realizaron ANOVA comparando las
medias de los pH iniciales, y la comparacion de las medias de los pH finales, letras iguales no
representan diferencia significativa.
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Figura 4- 6 Comportamiento de L.plantarum sin encapsular y encapsulado en diferentes pH [A

L.plantarum sin encapsular; B L. plantarum encapsulado]. Se realizaron ANOVA comparando las
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medias de los pH iniciales, y la comparacion de las medias de los pH finales, letras iguales no

representan diferencia significativa
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Figura 4- 7 Comportamiento de L. casei sin encapsular y encapsulado en diferentes pH [A L.casei
sin encapsular; B L. casei encapsulado] Se realizaron ANOVA comparando las medias de los pH
iniciales, y la comparacion de las medias de los pH finales, letras iguales no representan diferencia

significativa.
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Figura 4- 8 Comportamiento de 4 bacterias acido lacticas en diferentes pH; sin encapsular y
encapsuladas. [Lc L.casei; Lp L.plantarum; Lb L.brevis; Lp L.paracasei; s/e sin encapsular, e

encapsulado]
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4.4.2 Resistencia a sales biliares

El higado humano produce aproximadamente 1 litro de sales biliares al dia, pero el cuerpo
pierde ciertas cantidades en todo el proceso. Por lo tanto aproximadamente el 95 % de los acidos
biliaires distribuidos en el duodeno se reabsorben en sangre venosa dentro del iléon y
posteriormente llegan a la vena porta. Normalemente la concentraccion de sales biliares es de 0.3
— 0.5 %; lo cual ayuda a emulsionar y solubilizar los lipidos antes de la digestidn de las grasas. Es
por eso que es importante que los probioticos resistan a ciertas cantidades de sales biliares para
considerarse probioticos (Patel et al., 2009). En la figura 4-10 y 4-12 se puede observar que las
cepas de mayor resistencia a sales biliares fueron Lactobacillus brevis y Lactobacillus plantarum
en comparacion con las otras dos cepas. Esta investigacion, tuvimos resultados similares con el
trabajo Saumi (2017); en donde se mostrd que la cepa Lactobacillus plantarum fue capaz de resistir
a las condiciones gastrointestinales que se le expusieron.

Se puede observar en la figura 4-11 que Lactobacillus casei al momento de someterse a un
proceso de encapsulacion sus parametros de resistencia fueron significativos, ya que se obvtuvo
una densidad optica de 0.6 a una concentracion de 0.5 % de sales biliares; por lo que la
encapsulacion fue favorable para que el probidtico sea capaz de llegar al sitio activo y lograr el

efecto benéfico.
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En la figura 4-9 se observa el crecimiento de Lactobacillus paracasei encapsulado y sin

encapsular, donde se obvtuvieron resultados muy importantes; ya que dicha cepa fue capaz de

resistir a las concentraciones de 0.3 % de sales biliares recomendadas por Gilliand en 1984. En la

figura 4-13 al comparar nuestras bacterias encapsuladas con las no encapsuladas, observamos un

gran crecimiento de bacterias encapsuladas al ser expuestas en concentraciones de sales biliares

del 3y 5% ; por lo que dichas cepas presentan potencial probidtico. Para ver todos los resultados
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Figura 4- 9 Comportamiento de L.paracasei sin encapsular y encapsulado en diferentes

concentraciones de sales biliares [A L.paracasei sin encapsular, B L.paracasei encapsulado]. Se

realizaron ANOVA comparando las medias de sales biliares, y la comparacion de las medias de

sales biliares finales, letras iguales no representan diferencia significativa.
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Figura 4- 10 Comportamiento de L.plantarum sin encapsular y encapsulado en diferentes

concentraciones de sales biliares [A L.plantarum sin encapsular, B L.plantarum

encapsulado]. Se

realizaron ANOVA comparando las medias de sales biliares, y la comparacion de las medias de

sales biliares finales, letras iguales no representan diferencia significativa.

0.8 a
—
— 2.0
O o6 ] a
a b 5 ] ol
© D 1.5
2 S . b
c 0.4 ©
I = i
3 S 104
2 8 o c
.g 0.2 = .
a a ¢ 2 054
a < i b a
s i C
0.0 T il e ] - .
1% 3% 5% 0ol M . r
o 1% 3% 5%
% sales biliares 0 0 0
% sales biliares
A) ™ D.Oinicial = D.O final B) .
Hl D.Oinicial = D.Ofinal

Figura 4- 11 Comportamiento de L. casei sin encapsular y encapsulado en diferentes concentraciones de

sales biliares [A L. casei sin encapsular, B L. casei encapsulado]. Se realizaron ANOVA comparando las

medias de sales biliares, y la comparacion de las medias de sales biliares finales, letras iguales no representan

diferencia significativa



63

9 15

a b

[0}

2 0]

(17}

2

] C

2 051

< 1 . b a
. H H
. I 1

5

T
1% 3% %

% sales biliares
Bl D.Oinicial 3 D.O final

1.0
~—~ a
g 0.8 T ab A
= T
o 0.6
(&)
c
©
2 04
o
3

0.2
<

b a a
0.0 — i T | I
1% 3% 5%
% sales biliares
Hl D.O inicial E D.O final

Figura 4- 12 Comportamiento de L.brevis sin encapsular y encapsulado en diferentes

concentraciones de sales biliares [A L.brevis sin encapsular, B L.brevis encapsulado]. Se

realizaron ANOVA comparando las medias de sales biliares, y la comparacién de las medias de

sales biliares finales, letras iguales no representan diferencia significativa.
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Figura 4- 13 Comportamiento de 4 bacterias acido lacticas en diferentes concentraciones de sales

biliares; sin encapsular y encapsuladas. [Lc L.casei; Lp L.plantarum; Lb L.brevis; Lp L.paracasei;

s/e sin encapsular, e encapsulado]
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4.4.3 Concentracién de peroxido de hidrogeno

Las bacterias acido lacticas son capaces de inhibir ciertos microorganimos patogenos y
daninos gracias a los productos finales de la fermentacion; siendo sustancias como acido lactico y
acético, dioxido de carbono, perdxido de hidrégeno y produccion de bacteriocinas (Vazquez y col.,
2009). Por tal motivo se evaluo si las cepas son capaces de resitir a ciertas concentraciones de
peréxido de hidrégeno. En la figura 4-14 L.brevis resisitio a concentraciones de 30ug/ml de
perdéxido,al presentar una densidad dptica de 0.09 pero en comparacion con las otras cepas
L.paracaseri fue la que tuvo mayor resistencia en las diferentes concentraciones, logrando una
absorbancia de 0.19 en una concentracion de 30pg/ml ver figura 4-16. En un estudio por Masaki
en el 2016, se realiz6 experimentos con L. casei shirota donde se observo que si hubo resistencia
en dicha cepa, al comparar con nuestros resultados obtuvimos igual dicha resistencia ya que se
logré una absorbancia de 0.1 en una concentracion de 30pug/ml de peréxido de hidrégeno,ver
figura 4-17. Por lo que llegamos a la conclusion que nuestras bacterias son capaces de inhibir

ciertos microorganismos patdgenos y asi ser considerados probiéticos. Para ver todos los

resultados ir a ANEXO 3 049
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Figura 4- 14 Resistencia de Lactobacillus brevis en diferentes concentraciones de perdxido de
hidrogeno. Se realizaron ANOVA comparando las medias de peréxido de hidrégeno, letras iguales

no representan diferencia significativa.
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Figura 4- 15 Resistencia de Lactobacillus plantarum en diferentes concentraciones de peroxido de
hidrogeno. Se realizaron ANOV A comparando las medias de perdxido de hidrégeno, letras iguales

no representan diferencia significativa.
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Figura 4- 16 Resistencia de Lactobacillus paracasei en diferentes concentraciones de peroxido de
hidrogeno. Se realizaron ANOVA comparando las medias de perdxido de hidrégeno, letras iguales

no representan diferencia significativa.
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Figura 4- 17 Resistencia de Lactobacillus casei en diferentes concentraciones de perdxido de
hidrogeno. Se realizaron ANOVA comparando las medias de peroxido de hidrégeno, letras

iguales no representan diferencia significativa.

Fase 3
Simulacion gastrica

Para realizar una seleccion de bacterias con potencial probiotico es necesario observar la
viablidad de las cepas en condiciones in vitro que simulan el tracto gastrointestinal. Como
anteriomente se ha mencionado el proceso digestivo empieza en la boca con la enzima lisozima;
presente en la saliva, luego continua por el estbmago con un pH entre 1.5- 3 y terminaen el inestino
delgado, el cual contiene sales biliares conjugadas para la degradacion de grasas (Corzo y Gilliand,
1999). Para dichas condiciones se evaluaron las 4 cepas L.casei, L.paracasei, L.plantarum y
L.brevis. Para observar la resistencia de lisozima las bacterias fueron incubadas con 9 ml de caldo
MRS, 1 mg de lisozima y 1 ml de cada una de las bacterias, esta metodologogia se llevo de acuerdo
al protocolo de Vizoso-Pinto et al; 2006; a una temperatura de 37 ° C por 30 minutos. En nuestros
resultados podemos observar que la cepa con mayor resistencia fue L.brevis con 9 log UFC/ml , y
los resultados mostraron una resistencia significativa entre las cepas probadas de p<0.05, ver figura

4-18. En la tabla 4-2 Se puede observar que la mayoria de las bacterias obtuvieron una resistencia
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del 85 %, en donde a comparacién con el estudio de Zago et al, 2011; lograron una resistencia del
99.5 %, en donde la cepa con mayor resistencia fue L.plantarurm. Para ver todos los resultados ir

a ANEXO 4
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Figura 4- 18 Viabilidad de bacterias probioticas en lisozima

En cuanto a la resistencia de pH acido, es fundamental que las bacterias probidticas resistan
a un pH 1.5 a 3. Anteriormente Charteris y cols. (1998), informaron que el efecto mas negativo
sobre el crecimiento y viabilidad de los Lactobacillos durante su paso a través del estbmago e
intestino delgado es la acidez. Debido a que, el pH en el estdmago humano oscila de 1.5 hasta 4.5
en funcion de los intervalos de alimentacion o variabilidad de alimentos; de la duracion de la
digestion de alimentos, el cual puede tomar hasta 3 0 4 h. Algunos autores han propuesto que las
cepas destinadas a fines probidticos deben ser examinados segun su tolerancia a pH 2.5. En donde
observamos en nuestros resultados que nuestras bacterias en un pH de 2.08 tuvieron una resistencia
entre 32 y 35 % (ver tabla 4-2). Siendo la cepa con mayor resistencia L.brevis con 5 log UFC/ml
con una diferencia significativa de p<0.05. En las figura 4-20 y 4-21 observamos una gran
resistencia de las bacterias probidticas de aproximadamente un 69 % y 50 % de resistencia, siendo

igual la cepa de L.brevis con mayor resistencia. Para ver todos los resultados ir a ANEXO 4
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Figura 4- 19 Viabilidad de bacterias probidticas en pH Figura 4- 20 Viabilidad de bacterias probiéticas en pH

4.05. Se realizaron ANOVA comparando las medias, 3.08. Se realizaron ANOVA comparando las medias,

letras iguales no representan diferencia significativa. letras iguales no representan diferencia significativa.
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Figura 4- 21 Viabilidad de bacterias probidticas en pH 2.08. Se realizaron
ANOVA comparando las medias, letras iguales no representan diferencia

significativa.
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Tabla 4- 2 Simulacion gastrica de bacterias con potencial probidtico

Simulacion gastrica (UFC/ml)

% % %
supervivencia supervivencia supervivencia
Cepas Lisozima pH pH pH 0.05 0.10 0.15 0.30 0.50
405 308 208 % % % % %
L.casei 85.10 69.62 50.04 3500 756 756 736 723 723
L.paracasei 85.10 69.62 50.04 3235 8191 801 736 741 691
L.plantarum 85.10 69.62 50.04 3235 7893 764 736 70.6 69.6
L.brevis 85.10 69.62 50.04 3235 100.70 88.6 835 764 729

En cuanto a la resistencia de sales biliares es igual una actividad probiotica fundamental.
Las sales biliares conjugadas se secretan en el intestino delgado para ayudar en la absorcion de las
grasas en la dieta, colesteril, vitaminas hidrofobicas y otros componenetes antes mencionados
grasa (Corzo y Gilliland, 2003). La mayoria de las cepas presentaron una supervivencia mayor al
70 % ver tabla 4-2. Ramos et al (2013), evaluaron la habilidad de los lactobacilos para tolerar
concentraciones de sales biliares; en donde L. brevis y L. plantarum fueron capaces de soportar
condiciones de 0.3 % sales biliares. En otra investigacion propuesta por Ronka et al (2003)
obtuvieron que L. brevis aislado de olivos es capaz de tolerar concentraciones de 0.3 % de sales
biliares. En esta investigacion observamos que las cepas al ser expuestas a una concentracion de
sales biliares de 0.30 % la cepa con mayor resistencia fue L.brevis con 5 log UFC/ml con una
resistencia de 76.4 % por lo que llegamos a la misma conclusién de los anteriores cientificos sobre
la resistencia que presenta dicha cepa. Ver figura 4-25. También nuestras cepas fueron expuestas

a concentraciones de sales biliares de 0.5 %, en donde de acuerdo a la Figura 4-26 podemos
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observar un crecimiento aproximado de las 4 cepas de 4 log UFC/ml con una resistencia de 69 %-

72 % por lo que concluimos que nuestras cepas aisladas del pulque presentan gran resistencia a

sales biliares. Para ver todos los resultados ir a ANEXO 4.
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Figura 4- 23 Viabilidad de bacterias probioticas en 0.05 %
de sales biliares. Se realizaron ANOVA comparando las

medias, letras iguales no representan diferencia significativa.
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Figura 4- 22 Viabilidad de bacterias probioticas en 0.10
% de sales biliares. Se realizaron ANOV A comparando
las medias, letras iguales no representan diferencia

significativa.

Figura 4- 24 Viabilidad de bacterias probioéticas
en 0.15 % de sales biliares. Se realizaron
ANOVA comparando las medias, letras iguales

no representan diferencia significativa.

E3 L.brevis



6 b b a
1 b
¥ |
E 49
) |
L
D -
g 21
- -
0- T
& o & g
& & & &
% & ©
A% Q,b\ @ v
\2 \/.Q
Ml | casei @ L.paracasei I L.plantarum = L.brevis

Figura 4- 25 Viabilidad de bacterias probidticas
en 0.30 % de sales biliares. Se realizaron ANOVA
comparando las medias, letras iguales no

representan diferencia significativa.
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Figura 4- 26 Viabilidad de bacterias probioticas en 0.50 %
de sales biliares. Se realizaron ANOVA comparando las
medias, letras iguales no representan diferencia

significativa.

Los microoganismos aislados del pulque y las pruebas microbiolgicas, mostraron que las cepas

tienen potencial probiodticio; por lo que pueden ser capaces de resistir a pH acido y sales biliares.

Por lo cual las cepas son capaces de presentar beneficios en enfermedades gastrointestinales como;

sindrome de intestino irritable, colitis, gastritis, enfermedade de crohn, ERGE, etc. Siendo capaces

de reducir sintoma como diarrea, vomito o inflamacion intestinal.

Fase 4

Elaboracion del alimento

Después de realizar nuestros alimentos sabor pifia y mango endulzados con estevia 0 azlcar,

realizamos una prueba sensorial, para evaluar la aceptacion y preferencia del alimento, fueron

evaluadas con respecto a la escala hedonica de de 7 elementos, por Lawlees y Heymann. En esta
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investigacion participaron 50 estudiantes de medicina de la UPAEP. En la figura 4-27 podemos
observar que la gomita con mayor preferencia en cuanto a sabor es la 245; la cual es una gomita
con pifia natural endulzada con azucar la cual obtuvo 290, con una diferencia significativa de
p<0.05. En la figura 4-28 tambien se evaluo en cuanto a su olor, en donde los 4 diferentes sabores

fueron calificados adecuadamente y no hubo diferencia significativa
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Figura 4- 27 Evaluaci6n de la gomita en cuanto a sabor Figura 4- 28 Evaluacion de la gomita en cuanto a olor
También fueron evaluadas en cuanto a textura en general, para observar si la gente al morderlas o
probarlas sentian alguna consistencia que no era de su agrado. En la figura 4-29 no observamos
diferencias significativas en los resultados, y Ilegamos a la conclusion que todas nuestras gomitas
presentan una texttura adecuada; solo algunos estudiantes pusieron ciertos comentarios que
debiamos agregar un poco mas de dulzura a nuestras gomitas para que sean consumidas para todo

tipo de publico, tanto nifios como adultos y asi poder tratar enfermedades gastrointestinales.
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Figura 4- 29 Evaluacion de la gomita en cuanto a textura en general
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CONCLUSION

El alimento fue elaborado con 4 bacterias aisladas del pulque, identificados bioquimica y
molecularmente por alumna de Doctorado en Biotecnologia, que corresponden a Lactobacillus
casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis.

Las cepas L.casei, L.paracasei, L.plantarum y L. brevis aisladas del pulque identificadas
mostraron habilidad para sobrevivir a las condiciones gastrointestinalaes como lisozima, pH &cido,
sales biliares y perdxido de hidrogeno. Estas podrian llegar viables a su sitio de accion; logrando
efectos benéficos en el huespéd para tratar enfermedades gastrointestinales como gastritis, colitis,
estrefiimiento, diarrea, etc; por lo que se llega a la conclusion que estas cepas son consideradas
probidticas por cumplir con los requisitos de resistir pH acido y sales biliares.

Las bacterias a ser encapsuladas presentaron mayor viabilidad, ya que el exponerse a
concentraciones a un pH de 1.6 su densidad dptica era de 0.4, mientras que al ser sometidas a un
pH menor a 2 las bacterias no logrardn resisir, por otro lado al exponerse a sales biliares lograron
una densidad Optica de 1.2 en una concentracion de 0.3 %. Por lo que la encapsulacion nos permite
preservar la estabilidad y viabilidad de los microorganismos probidticos.

La importancia de esta investigacion fue la diversificacion e innovacion de alimentos a
partir de microorganismos benéficos del pulque para reactivar el consumo de la bebida tradicional
mexicana, por ello se propone el uso de BAL con potencial probiético aisladas a partir del pulque,
e incidir en la dieta mexicana como una alimento funcional paramantener un equilibrio benéfico y

asi prevenir o tratar enfermedades gastrointestinales o crénico degenerativas.
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1. Resistencia de 4 bacterias acido lacticas en diferentes concentraciones de pH sin

encapsular y encapsuladas

1.1. Lactobacillus brevis, densidad dptica final sin encapsular

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 2, pH 3, pH 4,
pHS5, pHS5

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuentet. GL Ajust. Ajust. F p

C1 40.0144680.003617 25.18 0.000
Error 7 0.001005 0.000144
Total 110.015473

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.011984193.50%  89.79% *

Medias

C1 N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 30.44800 0.01249 (0.43164,
2 0.46436)
pH 30.46967 0.01201 (0.45331,
3 0.48603)




pH 30.40867 0.00764 (0.39231,
4 0.42503)
pH 2 03720 0.0170 (0.3520,
5 0.3920)
pH 1 0.4020 * (03737,
5 0.4303)

Desv.Est. agrupada = 0.0119841

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl1 N Media Agrupacion
pH 30.46967 A

SH 30.44800A B

§H 30.40867 C
sH 1 0.4020 B C
EH 2 0.3720 C

ICs simultédneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2
pPH3-pH2 »—%—.7
1
pH4-pH2 —_—————— |

pH 5 - pH 2 .

pHS5 -pH2 *
PH4-pH3 i
PHS5-pH3 —_—

pPHS5 -pH3 *

pH S5 - pH 4 ' .

PHS5 -pH4 *>

PHS -pH S .

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
entes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

0.500
0.475
AN
0.450 N .
AN
~ ™~
& 0425 \\ T
L ¥
0.400
0375 4{/
0.350
pH 2 pH 3 pH 4 pH S5 pHS5
cl

La desviacidén estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.
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1.1.1 Lactobacillus brevis, densidad 6ptica inicial encapsulado

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipétesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 1.6, pH 2.3, pH 3.3,
pH 3.3, pH 4.3

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p
C1 40.060719 0.015180 462.33 0.000
Error 30.000098 0.000033
Total 70.060818

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.005730099.84%  99.62% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 20.15500 0.00707 (0.14211,

1.6 0.16789)
pH 20.20800 0.00283 (0.19511,
2.3 0.22089)
pH 1 0.3450 *(0.3268,
3.3 0.3632)
pH 1 0.3300 *(0.3118,
3.3 0.3482)
pH 20.36350 0.00636 (0.35061,
4.3 0.37639)

Desv.Est. agrupada = 0.00573004



Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl1 N Media Agrupacion
pH 20.36350 A

4.3

pH 1 0.3450A

3.3

pH 1 0.3300A

3.3

pH 20.20800 B

2.3

pH  20.15500 C
1.6

ICs simulténeos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

pH23 - pH 16 ———
pH 3.3 -pH 16 ———
pH3.3 -pH 16 ' . 4
pH 43 - pH 1.6 [P
pH 33 -pH23 —
pH 3.3 -pH23 ————
pH 43 - pH 23 I —
pH 3.3 - pH 33 ' - 4
pH 43 -pH 3.3 —.
PH43-pH 33 —_—
-0.10 -0.05 0.60 0.05 0.10 015 0.20 025
Si un intervalo no contiene cero, las medias ¢ sp son signific
diferentes,

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

0.40

c2

pH 1.6 pH 2.3 pH 3.3 pH 3.3 pH 4.3
al

La desviacién estdndar agrupada se utiliz6 para calcular los intervalos.

1.1.2 Lactobacillus brevis, densidad 6ptica final encapsulado

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 1.6, pH 2.3, pH 3.3,
pH 3.3, pH 4.3

Andlisis de Varianza



SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
C1 43.84992 0.962479 7568.65 0.000
Error 30.00038 0.000127
Total 7 3.85030

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.011276899.99%  99.98% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 20.24250 0.00354 (0.21712,

1.6 0.26788)
pH 20.69650 0.00212 (0.67112,
23 0.72188)
pH 1 0.8590 *(0.8231,
3.3 0.8949)
pH 1 0.8680 *(0.8321,
3.3 0.9039)
pH 2 21145 00191 (2.0891,
4.3 2.1399)

Desv.Est. agrupada = 0.0112768

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
pH 2 2.1145A

4.3

pH 1 08680 B

3.3

pH 1 08590 B

3.3

pH 20.69650 C
2.3

pH 20.24250 D
1.6




ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

pH 2.3 - pH 16 o
pH 3.3 - pH 16 ——

pH3.3 -pH 16 e

pH 4.3 - pH 16 e
pH 3.3 - pH 23 ——i

pH 33 -pH23 —e—

pH43-pH23 e

pH 3.3 - pH 3.3 e

pH43-pH 33 e

pH43-pH 33 [ -

00 05 1.0 15 20

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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20
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La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

1.2. Lactobacillus paracasei, densidad Optica inicial sin encapsular

Metodo
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 2, pH 3, pH 4,
pH5, pH5

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p
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C1 4.0.024044 0.006011 21.29 0.001
Error 70.001976 0.000282
Total 110.026021

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.016803592.40%  88.06% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 30.42467 0.01102 (0.40173,

2 0.44761)
pH 30.46867 0.01457 (0.44573,
3 0.49161)
pH 30.37433 0.01012 (0.35139,
4 0.39727)
pH 2 0.3485 0.0332 (0.3204,
5 0.3766)
pH 1 0.3660 *(0.3263,
5 0.4057)

Desv.Est. agrupada = 0.0168035

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl1 N Media Agrupacion
pH 30.46867 A

SH 30.42467A B

rz)H 30.37433 C
sH 1 0.3660 B C
SH 2 0.3485 C
)

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

pH3-pH2 T
I
pH4-pH2 ————————i

pHS5-pH2 [ Y

pHS5 -pH2 *

pH4-pH3 —_——

pH5-pH3 *

pHS5 -pH 3 *

pH5-pH4 [ *

pH5 -pH 35 + +

-0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes,

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

0.45 / *

0.40

c2

pH 2 pH 32 pH 4 pPHS pPHS
cl

La desviacién esténdar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

1.2.1 Lactobacillus paracasei densidad oOptica final, sin encapsular

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son

iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 2, pH 3, pH 4,
pH5, pH5

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
C1 41.46226 0.365566 107.47 0.000




Error 7 0.02381 0.003401
Total 111.48607

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.058322498.40%  97.48% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 3 0.5733 0.0668 (0.4937,

2 0.6530)
pH 3 0.8837 0.0605 (0.8040,
3 0.9633)
pH 3 1.1047 0.0611 (1.0250,
4 1.1843)
pH 2156450 0.01061 (1.46698,
5 1.66202)
pH 1 1.460 * (1.322,

5 1.598)

Desv.Est. agrupada = 0.058322

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl1 N Media Agrupacion
pH 2156450 A

SH 1 1.460A

EH 3 1.1047 B

sH 3 0.8837 C
EH 3 0.5733 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.



ICs simultéaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2
T

pH3-pH2 ! _——
pH 4-pH 2 : . ]
pH 5 - pH 2 : ' . "
PHS -pH2 : e
:
PH4-pH3 i —_——
i
pH5-pH3 i e
pH5 -pH3 i e
pH 5 - pH 4 i . |
PHS5 -pH4 i e
pH5 -pHS »—o—§—<
0.50 025 000 025 0.50 075 1.00 125

St un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes,
Grafica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

1.2.2 Lactobacillus paracasei, densidad éptica incial encapsulado

Metodo
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipétesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 1.6, pH 2.3, pH 3.3,
pH 3.3, pH 4.3

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p
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C1 4.0.062585 0.015646 507.45 0.000
Error 30.000092 0.000031
Total 70.062678

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.0055528 99.85%  99.66% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 20.11400 0.00141 (0.10150,

1.6 0.12650)
pH 20.21450 0.00636 (0.20200,
23 0.22700)
pH 1 0.2300 *(0.2123,
3.3 0.2477)
pH 1 0.2500 *(0.2323,
3.3 0.2677)
pH 20.36200 0.00707 (0.34950,
43 0.37450)

Desv.Est. agrupada = 0.00555278

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
pH 20.36200 A

4.3

pH 1 0.2500 B
3.3

pH 1 0.2300 B
3.3

pH 20.21450 B

2.3

pH 20.11400 C
1.6

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

pH 2.3 - pH 1.6 ———

pH 3.3 - pH 16 —e—

pH 33 -pH 16 .

pH 4.3 - pH 1.6 ————

pH33-pH 23 —

pH 33 -pH23 A

pH 43 - pH 23 .

pH33 -pH33 L *>

pH 4.3 - pH 3.3 — .

pH 43 - pH 33 — e

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

Si un intervalo no contiene cero, las medias ¢ 5 son signif
diferentes,

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

0.40
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.
1.2.3 Lactobacillus paracasei, densidad dptica final encapsulado

Método
Hipotesis nula Todas las medias son

iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 1.6, pH 2.3, pH 3.3,
pH 3.3, pH 4.3

Analisis de Varianza

SC MC Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F p
C1 4 3.62537 0.906341 16330.47 0.000

Error 30.00017 0.000056
Total 7 3.62553



Resumen del modelo
R_
R-cuad. cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.0074498 100.00%  99.99% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 20.21350 0.00919 (0.19674,

1.6 0.23026)
pH 2051400 0.00566 (0.49724,
2.3 0.53076)
pH 1 0.9520 *(0.9283,
3.3 0.9757)
pH 1 0.9680 *(0.9443,
3.3 0.9917)
pH 21.99100 0.00707 (1.97424,
4.3 2.00776)

Desv.Est. agrupada = 0.00744983

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
pH 21.99100 A

4.3

pH 1 09680 B

33

pH 1 09520 B

3.3

pH 20.51400 C
2.3

pH 20.21350 D
1.6

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

pH 2.3 - pH 1.6 ! o

pH 3.3 - pH 1.6 e

pH33 -pH 16 [ ol

pH 4.3 - pH 1.6 B3

pH 3.3 - pH 23

¢

pH33 -pH23

pH 43 - pH 23 e

pH33 - pH33 [

pH 4.3 - pH 3.3 =2

pH 4.3 - pH 3.3 =
1.0

0.0 0.5

St un intervalo no contigne cero, las medias ¢ 72} son signific
diferentes,

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

20 -

0.5

0.0
pH 1.6 pH 23 pH 33 pH 33 pH 43

<1

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

1.3 Lactobacillus plantarum, densidad dptica inicial sin encapsular

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 2, pH 3, pH 4,
pH5, pH5

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p
C1 40.056842 0.014210 61.26 0.000




Error 7 0.001624 0.000232
Total 110.058466

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.0152308 97.22%  95.64% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 30.49067 0.00451 (0.46987,

2 0.51146)
pH 3 05627 0.0225 (0.5419,
3 0.5835)
pH 30.40300 0.01646 (0.38221,
4 0.42379)
pH 1 0.3880 *(0.3520,
5 0.4240)
pH 20.39850 0.00495 (0.37303,
5 0.42397)

Desv.Est. agrupada = 0.0152308

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl1 N Media Agrupacion
pH 3 0.5627A

2H 30.49067 B

§H 30.40300 C

::)1H 20.39850 C

EH 1 0.3880 C

)




ICs simulténeos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2

pH3-pH2 S ——
pH4-pH2 —_——————

pPHS5-pH 2 [ .

pHS5 -pH2 ————

pH4-pH3 —_———

pH5-pH3 _—

pHS5 -pH3 —
PHS5-pH 4 L *—
PHS5 -pH 4 e
PHS5 -pH S5 —_————————
-0.25 -0.20 -0.15 -0.10 -0.05 B.(-)G 0.05 0.10

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% |C para la media

c2

ﬂ{{

pH 2 pH3 pH 4 pHS5 pHS
c1

La desvigcién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

1.3.1 Lactobacillus plantarum, densidad oOptica final sin encapsular

Método
Hipétesis nula Todas las medias son

iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 2, pH 3, pH 4,
pH5, pH5

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
C1 4 2.60220 0.650550 1212.90 0.000
Error 70.00375 0.000536
Total 112.60595

96



Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.023159499.86%  99.77% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 30.49833 0.01290 (0.46672,

2 0.52995)
pH 30.62133 0.01069 (0.58972,
3 0.65295)
pH 3 1.0533 0.0388 (1.0217,
4 1.0850)
pH 1 1.720 *  (1.665,

5 1.775)

pH 2167250 0.01344 (1.63378,
5 1.71122)

Desv.Est. agrupada = 0.0231594

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
C1l N Media Agrupacion

pH 1 1.720A

EH 21.67250 A

ﬁH 3 1.0533 B

;H 30.62133 C
ﬁH 30.49833 D
2

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

pH 3 - pH 2 —e—

pH 5 - pH 2 e
pH5 - pH 2 e
pH 4 - pH 3 —e—s

PHS-pH 3 ——i
PHS - pH 3 —e—i

PH S - pH 4 e

PHS5 - pH 4 e

PHS5 - pH 5 ——

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utiliz6 para calcular los intervalos.

1.3.2 Lactobacillus plantarum, densidad Optica inicial encapsulado

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 1.6, pH 2.3, pH 3.3,
pH 3.3, pH 4.3

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p
C1 40.095345 0.023836 276.63 0.000
Error 30.000259 0.000086
Total 70.095604
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Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.0092826 99.73%  99.37% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 20.09300 0.00424 (0.07211,

1.6 0.11389)
pH 20.09950 0.00636 (0.07861,
2.3 0.12039)
pH 1 0.2300 *(0.2005,
3.3 0.2595)
pH 1 0.2200 *(0.1905,
33 0.2495)
pH 2 03600 0.0141 (0.3391,
43 0.3809)

Desv.Est. agrupada = 0.00928260

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
pH 2 0.3600 A

4.3

pH 1 0.2300 B
3.3

pH 1 0.2200 B
3.3

pH 20.09950 C
2.3

pH 20.09300 C
1.6




ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2

T
pH 2.3 - pH 16 »—‘roi

pH 3.3 - pH 16 ————————
pH 3.3 - pH 16 v -
pH 4.3 - pH 1.6 —
pH 33 - pH 23 e e
pH33 -pH23 ——————
pH 4.3 - pH 23 ——————
pH33 -pH33 .
pH 43 - pH 33 —-
pH 4.3 - pH 3.3 —
-0.1 (] 01 0.2 03
Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Graéfica de intervalos de C2 vs. C1
959% IC para la media

0.40

(o
o °
S &
]
|
|
|
|
|
|
|
~
N

PH 16 pH 23 pH 2.3 pH 3.3 pH 43
(o]

La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervatos.

1.3.3 Lactobacillus plantarum, densidad éptica final encapsulado

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 1.6, pH 2.3, pH 3.3,
pH 3.3, pH 4.3

Anadlisis de Varianza

SC MC Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F p
C1l 4 4.25024 1.06256 75004.26 0.000

Error 30.00004 0.00001
Total 74.25028
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Resumen del modelo

R-

R-cuad. cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.0037639 100.00% 100.00% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 20.25800 0.00141 (0.24953,

1.6 0.26647)
pH 2 05450 0.0000 (0.5365,
2.3 0.5535)
pH 1 0.7700 *(0.7580,
3.3 0.7820)
pH 1 0.7680 * (07560,
3.3 0.7800)
pH 22.15450 0.00636 (2.14603,
4.3 2.16297)

Desv.Est. agrupada = 0.00376386

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl1 N MediaAgrupacion
pH 22.15450 A

4.3

pH 1 0.7700 B

3.3

pH 1 07680 B

33

pH 2 0.5450 C
2.3

pH 20.25800 D
1.6




ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

pH 2.3 - pH 16 | .
pH 3.3 - pH 1.6 § o
pH 3.3 -pH 1.6 | »
!
pH 4.3 - pH 1.6
pH 3.3 - pH 23 | ™
!
pH 33 -pH23 § -
pH 4.3 - pH 2.3 § -
pH 33 -pH33 -:‘\
pH 4.3 - pH 33 § .
pH 4.3 - pH 33 § ™

0.0 0.5 1.0 15

St un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes,

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacion estdndar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.

2.0

pH 43

1.4 Lactobacillus casei, densidad 6ptica inicial sin encapsular

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 SpH 2, pH 3, pH 4,
pH5, pH5

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p

102



C1 40.006314 0.001578 0.92 0.502
Error 70.011981 0.001712
Total 110.018295

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)

*

0.0413714 34.51% 0.00%
Medias

IC de
C1 N MediaDesv.Est. 95%
pH 30.4780 0.0350 (0.4215,
2 0.5345)
pH 30.4600 0.0599 (0.4035,
3 0.5165)
pH 30.4633 0.0240 (0.4069,
4 0.5198)
pH 10.4440 * (0.3462,
5 0.5418)
pH 20.4085 0.0346 (0.3393,
5 0.4777)

Desv.Est. agrupada = 0.0413714

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl

N Media Agrupacion

30.4780A

30.4633 A

30.4600 A

10.4440 A

20.4085 A
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

pH3-pH2 -

pH 4 - pH 2 *
pHS5-pH 2 *

pHS -pH2 *

pH4-pH3

pHS5-pH3 *

PHS -pH3 *

pHS -pH4 .

pHS5 -pHS *
-0.2 -0.1 0.0 01 0.2

Si un intervalo no contiene cero, las medias ¢ 5p son signifi
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

c2

0.40

pH 2 pH3 pH 4 pH 5 pHS
a

La desviacién esténdar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

1.4.1 Lactobacillus casei, densidad Optica final sin encapsular

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5pH 2, pH 3, pH 4,
pHS5, pH5

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
C1l 42.22161 0.555402 734.96 0.000
Error 70.00529 0.000756
Total 112.22690
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Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.0274898 99.76%  99.63% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 3 0.6393 0.0311 (0.6018,

2 0.6769)
pH 30.73100 0.01277 (0.69347,
3 0.76853)
pH 31.16433 0.01601 (1.12680,
4 1.20186)
pH 1 1.814 *(1.749,
5 1.879)
pH 2 16785 0.0502 (1.6325,
5 1.7245)

Desv.Est. agrupada = 0.0274898

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
C1l N Media Agrupacion

pH 1 1814A

EH 2 16785 B

gH 3116433 C
;)1H 30.73100 D
2H 3 0.6393 E

2
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ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para €2

pH3-pH2 —e—
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

Griéfica de intervalos de C2 vs. C1
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La desviacion esténdar agrupada se utiliz6 para calcular los intervalos.

1.4.2 Lactobacillus casei, densidad Optica inicial encapsulado

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 6pH 1.6, pH 2.3, pH 2.3, pH
3.3,pH 3.3, pH 4.3

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p
C1l 50.031026 0.006205 3.78 0.222
Error 20.003285 0.001642
Total 70.034311

Resumen del modelo



R-

R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)

66.49% *

0.0405278 90.43%
Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 20.10750 0.00212
1.6

pH 1 0.1980 *
2.3

pH 1 0.2000 *
2.3

pH 1 0.2500 *
3.3

pH 1 0.2450 *
3.3

pH 2 0.2695 0.0573
4.3

(-0.01580,
0.23080)
(0.0236,
0.3724)
(0.0256,
0.3744)
(0.0756,
0.4244)
(0.0706,
0.4194)
(0.1462,
0.3928)

Desv.Est. agrupada = 0.0405278

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion

pH
4.3
pH
3.3
pH
3.3
pH
2.3
pH
2.3
pH
1.6

2 0.2695A

1 0.2500 A

1 0.2450 A

1 0.2000 A

1 0.1980 A

20.10750 A

107



ICs simulténeos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

T
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Si un intervalo no contiene cero, las medias corresp son signific
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

1.4.3 Lactibacillus casei, densidad dptica final encapsulado

Metodo
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 6pH 1.6, pH 2.3, pH 2.3, pH
3.3,pH3.3,pH 4.3

Andlisis de Varianza

SC MC Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. Valor F p
C1 53.52207 0.704414 19432.12 0.000

Error 20.00007 0.000036
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Total 73.52214

Resumen del modelo
R_
R-cuad. cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.0060208 100.00%  99.99% *

Medias

Cl N MediaDesv.Est. IC de 95%
pH 20.24400 0.00849 (0.22568,

1.6 0.26232)
pH 1 0.7500 * (07241,
2.3 0.7759)
pH 1 0.7600 * (07341,
2.3 0.7859)
pH 1 0.9120 *(0.8861,
3.3 0.9379)
pH 1 0.9200 *(0.8941,
3.3 0.9459)
pH 22.05950 0.00071 (2.04118,
4.3 2.07782)

Desv.Est. agrupada = 0.00602080

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
pH 22.05950 A

4.3

pH 1 09200 B

3.3

pH 1 09120 B

3.3

pH 1 0.7600 C
2.3

pH 1 0.7500 C
2.3

pH  20.24400 D
1.6
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ICs simultéaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2
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Si un intervalo no contiene cero, las medigs correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos,

2. Resistencia de 4 bacterias acido lacticas en diferentes concentraciones de sales biliares

encapsuladas y no encapsuladas

2.1 Lactobacillus casei, densidad optica inicial sin encapsular

Método
Hipétesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
C1 31.00%,
3.00%,
5.00%
Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p
C1 20.000597 0.000299 2.67 0.215
Error 30.0003350.000112
Total 50.000932
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Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)

0.0105672 64.06%  40.09% 0.00%
Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
1.00% 20.01000 0.00424 (-0.01378,

0.03378)

3.00% 2 0.0325 0.0177 (0.0087,
0.0563)

5.00% 20.02950 0.00212 (0.00572,
0.05328)

Desv.Est. agrupada = 0.0105672

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N MediaAgrupacion
3.00% 2 0.0325A
5.00% 2 0.02950 A
1.00% 20.01000 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultédneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién esténdar agrupada se utilizé para caleular los intervalos.



2.1.1 Lactobacillus casei, densidad Optica final sin encapsular

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipétesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p
C1l 20.497266 0.248633 4534.34 0.000
Error 30.000165 0.000055
Total 50.497431

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)
0.007405099.97%  99.94% 99.87%

Medias

C1 N MediaDesv.Est. 1C de 95%
1.00% 2 0.72400 0.01273 (0.70734,
0.74066)
3.00% 2 0.49300 0.00141 (0.47634,
0.50966)
5.00% 20.031500 0.000707 (0.014836,
0.048164)

Desv.Est. agrupada = 0.00740495

Comparaciones en parejas de Tukey
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Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl1 N Media Agrupacion
1.00% 2 0.72400 A

3.00% 2 0.49300 B
5.00% 2 0.031500 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2
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St un intervalo no contiene cero, las medias ¢ P son signifi
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

2.1.2 Lactobacilus casei, densidad Optica inicial encapsulado

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 3 1.00%,
3.00%,
5.00%
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Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor

Fuente GL  Ajust.  Ajust. F

p

C1 20.010456 0.005228 209.13 0.001

Error 30.000075 0.000025
Total 50.010531

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.00599.29%  98.81% 97.15%

Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%

1.00% 20.10750 0.00354 (0.09625,
0.11875)
3.00% 20.17600 0.00707 (0.16475,
0.18725)
5.00% 20.20750 0.00354 (0.19625,
0.21875)

Desv.Est. agrupada = 0.005

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
5.00% 20.20750 A

3.00% 20.17600 B
1.00% 20.10750 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultéaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

2.1.3 Lactobacillus casei, densidad Optica final encapsulado

Método
Hipétesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p
C1l 20.717949 0.358974 8380.73 0.000
Error 30.000129 0.000043
Total 50.718077

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.006544799.98%  99.97% 99.93%

Medias
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C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
1.00% 21.64100 0.00707 (1.62627,
1.65573)
3.00% 21.25000 0.00424 (1.23527,
1.26473)

5.00% 20.79450 0.00778 (0.77977,
0.80923)

Desv.Est. agrupada = 0.00654472

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Cl1 N Media Agrupacion
1.00% 21.64100 A

3.00% 21.25000 B
5.00% 20.79450 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2
Griéfica de intervalos de C2 vs. C1

95% IC para la media
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La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

2.2 Lactobacillus paracasei, densidad dptica inicial sin encapsular

Método
Hipétesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis

Informacion del factor
Factor Niveles VValores




C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p

C1 20.001327 0.000664 11.00 0.042
Error 30.000181 0.000060
Total 50.001508

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.007767588.00%  80.00% 51.99%

Medias

C1 N MediaDesv.Est. IC de 95%
1.00% 20.037500 0.000707 (0.020021,
0.054979)
3.00% 2 0.07000 0.00000 (0.05252,
0.08748)
5.00% 2 0.03950 0.01344 (0.02202,
0.05698)

Desv.Est. agrupada = 0.00776745

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N MediaAgrupacion
3.00% 2 0.07000 A

5.00% 2 0.03950 A B
1.00% 2 0.037500 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2
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St un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

2.2.1 Lactobacillus paracasei, densidad dptica final sin encapsular

Metodo
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p
C1 2 0.505636 0.252818 105.47 0.002
Error 30.007191 0.002397
Total 50.512827
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Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.0489592 98.60%  97.66% 94.39%

Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
1.00% 20.82750 0.00778 (0.71733,

0.93767)
3.00% 2 05775 0.0841 (0.4673,
0.6877)
5.00% 20.12600 0.00707 (0.01583,
0.23617)

Desv.Est. agrupada = 0.0489592

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
1.00% 20.82750 A

3.00% 2 0.5775 B
5.00% 20.12600 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervatos,

2.2.2 Lactobacillus paracasei, densidad dptica inicial encapsulado

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p

C1 20.002452 0.001226 14.28 0.029
Error 30.000257 0.000086
Total 50.002709

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)
0.0092646 90.50%  84.16% 61.99%

Medias
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C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
1.00% 2 0.1455 0.0148 (0.1247,
0.1663)
3.00% 20.15550 0.00495 (0.13465,
0.17635)
5.00% 20.19250 0.00354 (0.17165,
0.21335)

Desv.Est. agrupada = 0.00926463

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
5.00% 20.19250 A

3.00% 20.15550 A B
1.00% 2 0.1455 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simulténeos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2
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Graéfica de intervalos de C2 vs. C1
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La desviacion estdndar agrupada se utilizo para caleular los intervatos.

5.00%

2.2.3 Lactobacillus paracasei, densidad dptica final encapsulado

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias

alterna son iguales
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Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p
C1l 20.621994 0.310997 1811.63 0.000
Error 30.000515 0.000172
Total 50.622509

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.013102299.92%  99.86% 99.67%

Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
1.00% 2 1.5065 0.0177 (1.4770,
1.5360)
3.00% 21.21100 0.01273 (1.18152,
1.24048)
5.00% 20.72550 0.00636 (0.69602,
0.75498)

Desv.Est. agrupada = 0.0131022

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
1.00% 2 1.5065A

3.00% 21.21100 B
5.00% 20.72550 C
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

2.3 Lactobacillus plantarum, densidad optica inicial sin encapsular

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Anadlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p
C1l 20.000785 0.000393 4.46 0.126
Error 30.000264 0.000088




Total 50.001049

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.0093808 74.84%  58.07% 0.00%

Medias
C1 N Media Desv.Est. IC de 95%

1.00% 20.06500 0.01131 (0.04389,
0.08611)
3.00% 20.09300 0.00283 (0.07189,
0.11411)
5.00% 20.07800 0.01131 (0.05689,
0.09911)

Desv.Est. agrupada = 0.00938083

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
3.00% 20.09300 A
5.00% 20.07800 A
1.00% 2 0.06500 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultineos de 95% de Tukey
n,

Diferencias de las medias para C2

3.00% - 100% + -

5.00% - 100%

Si un intervalo o contiene cera, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.
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Grafica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

a

La desviacidn estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

2.3.1 Lactobacillus plantarum, densidad éptica final sin encapsular

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son

iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p
C1 20.087734 0.043867 141.13 0.001
Error 30.000933 0.000311
Total 50.088667

Resumen del modelo
R-
R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)
0.017630598.95%  98.25% 95.79%
Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
1.00% 20.99800 0.00141 (0.95833,
1.03767)
3.00% 2 0.7485 0.0219 (0.7088,
0.7882)
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500% 2 0.7350 0.0212 (0.6953,
0.7747)

Desv.Est. agrupada = 0.0176305

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N MediaAgrupacion
1.00% 20.99800 A

3.00% 2 0.7485 B
5.00% 2 0.7350 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

3.00% - 1.00% }—0—

5.00% - 1.00% *

5.00% - 3.00% E—

0.3 0.2 0.1 0.0 01

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

2.3.2 Lactobacillus plantarum, densidad Optica inicial encapsulado

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p
C1l 20.002439 0.001220 35.01 0.008
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Error 30.000105 0.000035
Total 50.002544

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.005902095.89%  93.15% 83.57%

Medias
C1 N Media Desv.Est. IC de 95%

1.00% 20.15200 0.00566 (0.13872,
0.16528)
3.00% 20.19550 0.00636 (0.18222,
0.20878)
5.00% 20.19400 0.00566 (0.18072,
0.20728)

Desv.Est. agrupada = 0.00590198

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
3.00% 20.19550 A

5.00% 20.19400 A

1.00% 2 0.15200 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

3.00% - 100% e
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién esténdar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

2.3.3 Lactobacillus plantarum, densidad oOptica final encapsulado

Método
Hipétesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
C1l 21.13562 0.567810 1514.16 0.000
Error 30.00112 0.000375
Total 51.13675

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.019364999.90%  99.84% 99.60%

Medias
C1 N Media Desv.Est. IC de 95%




1.00% 2 1.5580 0.0255 (1.5144,

1.6016)
3.00% 2 1.3755 0.0191 (1.3319,
1.4191)
5.00% 20.55750 0.01061 (0.51392,
0.60108)

Desv.Est. agrupada = 0.0193649

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
1.00% 2 1.5580 A

3.00% 2 1.3755 B
5.00% 2 0.55750 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simulténeos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2

5.00% - 1.00% *

5.00% - 300% ]

intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

Grafica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

/!

2.4 Lactobacillus brevis, densidad Optica inicial sin encapsular

Método
Hipotesis nula Todas las medias son

iguales
Hipétesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

129



130

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
C1 20.001870 0.000935 35.74 0.008
Error 30.000078 0.000026
Total 50.001949

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.005115395.97%  93.29% 83.89%

Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
1.00% 20.01500 0.00141 (0.00349,
0.02651)
3.00% 20.05800 0.00849 (0.04649,
0.06951)
5.00% 20.04050 0.00212 (0.02899,
0.05201)

Desv.Est. agrupada = 0.00511534

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
3.00% 20.05800 A

5.00% 20.04050 A

1.00% 20.01500 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2

3.00% - 100% E— |

5.00% - 1.00% &

5.00% - 3.00% e —

-0.050 -0.025 0.000 0.025 0.050 0.075

Siun intervato no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

2.4.1 Lactobacillus brevis, densidad dptica final sin encapsular

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p




C1 20.046006 0.023003 10.65 0.043
Error 30.006479 0.002160
Total 50.052485

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.046472287.66%  79.43% 50.62%

Medias

IC de
C1 N Media Desv.Est. 95%
1.00% 20.7750 0.0212 (0.6704,

0.8796)

3.00% 20.6435 0.0615 (0.5389,
0.7481)

5.00% 20.5625 0.0474 (0.4579,
0.6671)

Desv.Est. agrupada = 0.0464722

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl1 N Media Agrupacion
1.00% 20.7750 A

3.00% 20.6435A B
5.00% 20.5625 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

5.00% - 1.00% .
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién esténdar agrupada se utilizé para catcular los intervalos.

2.4.2 Lactobacillus brevis, densidad Optica inicial encapsulado

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor

Fuente GL  Ajust.  Ajust. F

C1 20.021751 0.010875 345.25 0.000

Error 30.000094 0.000031
Total 50.021846

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)
0.005612599.57%  99.28% 98.27%

Medias
C1 N MediaDesv.Est. IC de 95%
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1.00% 20.11200 0.00707 (0.09937,
0.12463)
3.00% 20.21750 0.00354 (0.20487,
0.23013)
5.00% 20.25400 0.00566 (0.24137,
0.26663)

Desv.Est. agrupada = 0.00561249

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
5.00% 20.25400 A

3.00% 20.21750 B
1.00% 20.11200 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

2,00% - 1.00% i b

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
C para la media
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La desviacion estdndar agrupada se utiliz6 para caleular los intervalos.

2.4.3 Lactobacillus brevis, densidad 6ptica final encapsulado

Método
Hipétesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.
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Informacion del factor

Factor Niveles Valores

C1 31.00%,
3.00%,
5.00%

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
C1 21.76542 0.882712 8314.40 0.000
Error 30.00032 0.000106
Total 51.76574

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.010303799.98%  99.97% 99.93%

Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
1.00% 21.83600 0.00849 (1.81281,
1.85919)
3.00% 21.22100 0.01273 (1.19781,
1.24419)
5.00% 20.50850 0.00919 (0.48531,
0.53169)

Desv.Est. agrupada = 0.0103037

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N MediaAgrupacion
1.00% 21.83600 A

3.00% 21.22100 B
5.00% 2 0.50850 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

2.00% - 1.00% e

500% - 100% | [

5.00% - 3.00% e

Griéfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

3. Resistencia de bacterias acido lacticas en diferentes concentraciones de peroxido de
hidrégeno

3.1 Lactobacillus casei resistencia en perdxido de hidrégeno

Metodo
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05

significancia
Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 410, 20, 30,
control

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust. Ajust. F p
C1l 30.010925 0.003642 34.63 0.000
Error 80.000841 0.000105
Total 110.011767
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Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.010255192.85%  90.17% 83.91%

Medias

C1 N MediaDesv.Est. IC de 95%
10 3 0.36533 0.01692 (0.35168,
0.37899)
20 3 0.43800 0.00624 (0.42435,
0.45165)
30 30.381333 0.001528 (0.367680,
0.394987)
control 3 0.42600 0.00964 (0.41235,
0.43965)

Desv.Est. agrupada = 0.0102551

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N  Media Agrupacion
20 3 0.43800 A

control 3 0.42600 A

30 30.381333 B

10 3 0.36533 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

20-10 e

30-10 b - i

control - 10 —e——
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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Lo desviacién esténdar agrupada se utilizé para calcular los intervaios.

c2
&

3.2 Lactobacillus paracasei resistencia en peroxido de hidrégeno

Método
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 410, 20, 30,
control

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p
C1 30.008107 0.002702 33.61 0.000
Error 80.000643 0.000080
Total 110.008751

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.008967592.65%  89.89% 83.46%

Medias
C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
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10 30.36167 0.01457 (0.34973,
0.37361)
20 30.43000 0.00500 (0.41806,
0.44194)
30  30.37867 0.00808 (0.36673,
0.39061)
control 30.37500 0.00436 (0.36306,
0.38694)

Desv.Est. agrupada = 0.00896753

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
20 30.43000 A

30 30.37867 B
control 30.37500 B
10 30.36167 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simulténeos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2

20-10 et
30-10 — .
control - 10 e
30 -20 Ao
control - 20 5 -
control - 30 —
0.10 0.05 0.00 005 010
Si un intervalo no contiene cera, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.
Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
0.44
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La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos

3.3 Lactobacillus plantarum resistencia en perdxido de hidrogeno

Meétodo

Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales



Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales

Nivel de a =0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 410, 20, 30,
control

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor

Fuente GL  Ajust. Ajust. F

C1l 30.035740 0.011913 25.51 0.000

Error 80.003737 0.000467
Total 110.039477

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.021612190.53%  86.98% 78.70%

Medias
C1 N Media Desv.Est. IC de 95%

10 3 04883 0.0266 (0.4596,
0.5171)
20  30.45567 0.00551 (0.42689,
0.48444)
30  30.35033 0.01168 (0.32156,
0.37911)
control 3 0.4763 0.0315 (0.4476,
0.5051)

Desv.Est. agrupada = 0.0216121

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
10 3 0.4883A
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control 3 0.4763 A
20 30.45567 A
30 30.35033 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

20-10 S —
30-10 ; . 1
control - 10 (S S—
30-20 P
control - 20 ; * i
control - 30 I
-02 -0 0.0 01 02

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

10 20 30 control

c

La desviacion estdndar agrupada se utiliz6 para calcular (os intervalos.

3.4 Lactobacillus brevis resistencia en peréxido de hidrégeno

Método
Hipétesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 410, 20, 30,
control

Andlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL  Ajust.  Ajust. F p
C1 30.035900 0.011967 100.77 0.000
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Error 80.000950 0.000119
Total  110.036850

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
0.010897297.42%  96.46% 94.20%

Medias

C1 N MediaDesv.Est. IC de 95%
10 3 0.37633 0.01137 (0.36183,
0.39084)
20 3 0.33233 0.00651 (0.31783,
0.34684)
30 30.254333 0.001528 (0.239825,
0.268842)
control 3 0.3970 0.0173 (0.3825,
0.4115)

Desv.Est. agrupada = 0.0108972

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N  Media Agrupacion
control 3 0.3970A

10 3 0.37633 A

20 3 0.33233 B

30 30.254333 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultédneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

'
20 - 10 f—— E
i
30-10 I -
i
control - 10 A
I
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H
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Grafica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estandar agrupada se utiliz6 para calcular los intervalos.

4. Simulacion gastrica de bacterias probidticas

4.1 Resistencia de 4 bacterias probidticas expuestas a lisozima

Método

Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna Mo todas las medias son iguales
Nivel de significancia cc = 0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

1 6 .paracasei, |.brevis, l.casei, l.paracasei, |.plantarum, I.plantarum

Analisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
c1 58.03459E+18 1.60692E+18 2571.07  0.000
Error 2 1.25000E+15 6.25001E+14

Total 7 8.03584E+18

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

25000012 99.98%  99.95% *

Medias

] N Media Desv.Est. IC de 95%
Jparacasei 1 850000 * (-106716372, 108416372)
I.brevis 2 2315000000 35355339 (2238939089, 2391060911)
l.casei 2 455000 35355 (-75605911, 76515911)
l.paracasei 1 910000 * (-106656372, 108476372)
lL.plantarum 1 400000 * (-107166372, 107966372)
lL.plantarum 1 600000 * (-106966372, 108166372)

Desv.Est. agrupada = 25000012
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Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

9 N Media Agrupacion
L.brevis 2 2315000000 A
|.paracasei 1 910000
Jparacasel 1 850000
|.plantarum 1 600000
l.casei 2 455000
l.plantarum 1 400000

0w m W

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

lbrevis - .paracasei
l.casei - paracasei
Lparacasei - paracasei
Lplantarum - .paracasei
lplantarum - .paracasei

|.casei - Lbrevis e

Lparacasei - |.brevis ——

Lplantarum - |brevis ——

Lplantarum - Lbrevis ——
|.paracasei - Lcasei
I.plantarum - l.casei
Lplantarum - Lcasei
Lplantarum - | paracasei

i

Iplantarum - |.paracasei

Lplantarum - Lplantarum

SEMEE

-3.000E+09 -2.000E+09 -1.000E+09

St un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.
Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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4.2 Resistencia de bacterias probidticas a diferentes pH
4.2.1 Resistencia a pH 4.05

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 5 L.brevis, l.brevis, l.casei,
|.paracasei, l.plantarum

Analisis de Varianza

Valor Valor
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. F p
C1 4 31378500000 7844625000 303.66 0.000
Error 3 77500000 25833333
Total 7 31456000000
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Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
5082.6599.75%  99.43% *

Medias
IC de
C1 N Media Desv.Est. 95%
l.brevis 1195000 * (178825,
211175)
l.brevis 1180000 * (163825,
196175)
l.casei 2 42500 3536 (31062,
53938)
|.paracasei 2 34500 4950 (23062,
45938)
I.plantarum 2 55500 6364 (44062,
66938)

Desv.Est. agrupada = 5082.65

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
I.brevis 1195000 A
I.brevis 1180000 A

I.plantarum 2 55500 B
l.casei 2 42500 B
|.paracasei 2 34500 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

T
Lbrevis - Lbrevis ———
H
Lcasei - Lbrevis A
l.paracasei - Lbrevis [ *
I.plantarum - Lbrevis —_—
Lcasei - Lbrevis e
l.paracasei - Lbrevis ——
I.plantarum - Lbrevis e
i
q q 1
l.paracasei - L.casei b ®
'
q i
Lplantarum - l.casei e

l.plantarum - L.paracasei ,_5_0_1

-200000 -150000 -100000 -50000 0 50000

Si un intervalo no contiene cero, las medias ¢ D i s0n signific
diferentes.
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media

200000 E" —
150000 \

Y 100000 \
\
\
50000 E o T/}:

Lbrevis Lbrevis l.casei l.paracasei Lplantarum
Ci

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

4.2.2 Resistencia a pH 3.05

Metodo
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores
C1 4 |.brevis, l.casel,
|.paracasei, l.plantarum

Analisis de Varianza

Valor Valor
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. F p
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C1 35132500000 1710833333 139.66 0.000
Error 4 49000000 12250000
Total 75181500000

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
350099.05%  98.35% 96.22%

Medias
IC de
C1 N Media Desv.Est.  95%
|.brevis 2 94000 5657 (87129,
100871)
l.casei 2 28500 2121 (21629,
35371)
|.paracasei 2 38000 2828 (31129,
44871)
I.plantarum 2 44500 2121 (37629,
51371)

Desv.Est. agrupada = 3500

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
|.brevis 2 94000 A

I.plantarum 2 44500 B
|.paracasei 2 38000 B C
l.casei 2 28500 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultédneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para C2

Lcasei - Lbrevis f—e—
l.paracasei - Lbrevis *
I.plantarum - Lbrevis e
'
l.paracasei - Lcasei —i—.—{
Lplantarum - L.casei I L 2
'
Lplantarum - L.paracasei e
i
-80000 -60000 -40000 -20000 ] 20000

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

4.2.3 Resistencia a pH 2.05

Metodo
Hipdtesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 4 |.brevis, |.casei,
|.paracasei, l.plantarum

Anadlisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
C1l 31633750 544583 62.24 0.001
Error 4 35000 8750

40000
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Total 71668750

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
93.541497.90%  96.33% 91.61%

Medias
IC de
C1 N Media Desv.Est. 95%
|.brevis 2 1900 141 (1716,
2084)
l.casei 21750.0 70.7 (1566.4,
1933.6)
|.paracasei 2 750.0 70.7 (566.4,
933.6)
I.plantarum 2 1250.0 70.7 (1066.4,
1433.6)

Desv.Est. agrupada = 93.5414

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

C1 N Media Agrupacion
|.brevis 2 1900 A

|.casei 21750.0 A
|.plantarum 2 1250.0 B
|.paracasei 2 750.0 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

l.casei - Lbrevis e
|.paracasei - Lbrevis L 4
Lplantarum - Lbrevis p—e—
lparacasei - L.casei e
I.plantarum - l.casei L]
lplantarum - Lparacasei

-1500 -1000 -500 0

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

500
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos,

4.2 Resistencia de bacterias probioticas a diferentes concentraciones de sales biliares

4.3.1 Concentracion de sales biliares 0.05 %

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipdtesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 4 |.brevis, l.casel,
|.paracasei, l.plantarum

Andlisis de Varianza

Valor Valor
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. F p
C1 39.93880E+15 3.31293E+15539.63 0.000

Error 4 2.45570E+13 6.13924E+12
Total 7 9.96336E+15

Resumen del modelo

R-
R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)
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2477748 99.75%  99.57% 99.01%

Medias

C1 N  MediaDesv.Est. IC de 95%

|.brevis 2 83500000 4949747 (78635577,
88364423)

l.casei 2 1575000 106066 (-3289423,
6439423)

|.paracasei 2 2615000 120208 (-2249423,
7479423)

I.plantarum 2 2125000 176777 (-2739423,
6989423)

Desv.Est. agrupada = 2477748

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N  Media Agrupacion
I.brevis 2 83500000 A
|.paracasei 2 2615000 B
I.plantarum 2 2125000 B
l.casei 2 1575000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

[ Lbrevi ——i
Lp Lbrevi .
Lplantarum - | brevis —e—
| paracasei - Lcasei |
Lplantarum - Lcasei b
Lplantarum - paracasei ey
-100000000  -80000000  -60000000  -40000000  -20000000 0

St un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién esténdar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.



4.3.2 Concentracion de sales biliares 0.10 %

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipétesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05

significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor
Factor Niveles VValores

C1 4 |.brevis,

|.casei,

|.paracaseli, l.plantarum

Andlisis de Varianza

Valor Valor

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. F

C1 35.38162E+14 1.79387E+14 1128.75 0.000

Error 4 6.35700E+11 1.58925E+11

Total 75.38797E+14

Resumen del modelo

R-
R- R-cuad. cuad.
S cuad. (ajustado) (pred)

398654 99.88%  99.79% 99.53%

Medias

C1 N  MediaDesv.Est. IC de 95%

|.brevis 220450000 777817 (19667345,
21232655)

|.casei 2 1525000 106066 (742345,
2307655)

|.paracasei 2 1250000 70711 (467345,
2032655)

I.plantarum 2 1765000 120208 (982345,
2547655)

Desv.Est. agrupada = 398654
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Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N  Media Agrupacion
l.brevis 220450000 A
I.plantarum 2 1765000 B
|.casei 2 1525000 B
|.paracasei 2 1250000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultidneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

l.casei - Lbrevis —e—1

l.paracasei - l.brevis | *

I.plantarum - Lbrevis —e—

'
|.paracasei - l.casei }—0?—!
'
I.plantarum - l.casei | .
'
Lplantarum - Lparacasei —re—|
1
i
:
-20000000 -15000000 -10000000 -5000000 0

Siun intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1

95% IC para la media
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7

la desviacién estdndar agrupada se utilizé para caleular los intervalos.

4.3.3 Concentracion de sales biliares 0.15 %

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05

significancia
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Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 4 |.brevis, l.casel,
|.paracasei, l.plantarum

Analisis de Varianza

Valor Valor
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. F p
C1 31.01779E+13 3.39263E+12 95.50 0.000
Error 41.42100E+11 35525000000
Total 7 1.03200E+13

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
18848198.62%  97.59% 94.49%

Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%
l.brevis 24250000 353553 (3879966,
4620034)
l.casei 21425000 77782 (1054966,
1795034)
|.paracasei 21850000 70711 (1479966,
2220034)
l.plantarum 21735000 77782 (1364966,
2105034)

Desv.Est. agrupada = 188481

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
|.brevis 24250000 A
|.paracasei 2 1850000 B
I.plantarum 2 1735000 B
|.casei 21425000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

I.casei - Lbrevis A
Lparacasei - Lbrevis L 2 i
I.plantarum - Lbrevis e
Lparacasei - Lcasei Pt
Lplantarum - Lcasei I .

I.plantarum - Lparacasei e
-4000000 -3000000 -2000000 -1000000 o 1000000

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

4.3.4 Concentracion de sales biliares de 0.3 %

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipotesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de a=0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 4 |.brevis, l.casei,
|.paracasei, l.plantarum

Analisis de Varianza

Valor Valor
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. F p
C1 39.93880E+15 3.31293E+15539.63 0.000
Error 4 2.45570E+13 6.13924E+12




Total 7 9.96336E+15

Resumen del modelo

R-

R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
247774899.75%  99.57% 99.01%

Medias

C1 N  MediaDesv.Est. IC de 95%

|.brevis 2 83500000 4949747 (78635577,
88364423)

l.casei 2 1575000 106066 (-3289423,
6439423)

|.paracasei 2 2615000 120208 (-2249423,
7479423)

I.plantarum 2 2125000 176777 (-2739423,
6989423)

Desv.Est. agrupada = 2477748

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

C1 N  Media Agrupacion
l.brevis 283500000 A
|.paracasei 2 2615000 B
I.plantarum 2 2125000 B
|.casei 2 1575000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultdneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para C2

lcasei - Lbrevis —e—
l.paracasei - Lbrevis *
I.plantarum - Lbrevis g
l.paracasei - Lcasei ]

Lplantarum - l.casei F 3 {

l.plantarum - l.paracasei o 4

-20000000 0

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.
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Gréfica de intervalos de C2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

4.3.5 Concentracion de sales biliares de 0.5 %

Método
Hipotesis nula Todas las medias son
iguales
Hipdtesis No todas las medias
alterna son iguales
Nivel de o =0.05
significancia

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles VValores
C1 4 |.brevis, l.casei,
|.paracaseli, l.plantarum

Analisis de Varianza

Valor Valor
Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. F p
C1l 3 1.62894E+12 5.42979E+11 120.33 0.000

Error 418050000000 4512500000
Total 7 1.64699E+12

Resumen del modelo
R_
R- R-cuad. cuad.

S cuad. (ajustado) (pred)
67175.198.90%  98.08% 95.62%
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Medias

C1 N Media Desv.Est. IC de 95%

|.brevis 2 850000 70711 (718119,
981881)

|.casei 2 755000 63640 (623119,
886881)

|.paracasei 2 670000 84853 (538119,
801881)

|.plantarum 21790000 42426 (1658119,
1921881)

Desv.Est. agrupada = 67175.1

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
I.plantarum 21790000 A

l.brevis 2 850000 B
|.casei 2 755000 B
|.paracasei 2 670000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cl N Media Agrupacion
I.plantarum 2 1790000 A

l.brevis 2 850000 B
l.casei 2 755000 B
|.paracasei 2 670000 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simulténeos de 95% cle Tukey
Diferencias de las medias para C2

l.casei - Lbrevis }—0—%—1
|.paracasei - Lbrevis t *
Lplantarum - Lbrevis i [
i
|.paracasei - |.casei —0—%—

|
| plantarum - |.casei i .
|

i
Lplantarum - Lparacasei i ]
|
-500000 0 500000 1000000 1500000

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.
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Gréfica de intervalos de €2 vs. C1
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos,
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