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RESUMEN

La produccion y distribucion de las bacterias acido lacticas (BAL), se generan gracias a la
produccion a gran escala de alimentos fermentados utilizandolos por su habilidad de
acidificacion y preservacion, por lo que este trabajo se dio con el fin de obtener la
caracterizacion de las bacterias &cido lacticas (Lactococcus spp), que se encuentran en el
mucilago de dos variedades de cacao (Nacional EET-103 y Trinitario CCN-51) con la
finalidad de innovar, y contar con precursores de conservacion, en productos alimenticios,
minimamente procesados Yy frescos. En esta investigacion se aplico un disefio
completamente al azar (DCA) con un arreglo bi-factorial AxB, con 16 tratamientos y 4
repeticiones. Para la determinacion de la diferencia de los tratamientos se utilizo una
prueba de andlisis de la varianza de Tukey al 5% de probabilidad. En base al analisis
estadistico se determino que las bacterias acido lactica (Lactococcus spp) aisladas del
mucilago de cacao tipo Nacional (EET-103) y Trinitario (CCN-51) no presentaron
susceptibilidad ante los antibidticos como oxitetraciclina, penicilina y enrofloxacina, solo
la BAL extraida del cacao Trinitario presentaron cierta susceptibilidad al antibiotico
enrofloxacina. El genero de bacteria Lactococcus spp aislada tanto del mucilago de cacao
tipo Nacional y Trinitario, mostraron sensibilidad al producto de limpieza y desinfeccién
llamado FULLTREX, asi mismo las BAL en estudio de las dos variedades de cacao
presentaron resistencia a los otros dos productos de limpieza y desinfeccion Ilamados Yodo
Total-12 y EASY-OFF. Las bacterias Lactococcus spp extraidas del cacao Nacional (EET-
103), presentaron mayor capacidad de acidificacion frente a los antibidticos en
comparacion a las bacterias Lactococcus spp extraidas del cacao Trinitario. Mientras que
las bacterias extraidas de ambas variedades de cacao se comportaron igual en la capacidad
de acidificacion de la leche frente a diversos productos de limpieza y desinfeccion.

Palabras Claves: Susceptibilidad, Resistencia, Inoculo, Mucilago, Acidificacion,

Fermentacion.
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ABSTRACT

The production and distribution of lactic acid bacteria (LAB) are generated thanks to the
large-scale food production used for their acidification and conservation ability, so this
work was done in order to obtain lactic acid bacteria characterization (Lactococcus spp),
which are found in the mucilage of two varieties of cacao (National EET-103 and
Trinitario CCN-51) for the purpose of innovating and having preservation precursors in
food products that are minimally processed and fresh. In this research a completely random
design was applied with an AxB bi-factorial arrangement is applied with 16 treatments and
4 replicates. In order to determine the difference in treatments was used a Tukey variance
analysis test at 5% probability. Based on the statistical analysis, it was determined that
lactic acid bacteria (Lactococcus spp) isolated from cacao mucilage of National type (EET-
103) and Trinitario (CCN-51) showed no susceptibility to antibiotics such as
oxytetracycline, penicillin and enrofloxacin, only LAB extracted from the Trinitario cacao
presented some susceptibility to the antibiotic enrofloxacin. The genus of Lactococcus spp
bacteria isolated from National and Trinitario cacao mucilage showed sensitivity to the
cleaning and disinfection product called FULLTREX as well as LAB in the study of the
two cocoa varieties presented resistance to the other two cleaning and disinfection products
called Total lodinel-12 and EASY-OFF. Lactococcus spp bacteria extracted from National
Cocoa (EET-103) showed a higher acidification capacity than other antibiotics compared
to Lactococcus spp bacteria extracted from Trinitarian cacao, while the bacteria extracted
from both varieties of cocoa behaved the same in the capacity of milk acidification in
presence of various cleaning and disinfection products, maintaining a certain level of

acidification over time.

Key Words: Susceptibility, Resistance, Inoculum, Mucilage, Acidification, Fermentation.
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La produccion y distribucion de las bacterias acido lacticas (BAL), se

Resumen: generan gracias a la produccion a gran escala de alimentos

fermentados utilizandolos por su habilidad de acidificacion y
preservacion, por lo que este trabajo se dio con el fin de obtener la
caracterizacion de las bacterias &cido lacticas (Lactococcus spp), que
se encuentran en el mucilago de dos variedades de cacao (Nacional
EET-103 y Trinitario CCN-51) con la finalidad de innovar, y contar
con precursores de conservacion, en productos alimenticios,
minimamente procesados Yy frescos. En esta investigacion se aplicé un
disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo bi-factorial AxB,
con 16 tratamientos y 4 repeticiones. Para la determinacién de la
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Lactococcus spp extraidas del cacao Nacional (EET-103), presentaron
mayor capacidad de acidificacion frente a los antibidticos en
comparacion a las bacterias Lactococcus spp extraidas del cacao
Trinitario. Mientras que las bacterias extraidas de ambas variedades
de cacao se comportaron igual en la capacidad de acidificacion de la

leche frente a diversos productos de limpieza y desinfeccion.

The production and distribution of lactic acid bacteria (LAB) are
generated thanks to the large-scale food production used for their
acidification and conservation ability, so this work was done in order
to obtain lactic acid bacteria characterization (Lactococcus spp),
which are found in the mucilage of two varieties of cacao (National
EET-103 and Trinitario CCN-51) for the purpose of innovating and
having preservation precursors in food products that are minimally
processed and fresh. In this research a completely random design was
applied with an AxB bi-factorial arrangement is applied with 16
treatments and 4 replicates. In order to determine the difference in
treatments was used a Tukey variance analysis test at 5% probability.
Based on the statistical analysis, it was determined that lactic acid
bacteria (Lactococcus spp) isolated from cacao mucilage of National
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sensitivity to the cleaning and disinfection product called FULLTREX
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resistance to the other two cleaning and disinfection products called
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capacity than other antibiotics compared to Lactococcus spp bacteria
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Introduccion.

Las bacterias acido lacticas se componen por un grupo de bacterias Gram positivas,
habitualmente inmoviles, no esporuladas, con forma de cocos o bacilos. Son
microorganismos fermentadores de carbohidratos con produccion de acido acético como
producto principal (1). Capaces de crecer a temperaturas inferiores a 5 °C y otras a

temperaturas tan altas como 45 °C (2).

“Las bacterias acido lacticas (BAL) estan distribuidas extensamente en la naturaleza y
presentes en la microflora de una variedad de alimentos; son bacterias que desempefian un
papel importante en diversos tipos de fermentacion. En este grupo estan incluidos los
géneros lactobacillus, streptococcus, enterococcus, pediococcus, leuconostoc, vagococcus,
carnobacterium, tetragenococcus, weisella, aerococcus y oenocuccus. Por muchos siglos
han servido para proporcionar una forma eficaz de preservacion natural. Ademas
determinan fuertemente el sabor, la textura y, con frecuencia, el valor nutricional de los

productos alimenticios” (3) (2).

La produccion y distribucion de bacterias acido lacticas se generan gracias a la produccion
a gran escala de alimentos fermentados utilizandolos por su habilidad de acidificacion y

preservacion (4).

Desde hace mucho tiempo, se ha reconocido la importancia de las (BAL) como
microorganismos benéficos en los alimentos y en la salud, mejorando el tracto
gastrointestinal de los seres humanos, evitando el desarrollo de microorganismos
patdgenos capaces de producir enfermedades, por la estimulacion del sistema

inmunoldgico y por consiguiente, la produccion de anticuerpos (5).

El conocimiento de cultivos lacticos se origind en el siglo XVIII, cuando los campesinos
notaron que la leche coagulada bajo ciertas condiciones tenia sabor y aroma diferentes,
desde entonces los campesinos fueron seleccionando el mejor sabor para inocular la leche
al dia siguiente (6) (4).

El mucilago de cacao es una sustancia viscosa que contiene la mazorca del cacao. Dicho
mucilago es un medio rico para el desarrollo microbiano por la presencia de distintos

azucares, agua, pectina y sales minerales, ayudando a la fermentacion del cacao (7).



Este trabajo de investigacion se orienta hacia la caracterizacion de las bacterias acido
lacticas que se encuentran en el mucilago de cacao con el fin de que sean aplicadas en la

industria alimenticia ecuatoriana.



CAPITULO |
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

En el sistema ganadero a menudo se realizan limpieza como forma de mantener la asepsia
del lugar, sin embargo, los productos de limpieza y desinfeccion que se utilizan contienen
compuestos como: productos de amonio cuartanarios, tratamientos acidos y alcalinos entre

otros. Creando biofilms considerados un serio problema para la industria alimentaria.

Ademas, las enfermedades del ganado lechero son tratadas con diferentes antibioticos y la
deteccion de estos residuos es fundamental ya que sus acciones bioldgicas tienen efectos
dafiinos en la elaboracion de productos fermentados, provocando grandes pérdidas en

calidad, asi como también econdmicas.
Diagnostico.

El permanente uso de bacterias acido lacticas en la agroindustria alimentaria ha permitido
darle a los productos ciertas caracteristicas como sabor, olor, textura y lo mas importante

su calidad nutricional.
Pronostico.

La investigacion de las bacterias acido lacticas se desarrolla con el fin de perfeccionar

diversos procesos y crear nuevos productos inocuos y seguros para el consumidor.
1.1.2. Formulacion del problema.

¢Las bacterias &cido lacticas Lactococcus spp presentes en el mucilago de cacao
(Theobroma cacao L.) posibilitara su uso en la industria alimentaria?

1.1.3. Sistematizacion del problema.

A partir del problema general de esta investigacion, se mencionan otras interrogantes que

forman parte de los factores a considerar para una solucién, tendiendo asi las siguientes:

e ;Las BAL Lactococcus spp presentes en el mucilago de cacao (Theobroma cacao
L.) Nacional tipo (EET-103), mostrardn mejores comportamientos frente a ciertos

antibidticos, productos de limpieza y desinfeccion?



1.2.

1.2.1.

1.2.2.

1.3.

En el

¢Las BAL Lactococcus spp presentes en el mucilago de cacao (Theobroma cacao
L.) de origen Trinitario (CCN-51), mostraran mejores comportamientos frente a

ciertos antibidticos, productos de limpieza y desinfeccion?
Objetivos.
Objetivo General.

Caracterizar bacterias acido lacticas presentes en el mucilago de cacao tipo
Nacional (EET-103) y de origen Trinitario (CCN-51).

Objetivos Especificos.

Identificar la susceptibilidad de las bacterias Lactococcus spp aislada del mucilago
de cacao tipo Nacional (EET-103) y de origen Trinitario (CCN-51) frente a
diversos antibidticos.

Medir la susceptibilidad de las bacterias Lactococcus spp aislada del mucilago de
cacao tipo Nacional (EET-103) y de origen Trinitario (CCN-51) frente a diversos

productos de limpieza y desinfeccion.

Determinar la capacidad de acidificacion de las bacterias Lactococcus spp aislada
del mucilago de cacao tipo Nacional (EET-103) y de origen Trinitario (CCN-51) en

presencia de antibioticos, productos de limpieza y desinfeccion.
Justificacion.

Ecuador las bacterias acido lacticas son utilizadas en la industria alimenticia,

principalmente como cultivos iniciadores para la produccion de diferentes subproductos

derivados de la leche, carne, frutas y hortalizas, ya que estas bacterias producen cambios

especificos en sus caracteristicas organolépticas.

Por otro lado existe un gran desafio para los investigadores en encontrar cepas de bacterias

acido lacticas resistentes a ciertos antibidticos utilizados cominmente en la ganaderia e

industria lactea, ya que hace 30 afios no se encontraba resistencia a los antibidticos en las

BAL, debido a que el uso de estos quimicos era muy bajo y es que el excesivo uso de estos

en la actualidad probablemente contribuiria a estas condiciones de resistencia por parte de

los microorganismos que buscan cada vez hacerse mas inmunes para poder sobrevivir.



La siguiente investigacion se enfoca a la caracterizacion de las bacterias acido lacticas del
genero Lactococcus spp para medir su susceptibilidad frente a ciertos antibioticos,
productos de limpieza y desinfeccion mas utilizados en la industria ganadera, para el
posible uso de estas BAL en la industria alimenticia ecuatoriana con la finalidad de
innovar, y contar con precursores de conservacion, en productos alimenticios,

minimamente procesados y frescos.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco conceptual.

Mucilago.

El mucilago de cacao es una sustancia viscosa, generalmente hialina, que contiene la
mazorca del cacao. Dicho mucilago es un medio rico para el desarrollo microbiano por la
presencia de distintos azucares, agua, pectina y sales minerales, ayudando a la
fermentacion del cacao y donde las bacterias acido lacticas producen &cido lactico, acido

acetico y manitol. Gran parte del mucilago escapa en forma de exudado (7).
Bacterias acido lacticas.

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL) son microorganismos que poseen diversas
aplicaciones utilizandose de forma empirica desde hace varios siglos en la fermentacion de

alimentos como leche, vegetales, productos carnicos y panaderia (8).
Susceptibilidad de bacterias.

La susceptibilidad es la falta de resistencia de las bacterias hacia ciertos antibidticos

utilizados para inhibir o eliminar su crecimiento.
Caracterizar.

La caracterizacion se basa en establecer las cualidades o atributos de algo o alguien de tal
forma que se pueda diferenciar de los demas (9).

Antibiético.

Proveniente de una sustancia quimica la cual es capaz de paralizar el desarrollo de ciertos
microorganismos patdgenos, por su accion bacteriostatica, o de causarles la muerte, por su

accion bactericida (9).
Producto de limpieza y desinfeccidn.

Los productos de limpieza y desinfeccion son aquellos que atreves de sus componentes
quimicos sirven para el lavado y esterilizado de superficies e utensilios tanto de hogares,
empresas e industrias de procesamiento, de esta ultima se necesita una mayor asepsia para

la elaboracion de productos alimenticios.



Industria Agroalimentaria.

Es aquella que se ha convertido en un eslabon fundamental en la transformacion de los

alimentos, llevandolos desde el campo a las industrias y al consumidor (10).
Cepas.

Es en microbiologia, poblacién de células de una sola especie descendientes de una Unica
célula, usualmente propagada clonalmente, debido al interés en la conservacion de sus
cualidades definitorias. De una manera mas basica puede definirse como un conjunto de

especies bacterianas que comparten, al menos, una caracteristica (11).
Fermentaciones Lacticas.

Es la produccién de sabor, aroma y textura de los lacteos mediante la fermentacion de la
glucosa derivada de la hidrdlisis de la lactosa y la fermentacion del &cido citrico que esta

en una proporcion del 0.2 % en la leche.



2.2. Marco referencial.

2.2.1. Bacterias acido lacticas (BAL).

Las bacterias acido lacticas fueron descubiertas por el profesor Louis Pasteur en el afio de
1857 tras realizar investigaciones del por qué se descomponia y acidificaba el vino, lo cual
lo llevo a que esto sucedia por el acido lactico, producto de la fermentacion de ciertos
microorganismos. El término “Bacterium acidi” se debe a Welgmamn que lo propuso para

definirlas como bacterias que forman leche acida a partir del azucar de la leche (12).

Este tipo de bacterias han sido utilizadas desde el comienzo de la humanidad y desde
entonces han sido usadas en la fabricacion y conservacion de una variedad de alimentos
ademas de proveerles a desarrollar aroma y sabor. La aplicacion de las BAL no implica un
riesgo para la salud al contrario ayudan a la salud del consumidor (13).

Las BAL tienen en comun la elaboracion de acido lactico como producto primordial
mayoritario del catabolismo de los azUcares, son microorganismos Gran Positivos. Debido
a su limitada capacidad biosintética, son muy exigentes nutricionalmente por lo que

requieren para su crecimiento aminodcidos, purinas, vitaminas y pirimidinas (14).

“Este grupo comprende bacterias de los géneros lactococcus, vagococcus, leuconostoc,
pediococcus, aerococcus, tetragenococcus, streoptococcus, enterococcus, lactobacillus,
weissella y carnobacterium. Aunque filogenéticamente alejados de las BAL, otros tipos de
bacterias como son los géneros micrococcus, brevibacterium, propionibacterium vy
bifidobacterium también participan en la elaboracién de alimentos fermentados. Por sus
propiedades estan estos microorganismos entre “seguros” o GRAS (Generally Recognized
As Safe), lo que implica que pueden utilizarse para la elaboracion de productos

alimentarios” (13).
2.2.2. Caracteristicas generales.

La clasificacion de las bacterias acido lacticas se basa en la morfoldgica, la forma de
fermentar la glucosa, su desarrollo a diferentes temperaturas, la configuracion del acido
lactico producido, la habilidad de crecer a altas concentraciones de sal, tolerancia a la

alcalinidad y acidez (15).
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En la actualidad, el grupo de las BAL esta conformado por cocos, cocobacilos o bacilos
Gran positivos generalmente inmdviles no esporulados de catalasa y oxidasa negativas,
obtienen energia exclusivamente mediante la fermentacién de los azucares produciendo
acido lactico como producto Unico de su metabolismo, no poseen de sistema de transporte
de electrones funcionales ligados al heme o de citocromos, y consiguen su energia por
fosforilacion a nivel de sustrato a la vez que oxidan carbohidratos; no tiene un ciclo de
Krebs funcional. Todas estas bacterias son consideradas anaerobias aerotolerantes, y al
contrario que las anaerobias estrictas, no son sensibles al oxigeno por lo que pueden crecer

tanto en presencia como en ausencia de él (16).

Casi todas las BAL son mesofilicas, sin embargo algunas son capaces de crecer a
temperaturas de 5 °C y otras a 45 °C. Tolerando bien concentraciones muy altas de acidos
y valores de pH mas bajos que otro tipo de bacterias, por lo que pueden desplazarse del

habitad que colonizan (17).
El habitad de estos microorganismos son muy variados pudiéndoles encontrar en:

e Flora normal de la superficie de materia vegetal (frutas y verduras).
e Alimentos fermentados y ricos en azUcares.

e Leche y derivados.

e Carnicos.

e Mucosas del cuerpo de mamiferos como boca, tracto naso-faringeo, gastrointestinal
y vagina.

2.2.3. Importancia tecnoldgica de las BAL.

Las BAL son utilizadas en la elaboracion y conservacion de alimentos, a pesar de su
importancia econémica, no fueron el principal tema de investigacién de los microbi6logos
ni del sector industrial. A pesar de esto hace algun tiempo se han convertido en un sujeto
de estudio privilegia en el mundo. Le han sido dedicados total o en parte algunas obras,
como también revisiones de temas especificos de su campo. La constante evolucion de la
industria alimentaria y en particular la utilizacion de nuevas materias primas han creado la
necesidad de crear productos nuevos lo que explica el interés hacia este grupo de bacterias
(18).
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2.2.4. Genero Lactococcus spp.

El género Lactococcus spp es un tipo de bacteria acido lactica, es la mayor especie de
cinco incluidas como miembros del grupo N del genero Streptococcus y especies
relacionadas. Estas tienen una forma tipicamente esférica u ovoide, de 0.5 a 1.2 pm por 0.5
a 1.5 um, y se agrupan en pares 0 en cadenas cortas. Este tipo de bacterias no forman
esporas y no poseen movimiento. Los Lactococcus son hasta ahora Unicamente utilizados
en la leche (19).

2.2.5. Cultivos iniciadores.

La aplicacion cientifica de los cultivos bacterianos iniciadores tiene aproximadamente un
siglo. La industria lactea empezd con el uso de estos y aln se mantiene a la vanguardia en
la tecnologia de cultivos iniciadores. Los progresos logrados en este campo han permitido
sustituir procesos fortuitos o espontaneos de fermentacién de alimentos por el uso de
cultivos iniciadores y esto puede observarse en la tecnologia de carnes, produccion de

pastas 0 masas acidas, elaboracion de vinos y fermentacion de jugos y vegetales (20).

Sin embargo, aun algunos procesos de importancia en la industria alimentaria se efectdan
por fermentacion espontanea, por ejemplo en la produccién de vinagre, fermentacion de

encurtidos, etcétera.

Las bacterias acido lacticas son microorganismos importantes en la preparacion de cultivos
iniciadores aplicados en la industria alimentaria, estudios mas recientes permiten tener un
mejor conocimiento sobre la fisiologia, genética y ecologia de estos microorganismos. Los
cultivos iniciadores son preparaciones que contienen microorganismos Vivos y que se
aplican con la intencion de aprovechar su metabolismo. La mayor parte de los cultivos
iniciadores se usan en la produccion de alimentos ya que este tipo de alimentos
fermentados son aceptados por sus caracteristicas y propiedades como seguridad higiénica

y vida de anaquel (20).
Actualmente los cultivos iniciadores tienen acceso a nuevos campos de aplicacion como:

e Terapia de humanos, animales y plantas

e Proteccidn de plantas
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e Tratamiento de aguas residuales
e Tratamiento de suelos

Las bacterias presentan mayor eficiencia y multiplicidad que las levaduras y los hongos.
De alto grado de crecimiento y metabolismo de lo cual resulta una rapida conservacion de
sustratos, lo que produce una amplia variacién en la calidad sensorial. Ademés de ser
activas dentro de un amplio intervalo de temperatura y condiciones de éxido-reduccion, lo
cual capacita a las bacterias para realizar procesos no solo en condiciones de crecimiento
termofilico, mesofilico y psicrofilico, sino también a desarrollarse en la superficie de

sustrato y en partes donde el oxigeno es deficiente, es decir, son facultativas (20).

2.2.6.Pruebas de sensibilidad.

Este tipo de pruebas antimicrobianas se utilizan a nivel de laboratorio para medir la
susceptibilidad o resistencia de ciertos microorganismos para controlar las

contaminaciones en los procesos alimenticios.

La razén fundamental de una prueba de sensibilidad es la de realizar una prediccion a
través de una siembra microbiologica de la bacteria en estudio en difusion de agar, para
observar la respuesta de la misma frente a diversos antibioticos y productos de limpieza, y

desinfeccion, evaluando el diametro de los halos de inhibicion.
Para efectuar las pruebas de sensibilidad, se cuenta con los siguientes métodos (21).

a) Difusién en agar (Técnica de Bauer & Kirby)
b) Dilucion en agar

c) Macrodilucion en caldo

d) Microdilucion en caldo

e) Epsilon test (E test)

f) Métodos aumatizados

g) Pruebas especiales.
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2.2.7. Difusion en agar (Técnica de Bauer & Kirby)

El método de difusion en agar, es de tipo cualitativo y sus resultados se pueden explicar
unicamente con condiciones de sensible, intermedio y resistente, perfilada para bacterias

de crecimiento rapido (22).

El inoculo que se utiliza en dicha técnica debe ser llevado a una concentracién igual al del
estandar 0.5 de McFarlane, la cual se debe aplicar sobre la superficie de la caja de Petri
contenida de agar Mueller-Hinton, el cual debe contener un pH entre 7.2 y 7.4 medido a
temperatura ambiente antes de esterilizar. La siembra de la bacteria se debe hacer en forma
de rayado sobre la superficie del medio solidificado de tal manera que se logre un
crecimiento uniforme y mayoritario. Después de unos 15 min como maximo de la siembra

se procede a colocar los discos (23).

Luego las cajas sembradas se incuban dependiendo del tipo de microorganismo sea de
manera aerobia 0 anaerobia por el periodo de tiempo incubacion determinado para cada
bacteria. Para la lectura de los halos se debe considerar el diametro de este en el caso de

observarse 0 mm, se debe reportar el diametro del disco solamente (23).

Los diametros alrededor de cada disco son medidos y su interpretacion se basa en guias
publicadas cada cierto tiempo, por la NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards), asi el microorganismo es reportado como sensible, intermedio o resistente al

antibidtico utilizado en la investigacion (24) (23).

“Cada antibiotico tiene su halo de inhibicioén especifico y éste depende del tamafo de la
molécula del antibidtico y su polaridad; de esta manera, un antibi6tico con un peso
molecular bajo como la penicilina, tendrd mucha capacidad para migrar, por lo tanto su
halo, en el caso de una cepa sensible tendrd un diametro muy amplio. En el caso de la
vancomicina, que tiene una molécula muy grande y muy hidrofébica, su halo de inhibicién
sera muy pequefio. De esta manera, no se puede afirmar, que para una cepa determinada,
ésta es mas sensible a la penicilina que a la vancomicina, sélo porque el primero tenga un

halo de inhibicion mucho mayor” (22).
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2.2.8. Bacterias en las que se recomienda realizar un antibiograma.

e Para realizar un antibiograma, debe trabajarse con cepas puras (aisladas) e

identificadas apropiadamente.

e Este tipo de analisis debe ejecutarse con cepas bacterianas que se hallen en la fase

de crecimiento exponencial.

e Las bacterias que se deben utilizar deben corresponder a ser anaerdbicas o

anaerébico — facultativas.

e Asimismo estas cepas debe ser de crecimiento rapido y aislamiento sencillo, salvo

algunas excepciones.

e Durante todo el andlisis debe ejecutarse un estricto control de calidad interno.

2.2.9. Antimicrobianos

Los antimicrobianos son moléculas naturales, sintéticas o semisintética, capaz de inducir la
muerte o la detencion del crecimiento de bacterias, virus u hongos. En la actualidad ya no
se utilizan moléculas de origen natural, por lo cual no se establece més la diferenciacion
con quimioterapicos, termino usado para referirse a las moléculas de origen sintético y sus

derivados.
Antibidticos:

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accion especifica sobre
alguna estructura o funcién del microorganismo, tienen elevada potencia bioldgica
actuando a bajas concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad
para las células de nuestro organismo. El objetivo de la antibioticoterapia es controlar y
disminuir el namero de microorganismos viables, de modo que el sistema inmunoldgico

sea capaz de eliminar la totalidad de los mismos (25).
Los antibidticos se clasifican en:

o Naturales: se obtienen a partir de microorganismos (hongos, bacterias, etc.).
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e Sintéticos: se obtienen totalmente por sintesis quimica.

e Semisintéticos: se obtienen por modificaciones quimicas de antimicrobianos

naturales, con el fin de mejorarlos.
2.2.10. Resistencia bacteriana.

Se puede definir la resistencia bacteriana como la disminucién de la sensibilidad de un
germen a la accion nociva de un agente quimioterdpico determinado. En un principio se
creia que la resistencia se debia a una modificacion en la bacteria, posterior al contacto con
un determinado antibidtico, algo asi como en la reaccion alérgica en que los sintomas se
presentan recién cuando el sujeto sufre una segunda exposicion al alérgeno. Hoy se sabe
que hay muchos mecanismos en juego, pero el mas importante, es la modificacion de la
informacion genética de las bacterias. Esto puede llevar a que algunas pierdan la pared
celular y se transformen en resistentes a antibioticos que destruyen la pared; otras,
modifican su metabolismo o su sintesis proteica al alterar sus sistemas enzimaticos, lo que
anula la accion del antibidtico; o producen enzimas que alteran la molécula antibiotica

como es el caso de las betalactamasas (25).

Resistencia natural

La resistencia natural es un caracter constante de cepas de una misma especie bacteriana y
es un mecanismo permanente, determinado genéticamente y sin correlacion con la dosis de
antibidtico. Algunos ejemplos de esto podemos mencionar a la resistencia que presenta
Proteus mirabilis a las tetraciclinas por un proceso natural de expulsién del antibiotico y a
la colistina, debido a la presencia de un lipopolisacérido que disminuye la afinidad de los
antibioticos polipeptidicos a su sitio blanco; Klebsiella pneumoniae que por su produccion
natural de betalactamasas es resistente a las penicilinas (ampicilina y amoxicilina) y
también podemos mencionar a los bacilos Gram negativos aerdbios resistentes a la

clindamicina debido a que no cuentan con un sitio blanco para este antibiotico. (25)
Resistencia adquirida

La resistencia adquirida es una caracteristica propia de una especie bacteriana, que por
naturaleza es sensible a un antibidtico pero que ha sido modificada genéticamente ya sea
por mutacion o por adquisicion de genes de resistencia (plasmidos, transposones e

integrones). Son evolutivas y su frecuencia depende de la utilizacion de los antibi6ticos. En
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referencia a la mutacién de un gen implicado en el mecanismo de accién de un antibidtico,
podemos mencionar el ejemplo de la resistencia a las quinolonas por modificacion de la
DNA girasa en las enterobacterias, o las mutaciones generadas en los genes que codifican a
las porinas que trae como consecuencia el blogueo del ingreso del antibidtico al interior del

microorganismo (25).
2.2.11. Fuentes de contaminacion de la leche

La calidad de la leche puede determinarse por la existencia de diversos tipos de

contaminantes. Estos se pueden dividir en dos grupos:
Contaminantes quimicos

Los que mas frecuentemente son posibles de hallar en la leche derivan del medio que
rodean a la leche en el camino desde la ordefia a su proceso industrial. Es posible encontrar
insecticidas (DDT, aldrin, dieldrin, heptacloruro fenol), herbicidas, fungicidas, sustancias
higienizantes (cloro, feroxido de hidrogeno, sustancias amoniacales, etc.) y algunos

antibioticos (penicilinas, estreptonicinos, clorotetraciclinos, etc.) (26).
Contaminantes bioldgicos

Existe la posibilidad de que la leche se encuentre afectada de un gran nimero de agentes
microbianos desde el momento de su produccion, dependiendo en gran medida de las
practicas de higiene y sanidad observadas en el manipuleo durante la produccion,

transporte, proceso y venta (26).
2.2.12. Accidn de los agentes de limpieza y de los desinfectantes

Los agentes de limpieza que llegan a la leche como contaminantes, afectan el desarrollo
microbiano. Los productos mas usados en la industria lactea son la soda céustica y el
fosfato trisodico, acido fosforico y acido nitrico.

Los desinfectantes en cambio son bactericidas, matan los microorganismos. Los mas
utilizados en la industria y en los tambos son los productos a base de iodo o cloro (iodados
o clorados). Es muy importante lavar y desinfectar bien todos los equipos y utensilios de la

planta que estan en contacto con la leche pero luego, debido a que su accion es tan fuerte,
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se debe tener la precaucion de enjuagar con abundante agua limpia, para quitar todos los
restos de los mismos, evitando asi que entren en contacto con la leche (26).

2.2.13. Accidn de los antibidticos

Los antibioticos son remedios que se utilizan para curar al hombre y a los animales de las
enfermedades infecciosas; actGan matando los microorganismos; para cada tipo de
microorganismo hay un antibidtico especifico. Los microorganismos lacticos, son muy
sensibles a los antibioticos y ante la presencia de éstos en general mueren. Esto es lo que
ocurre en las leches de vacas mastiticas (que son tratadas con antibidticos), a punto tal que
una pequefia cantidad de leche mastitica puede dificultar la elaboracion y dafiar el producto
final. Por ello, cuando se trata una vaca con antibidticos, es importante dejar pasar 3 a 5
dias antes de utilizar la produccion de ese animal para la elaboracion, de este modo hay

seguridad de que se eliminaron la mayoria de restos del medicamento (26).
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CAPITULO I1I
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Localizacion.

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Rumiologia de la Facultad de Ciencias
Pecuarias, Finca Experimental “La Maria” de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo,
ubicada en el Km 7.5 via Quevedo — EI Empalme, entrada al canton Mocache, Provincia de
Los Rios. La ubicacion geografica es de 01° 05" 20 de latitud sur y 79° 27" 217 de latitud

oeste y a una altura de 110 metros sobre el nivel del mar.
3.1.1. Condiciones meteoroldgicas.

La Finca Experimental “La Maria” presenta las siguientes condiciones meteorologicas y

otras caracteristicas especificadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones meteoroldgicas de la Finca Experimental "La Maria".

Datos meteoroldgicos Valores promedio
Humedad Relativa (%) 85.84
Temperatura (°C) 25.47
Precipitacion (mm/anual) 2223.85
Heliofania (horas luz/afio) 898.66
Zona ecologica Bosque semi humedo tropical

Fuente: Estacion Meteoroldgicas del INAMHI ubicada en la Estacion Experimental Tropical Pichilingue del INIAP (27)
Elaborado por: Autora

3.2. Tipo de investigacion.

El tipo de investigacion aplicado para este trabajo es de caracter cuantitativo, ya que se
determind las condiciones de susceptibilidad bacteriana a ciertos antibioticos, productos de
limpieza y desinfeccion, lo que nos revela que la bacteria identificada es sensible,

intermedia o resistente a determinados compuestos.

La investigacion a la vez es de caracter cualitativo porque a través de los resultados
obtenidos se realizé un analisis visual para determinar el diametro del halo encontrado en

el andlisis microbioldgico.

La investigacion es descriptiva — experimental porque se enfocd en determinar los métodos

mas adecuados que ayudaran a resolver la problematica de la investigacion.
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También es una investigacion de tipo experimental por que se efectuaron los analisis
respectivos en el laboratorio de rumiologia en el &rea de microbiologia pertinente con la

finalidad de obtener resultados que den respuesta a los objetivos planteados.

Ademaés, para la siguiente investigacion se utilizd un disefio experimental, en el cual se
comprobaron los efectos de los distintos tratamientos a utilizar para determinar la cepa de
BAL (Lactococcus spp) mas resistente a los antibidticos, productos de limpieza y

desinfeccion establecidos.

3.3. Meétodos de investigacion.

Se utilizaron los siguientes métodos para la investigacion:
Meétodo inductivo — deductivo.

La aplicacion de este tipo de investigacion, ayud6 a encontrar una solucién al problema
que se planted, disponiendo de tecnologias adecuadas para la caracterizacion de las
bacterias acido lacticas presentes en el mucilago de cacao tipo Nacional (EET-103) y de
origen Trinitario (CCN-51).

Métodos estadisticos.

Con la ayuda de un software libre, se cuantificd, se tabulé y ordené los datos que se
obtuvieron mediante andlisis, los mismos que permitieron interpretar los resultados

obtenidos.
3.4. Fuentes de recopilacion de informacion.

En la presente investigacion de caracterizacion de bacterias acido lacticas presentes en el
mucilago de cacao tipo Nacional (EET-103) y de origen Trinitario (CCN-51), se utiliz6 las

siguientes fuentes:
Fuentes primarias.

e Pre-ensayo.

e Trabajo de campo.
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Fuentes secundarias.

e Libros.

e Atrticulos cientificos.
e Revision bibliogréfica
e Sitios web.

e Tesis.

e Péaginas web.

3.5. Disefio de la investigacion.

El estudio se realizd con un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo bi-
factorial AxB, con dos factores de estudio, factor A: bacterias acido lacticas (Lactococcus
spp) extraidas del mucilago de cacao (Nacional y Trinitario) y factor B: aplicacion de
antibidticos, productos de limpieza y desinfeccion (sin antibidtico, antibidtico
oxitetraciclina, antibi6tico penicilina, antibiotico enrofloxacina, sin producto de limpieza y
desinfeccion, producto de limpieza y desinfeccion Yodo Total-12, producto de limpieza y
desinfeccion FULLTREX y producto de limpieza y desinfeccion EASY-OFF), resultando
16 tratamientos y 4 repeticiones. Para la comparacion de las medias de los tratamientos se

utilizé una prueba de Tukey (p< 0.05).
3.5.1. Factores.

El planteamiento de los factores y niveles en estudio de la presente investigacion se redacta
en la Tabla 2.
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Tabla 2. Factores en estudio del disefio experimental.

Factores Cadigo Niveles
Factor A a,  BALEET-103
(B.A.L extraidas del mucilago de cacao
Nacional y Trinitario ) a BAL CCN-51

by Sin antibidtico

b, Antibibtico oxitetraciclina

o Factor B _ 3 bs  Antibiético penicilina
Antibioticos, productos de limpieza y desinfeccion
(Sin  antibidtico, antibidtico oxitetraciclina, by Antibidtico enrofloxacina
antibidtico penicilina, antibiético enrofloxacina, Sin producto de limpieza y

sin producto de limpieza y desinfeccién, producto bs
de limpieza y desinfeccion Yodo Total-12,
producto de limpieza y desinfeccion FULLTREX b

desinfeccion
Producto de limpieza vy
desinfeccion Yodo Total-

y producto de limpieza y desinfeccion EASY- 12

OFF) b Producto de limpieza vy
" desinfeccion FULLTREX
be Producto de limpieza y

desinfeccion EASY-OFF

Elaborado por: Autora
3.5.2. Caracteristica del disefio experimental.
Para llevar a cabo esta investigacion se realizé lo siguiente especificado en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristica disefio experimental.

Numero de tratamientos : 16
Numero de repeticiones : 4
Unidades experimentales : 64

Elaborado por: Autora

3.5.3. Modelo matematico.

Las fuentes de variacion para este ensayo se elaboraron con un modelo de experimentacion

simple cuyo esquema es el siguiente:

Yijk= W+ A + fj+ A*Bij + i
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Donde:

yijk = El total de una observacion.

p= Valor de la media general de la poblacién.

A= Efecto “i-esimo” del factor A.

Bj=Efecto “j-esimo” del factor B.

A*f;; = Efecto de la interaccion del factor A por el factor B.

€ij« = Efecto del error experimental.
3.5.4. Esquema de analisis de varianza.

En la siguiente Tabla 4, se muestra el esquema del anlisis de la varianza.

Tabla 4. Esquema del analisis de la varianza.

Fuente de variacion (FV) Grados de libertad (GL)

Tratamiento (@*b-1) 15
Factor A (a-1) 1
Factor B (b-1) 7
Interaccion A*B @-1) (b-1) 7
Error experimental @*b)(r-1) 48
Total a*b*r-1 63

Elaborado por: Autora

3.5.5. Esquema del experimento.

A continuacion, se plantea el esquema del experimento con los tratamientos, réplicas y

unidades experimentales, se detalla en la Tabla 5.
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Tabla 5. Esquema del experimento.

Tratamientos Cadigos Replicas Un_ldades Subtotal
experimentales

T ai by 4 1 4
T a by 4 1 4
T3 dj b3 4 1 4
T4 dj b4 4 1 4
Ts do b1 4 1 4
Ts do b2 4 1 4
T7 az b3 4 1 4
Ts a by 4 1 4
Ty ai b5 4 1 4
Tiwo ai bs 4 1 4
T ap by 4 1 4
T ai bg 4 1 4
T dy b5 4 1 4
Tiws ap bg 4 1 4
Tis a by 4 1 4
T a; bg 4 1 4

Total 64

Elaborado por: Autora.

3.6. Instrumentos de investigacion.
En la caracterizacion de bacterias acido lacticas se realizé las siguientes mediciones:
3.6.1. Analisis de Antibiograma por difusion en agar.

Se utilizd el método de difusion en agar con algunas modificaciones para medir la
susceptibilidad o resistencia microbiana en disco de la bacteria &cido lactica Lactococcus
spp frente a diversos tratamientos antimicrobianos (antibioticos, productos de limpieza y

desinfeccion).
3.6.1.1. Preparacion del medio de cultivo MRS.

Para su preparacion se agregé 70 g del medio MRS (Man Rogosa y Sharpe) en 1 L de agua
destilada, mezclandose con un agitador magnético sobre una plancha de calentamiento
hasta que llegue a punto de ebullicién durante un lapso de 15 a 20 min, verificandose con
una prueba de solidificacion si el medio esté listo para esterilizar en el autoclave durante
30 mina 121 °C.
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Realizado el proceso de esterilizacion se debe retirar del autoclave el medio y atemperar
dentro de la cabina de flujo a 50 °C, posteriormente se debe colocar el medio de cultivo en
las cajas Petri, aproximadamente 25 mL por caja y dejar que se solidifique a temperatura

ambiente por 5 horas.
3.6.1.2. Preparacion de discos

Los discos para el antibiograma fueron realizados con papel filtro con una medida de 6
mm, los cuales se esterilizaron dentro del autoclave en cajas Petri por 30 min a 1 Y%

atmosfera y luego se secaron dentro de la cabina de seguridad previamente con luz UV.

Una vez secos, se colocaron en orden sobre otras cajas Petri esterilizadas en la cual se les
vertié el antibiético, producto de limpieza y desinfeccion respectivo (sin antibiético 0
pg/mL, antibidtico oxitetraciclina 30 pug/mL, antibidtico penicilina 10 pg/mL, antibiético
enrofloxacina 5 pg/mL, sin producto de limpieza y desinfeccion 0 pg/mL, producto de
limpieza y desinfeccién Yodo Total-12 15 mg/L, producto de limpieza y desinfeccion
FULLTREX 50 mg/L y producto de limpieza y desinfeccion EASY-OFF 10 mg/L). De
esta forma luego de una hora se retiraron los discos de las cajas Petri quitandoles el exceso
de humedad y traspasandolos a otra caja Petri estéril, dejandolos secar dentro de la camara

de seguridad por un dia.

La conservacion de los discos es critica ya que de ella depende la confiabilidad de los
resultados. Se debe, por lo tanto, tener particular cuidado al respecto siguiendo las
indicaciones siguientes: Los recipientes individuales que contienen los discos deben

mantenerse refrigerados de 4 - 5 °C o almacenados a -20 °C hasta que sean utilizados (28).
3.6.1.3. Preparacion del inoculo bacteriano

Cada cepa en estudio se suspendié 20 UFC en agua de peptona estéril en tubos de ensayos
ajustandose a una concentracion de 0.5 de la escala de McFarland. Con esta concentracion
se logré un crecimiento semiconfluente necesario para llevar a cabo un antibiograma. El
indculo se utilizo enseguida para evitar una disminucion de la viabilidad de las bacterias en

estudio.
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3.6.1.4. Inoculacidn de las placas de agar

Con una micropipeta se tomo 500 cc del indculo del tubo de ensayo y se sembro en la caja

Petri esparciéndolo con un asa de cayado para siembra.

Se inoculd la superficie del agar, rotando la caja Petri 60° cada vez para asegurar una
completa distribucién del in6culo, de esta forma se obtienen zonas de inhibicidn

uniformemente circulares.

Las cajas se dejan abiertas dentro de la cabina de seguridad por 2 minutos para que el

exceso de humedad superficial sea absorbido por el medio de cultivo.

3.6.1.5. Colocacién de los discos con antibidticos, productos de limpieza vy

desinfeccion.

Los discos con la carga de antibidticos y productos de limpieza fueron aplicados dentro de

la fase de inoculacion. Donde se utilizé tres discos por caja Petri en posicion triangular.

Los discos a utilizarse se tomaron con pinzas estériles y una vez ubicados sobre el medio
de cultivo se ejercié una ligera presion con la finalidad de evitar que se muevan o se

desprendan.
3.6.1.6. Incubacion de las cajas.

Las cajas inoculadas y con los discos ya aplicados se incubaron invertidas a 37 °C por el
término de 48 horas. La incubacién de las cajas debe de ser 15 min después de la

colocacion de los discos.
3.6.1.7. Lectura de los halos de inhibicion e interpretacion de los resultados.

Después de 48 horas de incubacion cada caja Petri fue examinada visualmente, donde se
midié con una regla el diametro de las zonas de inhibicion (no se observd crecimiento),

incluyendo el disco.
Se consider6 3 condiciones de interpretacion:

Sensible (S): esta categoria implica que el género de bacteria acido lactica en estudio es
susceptible a ciertos antibidticos o productos de limpieza y desinfeccion por tal motivo las
BAL son imposibilitadas de seguir con su crecimiento poblacional.
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Intermedia (I): esta categoria incluye cepas cuya Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) a un determinado antibiotico puede ser alcanzada en los tejidos de la BAL. Esta
categoria sugiere que en mayores concentraciones de antibidticos o productos de limpieza

y desinfeccion la bacteria se inhibe (28).

Resistente (R): las cepas resistentes no son inhibidas por las dosis de antibioticos,
productos de limpieza y desinfeccion habitual de uso, a continuacion se muestra la escala

de evaluacion del antibiograma como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 6.Escala de antibiograma (1:3), para la categorizacion (resistente, intermedio y

sensible) de la susceptibilidad de las bacterias acido lacticas Lactococcus spp.

Valor escalar Categoria Ponderacion
1 Resistente <11 mm
2 Intermedio 12 — 15 mm
3 Sensible >16

Elaborado por: Autora.

3.6.1.8. Andlisis de los resultados

Los valores de los diametros fueron expresados en mm para cada tratamiento, se calculé el

valor dependiendo de la escala de la tabla 6 y se los analiz6 a través de un software libre.

3.6.2. Capacidad acidificadora de la leche en presencia de antibioticos,

productos de limpieza y desinfeccion.

Para esta medicion se tom6 150 mL de leche descremada UHT “Mi Ranchito”, donde se
diluyo 20 UFC de BAL (Lactococcus spp) en 1 mL de agua destilada estéril, esta
disolucién se le agrego a la leche y por ultimo se adicion6 los antibi6ticos, productos de
limpieza y desinfeccion respectivamente, se incubaron 37 °C y se midio el descenso del pH

durante 0 y 8 horas.
pH.

Se lo determino por el método potenciométrico, con un equipo multiparametrico HANNA
H19280, (INEN, 381: 1985-12), colocando 50 mL de la muestra en un vaso de

precipitacion, sumergiendo el electrodo del equipo multiparametrico en la muestra y
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esperando que los datos sean digitalizados en la pantalla del equipo hasta que se

estabilicen.

3.7. Tratamiento de los datos.

De la combinacion de los factores y niveles mencionados en la Tabla 2 se obtuvieron los

siguientes tratamientos descritos en la Tabla 7.

Tabla 7. Descripcion de los tratamientos.

Tratamiento Descripcion

T, BAL extraida del EET-103 sin antibiotico

T, BAL extraida del EET-103 con antibiotico Oxitetraciclina

Ts BAL extraida del EET-103 con antibiotico Penicilina

T, BAL extraida del EET-103 con antibidtico Enrofloxacina

Ts BAL extraida del CCN-51 sin antibiotico

Te BAL extraida del CCN-51 con antibi6tico Oxitetraciclina

T BAL extraida del CCN-51 con antibiotico Penicilina

Tg BAL extraida del CCN-51 con antibi6tico Enrofloxacina

Ty BAL extraida del EET-103 sin producto de limpieza y desinfeccion

T1o BAL extraida del EET-103 con producto de limpieza y desinfeccion
Yodo Total-12

Ty BAL extraida del EET-103 con producto de limpieza y desinfeccion
FULLTREX

Ty, BAL extraida del EET-103 con producto de limpieza y desinfeccion
EASY-OFF

Tis BAL extraida del CCN-51 sin producto de limpieza y desinfeccion

Ti4 BAL extraida del CCN-51 con producto de limpieza y desinfeccion
Yodo Total-12

Tis BAL extraida del CCN-51 con producto de limpieza y desinfeccion
FULLTREX

Tie BAL extraida del CCN-51 con producto de limpieza y desinfeccion
EASY-OFF

Elaborado por: Autora

3.8. Recursos humanos y materiales.

3.8.1. Recursos humanos.

El recurso humano que contribuyé para la realizacion del presente proyecto de

investigacion se nombra a continuacion:

e Director del proyecto de investigacion Ing. Christian Vallejo Torres M.Sc.
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3.8.2.

Autora del proyecto de investigacion Srta. Lisseth Estefania Cajas Anchundia.
Materia prima.

BAL (Lactococcus spp) aisladas del mucilago de cacao Nacional (EET-103).

BAL (Lactococcus spp) aisladas del mucilago de cacao Trinitario (CCN-51).

. Materiales.

Cajas Petri.

Tubos de ensayo
Micro pipeta.

Vasos de precipitacion.
Papel aluminio.
Algodon.

Gasa.

Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 5000 mL.
Escalimetro o regla.
Guantes de latex.
Mascarillas.

Cofias.

3.8.4. Equipos.

Ph metro.
Incubadora.
Contador de colonias.
Cabina de seguridad.

Agitador eléctrico.
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e Autoclave.

e Plancha de calentamiento.

3.8.5. Insumos.

e Leche pasteurizada descremada UHT.

e Agua destilada.

e Productos de limpieza (FULLTREX, EASY-OFF y Yodo Total-12)
e Antibioticos (oxitetraciclina, penicilina y enrofloxacina)

e Cloro.

e Alcohol.

3.8.6. Reactivos.

e Agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe).
e Peptona.

3.8.7. Materiales de oficina.

e Lapiceros.

e Laépiz.

e Marcadores.

e Computadora.
e Calculadora.
e Impresora.

e Hojas.

e Pendrive.

e Carpetas.

e Teléfono celular.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados y discusion.

4.1.1. Antibiograma o analisis de susceptibilidad.
a) Efecto principal del factor A (variedades de cacao).

De acuerdo al ADEVA realizado (Tabla 8), en la variable antibiograma, se observa que
existio diferencia estadistica, donde las bacterias acido lacticas Lactococcus spp extraidas
del mucilago de cacao Nacional presentan mayor resistencia segun la escala (Tabla 6) que
las BAL Lactococcus spp extraidas del mucilago de cacao Trinitario, con una media de

1.29 para este factor.
b) Efecto principal del factor B (antibiéticos, productos de limpieza y desinfeccion).

En base al andlisis de la varianza (Tabla 8), en la variable antibiograma, se observa que
existié diferencia estadistica entre los antibioticos, productos de limpieza y desinfeccion.
Encontrandose que el producto de limpieza y desinfeccion FULLTREX provoca mayor
inhibicion hacia las bacterias en estudio, mientras que los demas antibi6ticos y productos
utilizados muestran poca inhibicion hacia las bacterias segin la escala (Tabla 6),

presentando una media de 1.29.
c) Interaccion entre tratamientos.

Segun la prueba de Tukey al 5 % de probabilidad (Tabla 8), en la variable antibiograma, se
puede observar que existio diferencia estadistica entre los tratamientos, siendo asi que para
el Ty; (BAL extraida del cacao Nacional con producto de limpieza y desinfeccion
FULLTREX) y T;s (BAL extraida del cacao Trinitario con producto de limpieza y
desinfeccion FULLTREX) se produjo mayor inhibicion, dando como resultado que los
Lactococcus spp presentaron sensibilidad a dicho producto. Por otro lado en el Tg (BAL
extraida del CCN-51 con antibidtico enrofloxacina) se observa poca inhibicion, dando
como resultado que los Lactococcus spp presentaron poca resistencia y para el resto de
tratamientos no se observa inhibicion alguna dando como resultado que los Lactococcus
spp presentaron resistencia. Segun la comparacién de los datos con la escala de la Tabla 6,
presentando una media de 1.29 para esta interaccion y con un coeficiente de variacion de

9.64 en los resultados generales.
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En comparacién a un estudio realizado por Alvarado et al. (29), quien expone que ciertas
bacterias son susceptibles o sensibles a ciertos productos que posean elementos de amonio
cuaternarios, sustancias alcalinas entre otros. Siendo esto similar a los resultados

encontrados en la presente investigacion.

Con lo que respecta al antibidtico Enrofloxacina en comparacion con lo descrito por
Valero-Leal et al. (30), en su publicacion cientifica, donde expresa que 3 de 35 cepas
investigadas presentan resistencia y las demas presentaron cierta susceptibilidad al

antibidtico enrofloxacina con lo que concuerda en cierta forma a la investigacion.

Asimismo Valero-Leal et al. (30), explica en su investigacion que el mayor porcentaje de
resistencia se presentd frente a la penicilina con un 124 % y 1.2 % frente a la

oxitetraciclina lo que concuerda en el ensayo de esta investigacion.

Ademas, Alvarado et al. (29), menciona en su publicacion cientifica, que las cepas aisladas
que utilizd en su experimento fueron tolerables a ciertas concentraciones de productos de
limpieza, lo que se halla de acuerdo a la presente investigacion donde se mostrd de igual
manera que las BAL (Lactococcus spp) presentan resistencia a los productos de limpieza y
desinfeccion con componentes de yodo e hidroxido de sodio (Yodo total-12 y EASY-OFF

respectivamente) utilizados en el ensayo.

4.1.2. Capacidad acidificadora de la leche en presencia de antibioticos, productos de

limpieza y desinfeccion.
a) Efecto principal del factor A (variedades de cacao).

En base al analisis de la varianza (Tabla 8), para la variable pH, se puede observar que
existio significancia entre el origen de extraccion de las bacterias acido lacticas
Lactococcus spp. Donde las BAL en estudio extraidas del mucilago de cacao Nacional
presentan mayor capacidad de acidificacion que las BAL Lactococcus spp extraidas del

mucilago de cacao Trinitario, con una media de pH 0.43.
b) Efecto principal del factor B (antibidticos, productos de limpieza y desinfeccion).

Segun la prueba de Tukey al 5 % de probabilidad (Tabla 8), en la variable pH, se puede
observar que existié significancia entre los antibioticos, productos de limpieza y

desinfeccion en estudio. Encontrandose que mayor capacidad de acidificacién presenta el
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componente 5 (sin producto de limpieza y desinfeccion), el cual fue introducido a la
investigacion como tipo testigo para tener como referencia del verdadero valor de descenso
del pH de las BAL puras. Mientras el componente 4 (antibidtico enrofloxacina) presenta la

menor capacidad de acidificacion, presentando este factor una media de 0.43.
c) Interaccion entre tratamientos.

De acuerdo al ADEVA efectuado (Tabla8), en la variable pH, se puede observar que
existio significancia entre los tratamientos, donde la mayor capacidad de acidificacion se
observo en los T; (0.87), Ty (0.84) y Ti3 (0.79), siendo que estos eran considerados como
tipo testigo ya que no cuentan con ningn agente antimicrobiano. Por otro lado los Tg
(0.15) y Tg (0.15) presentaron menor capacidad de acidificacion debido a la inhibicion de
los antibidticos hacia las BAL y para los demas tratamientos en estudio se presentd valores
intermedios de los mencionados para la variable en estudio, donde hubo una leve
inhibicion acidificandose muy poco la leche, presentando la interaccion de los tratamientos
una media de 0.43 y un coeficiente de variacion de 8.02 en los resultados generales.

Haciendo una comparacion con lo mencionado por Olivera (31), que presenta valores de
diferencia pH entre 1.03 y 0.30 en lapsos de tiempo de 0 a 6 horas para las bacterias del

genero Lactococcus, con lo que concuerda en cierto modo con la investigacion.

Por otro lado, comparando con Alvarado et al. (29), quien expone que la penicilina
produce una mayor inhibicion impidiendo la acidificacion de la leche con lo que difiere a
la presente investigacion ya que a presar que se produjo cierta inhibicién el pH disminuy6

un 0.39 parael T3y un 0.25 para el T-.
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Tabla 8. Valores promedios del andlisis de antibiograma y la capacidad de acidificacion,
de la caracterizacién de bacterias &cido lacticas presentes en el mucilago de cacao
(Theobroma cacao L.) Nacional y Trinitario. FCP — UTEQ. 2017.

Factor A: Antibiograma A pH
BAL (Lactococcus spp) extraidas de variedades de mucilago
1. Cacao Nacional (EET-103) 1.25b 0.47hb
2. Cacao Trinitario (CCN —51) 1.34 a 0.40a
Promedio 1.29 0.43
E.E 0.02 0.01
Factor B:
Antibidticos, productos de limpieza y desinfeccién
1. Sin Antibidtico 1.00c 0.78d
2. Antibiotico Oxitetraciclina 1.00c 0.20a
3. Antibi6tico Penicilina 1.00c 0.32b
4. Antibidtico Enrofloxacina 1.38b 0.16 a
5. Sin producto de limpieza y desinfeccion 1.00c 0.81d
6. Producto de limpieza y desinfeccion Yodo Total-12 1.00c 0.42c
7. Producto de limpieza y desinfeccion FULLTREX 3.00a 0.39¢c
8. Producto de limpieza y desinfeccion EASY-OFF 1.00c 0.42c
Promedio 1.29 0.43
E.E 0.04 0.01
Interaccién A*B
T, BAL del Nacional sin antibiético 1.00c 0.87 f
T, BAL del Nacional + antibiético Oxitetraciclina 1.00c 0.25b
T3 BAL del Nacional + antibiotico Penicilina 1.00c 0.39¢
T, BAL del Nacional + antibiotico Enrofloxacina 1.00c 0.17 ab
Ts BAL del Trinitario sin antibiotico 1.00c 0.69e
Te BAL del Trinitario + antibidtico Oxitetraciclina 1.00c 0.15a
T; BAL del Trinitario + antibiético Penicilina 1.00c 0.25hb
Tg BAL del Trinitario + antibiético Enrofloxacina 1.75b 0.15a
T¢ BAL del Nacional sin producto de limpieza y desinfeccion 1.00c 0.84f
T1o BAL del Nacional + producto de L y D Yodo Total-12 1.00c 0.42 cd
T, BAL del Nacional + producto de L y D FULLTREX 3.00a 0.37¢c
T, BAL del Nacional + producto de L y D EASY-OFF 1.00c 0.48d
T13 BAL del Trinitario sin producto de limpieza y desinfeccion 1.00c 0.79f
T4 BAL del Trinitario + producto de L y D Yodo Total-12 1.00c 0.42 cd
T1s BAL del Trinitario + producto de L y D FULLTREX 3.00a 0.42 cd
Ti16 BAL del Trinitario + producto de L y D EASY-OFF 1.00c 0.36 ¢
Promedio 1.29 0.43
E.E 0.06 0.02
C.V. (%) 9.64 8.02

Medias con una letra en comun son significativamente diferentes segln la Prueba de Tukey (p< 0.05).

A = Diferencia de pH ente las 0 y 8 horas en la capacidad acidificadora de la leche de las bacterias

Lactococcus spp frente a diversos antibidticos, productos de limpieza y desinfeccion.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones.

Las bacterias acido lacticas (Lactococcus spp) aisladas del mucilago de cacao tipo
Nacional (EET-103) y Trinitario (CCN-51) no presentaron susceptibilidad ante los
antibidticos como Oxitetraciclina, Penicilina y Enrofloxacina, solo las BAL extraidas del

cacao Trinitario presentaron cierta susceptibilidad al antibiotico enrofloxacina.

El género de bacteria Lactococcus spp aislada tanto del mucilago de cacao tipo Nacional
(EET-103) y de origen Trinitario (CCN-51), mostraron sensibilidad al producto de
limpieza y desinfeccion llamado FULLTREX, asi mismo cada género de Lactococcus spp
de las dos variedades de cacao presento resistencia a los otros dos productos de limpieza y
desinfeccion llamados Yodo Total-12 y EASY-OFF.

Las bacterias Lactococcus spp extraidas del mucilago de cacao Nacional (EET-103),
presentaron mayor capacidad de acidificacion frente a los antibidticos en comparacion a las
bacterias Lactococcus spp extraidas del mucilago del cacao Trinitario. Mientras que las
bacterias extraidas del mucilago de ambas variedades de cacao se comportaron igual en la
capacidad de acidificacion de la leche frente a diversos productos de limpieza y

desinfeccion, manteniendo cierto nivel de acidificacion a través del tiempo.
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5.2. Recomendaciones.

Realizar antibiogramas con agar MRS, para las bacterias acido lacticas, debido a que estos
microorganismos son de crecimiento lento, ademas requieren de condiciones y medios

especiales para crecer, por lo que el uso agar Mueller Hinton no es recomendable.

Elaborar productos fermentados a partir del tipo de bacteria en estudio, para medir la

viabilidad de esté como cultivo iniciador.

Determinar la concentracion minima inhibidora (CMI) de diversos antibioticos, productos
de limpieza y desinfeccidn hacia las bacterias Lactococcus spp provenientes del mucilago

de cacao.
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CAPITULO VII
ANEXOS



7.1. Anexos

Anexo 1. Preparacién del medio de cultivo MRS, Medicion del pH al medio de cultivo y

Ilenado de las cajas Petri.
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Anexo 2. Preparacion de los discos de sensibilidad.
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Anexo 3. Preparacion del indculo bacteriano.
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Anexo 4. Andlisis de Antibiograma.
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Anexo 5. Fotografias de la medicion de los halos de inhibicién.
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Anexo 6. Preparacion de la leche.
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Anexo 7. Medicion del pH a la leche.
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Anexo 8. Grafico del andlisis de la capacidad de acidificacion de las BAL (Lactococcus spp) en la leche frente a diversos antibiéticos, productos

de limpieza y desinfeccion.
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Anexo 9. Analisis de la varianza para la variable antibiograma en la caracterizacion de
bacterias acido lacticas presentes en el mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) Nacional
y Trinitario. FCP — UTEQ. 2017.

F.V. SC gl CM F p-valor

Factor A 0.14 1 0.14 9.00 0.0043 **
Factor B 27.48 7 3.93 251.29 <0.0001 fakad
Factor A*Factor B 0.98 7 0.14 9.00 <0.0001 **
Error 0.75 48 0.02

Total 29.36 63

Tukey 5 %

C.V.9.64 %

n.s.= no significativo, *=significativo y **=muy significativo

Anexo 10. Andlisis de la varianza para la variable capacidad de acidificacion de las BAL
en la caracterizacién de bacterias acido lacticas presentes en el mucilago de cacao
(Theobroma cacao L.) Nacional y Trinitario. FCP — UTEQ. 2017.

F.V. SC al CM F p-valor

Factor A 0.08 1 0.08 63.62 <0.0001 falad
Factor B 3.27 7 0.47 379.22 <0.0001 falad
Factor A*Factor B 0.08 7 0.01 9.11 <0.0001 **
Error 0.06 48  1.2E-03

Total 3.49 63

Tukey 5 %

C.V.8.02%

n.s.= no significativo, *=significativo y **=muy significativo
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