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RESUMEN

La investigacion se realizé con el objetivo de identificar y evaluar la capacidad
probiética in vifro e in vivo de bacterias lacticas aisladas de chicha de molle,
elaboradas artesanalmente de las provincias de Huanta y Huamanga, se aislaron 55
cepas BAL e identificando a Lactobacillus plantarum, Lactobacillus maltaromicus y
Leuconostoc mesenteroides con base a la coloracion Gram, produccién de gas,
gluconato y fermentaciéon de azlcares, la capacidad probiética in vitro se realizé por
pruebas de antagonismo entre BAL y cuatro microorganismos patégenos
(Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphyloccocus aureus y Candida
albicans), mostrandose que 14 de las 55 cepas BAL producen sustancias
inhibitorias de amplio espectro, asi mismo se evalué la capacidad de tolerancia a
condiciones gastrointestinales de cepas BAL, realizando ensayos a diferentes pH;,
diferentes concentraciones de sales biliares y jugo gastrico artificial, resultando 25
cepas BAL con capacidad de tolerancia gastrointestinal y se seleccionaron 4 cepas
con mayor didmetro de halos de inhibiciébn y cepas tolerantes a condiciones
gastrointestinales siendo las cepas: BL-1 (Lactobacillus plantarum), BL-26
(Lactobacillus maltaromicus), BL-27 (Lactobacillus plantarum) y BL-53 (Lactobacillus
maltaromicus), a las cuales se evaluaron la capacidad probiética in vivo en 30 ratas
para luego realizar recuento de BAL en el intestino a los 21 dias, encontrandose en
el grupo de estudio con BAL a 60x10" UFC/mL, mientras en el tratamiento con BAL
mas yacon a 25x10%* UFC/mL y los tratamientos de yac6n y control a 50x10™
UFC/mL de BAL obteniéndose una de ganancia de peso en ratas en el grupo de
estudio de BAL mas yacon de 46 g, mientras con bacterias lacticas se tuvo 24 g y
16 g en el grupo control y extracto de yacén. En consecuencia esta investigacion
demuestra que la toma diaria de bebidas fermentadas tradicionales favorece el
incremento de Lactobacillus en la microbiota intestinal

Palabras claves: Bacterias lacticas, capacidad probiética.
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I. INTRODUCCION

Por la reciente preocupacién mundial sobre asuntos de salud y la alimentacion,
los alimentos funcionales tienen un papel importante en la industria alimentaria,
por tanto se necesita explorar procesos nuevos y poner énfasis en este tipo de
industrias (Anon, 2006).

Los alimentos fermentados como la chicha de molle contienen microorganismos
como las bacterias lacticas las cuales son consideradas como probiéticos. Una
bebida probidtica es definida como un suplemento microbiano, que tiene efectos
benéficos mejorando el balance microbiano intestinal. El intestino cuenta con un
sin nimero de microorganismos presentes en la porcion final del tracto

gastrointestinal humano (Anon, 2006).

En el intestino deigado la microbiota varia segin el segmento intestinal, por si
misma no produce alteraciones, constituyendo un verdadero cultivo
autorreguiable. Asi mismo la variacion de estos microorganismos benéficos de
nuestra microbiota intestinal pueden ocasionar infecciones persistentes en el
fracto intestinal, que contribuye a la pérdida de una de las caracteristicas
funcionales mas importantes para el control de la profiferacion de {a microbiota
intestinal; asi en la chicha de molle se encuentran microorganismos

beneficiosos para el hombre como las bacterias lacticas que modifican



favorablemente el balance de la microbiota intestinal, favorecen una buena
digestion, inhiben el crecimiento de ciertas bacterias patégenas, potencian la

funcion inmunoldgica y aumentan la resistencia a las infecciones (Galan, 2006).

Las personas con colonias intestinales de estas bacterias benéficas, estan mejor
equipadas para combatir el crecimiento de las bacterias que causan
enfermedades. Los lactobacilos y los bacilos bifidos mantienen un balance sano
de la microbiota intestinal al producir cdmpuestos organicos, como el &acido
lactico, agua oxigenada y acido acético, que’aumentan la acidez intestinal e
inhiben el desarrollo de muchos microorganismos nocivos debido a la produccion
de sustancias llamadas bacteriocin‘as, que funcionan como antibiéticos naturales,

matando a los microorganismos no deseados (Roberfroid, 2000).

Es fundamental la relacion existente entre la microbiota ihtestinal y €l estado de
salud de las personas (Rodriguez et al., 2009; Molina et al., 2009; Taranto et al.,
2000). Una mala alimentacion produce una elevada presencia de sustancias
perjudiciales, que al ser utilizadas por bacterias nocivas presentes en el intestino,

afectan la salud del receptor (Diplock et al., 2001).

En el intestino, tanto los microorganismos beneficiosos como aquellos
potencialmente patdégenos pueden competir por los mismos nutrientes para
crecer y reproducirse. Por lo tanto, cuanto mayor es la poblacién de las bacterias
beneficiosas en el intestino, mayor sera la competicién con los microorganismos

patégenos (Diplock et al., 2001).

Asi en el presente estudio se investigd la capacidad probiética de la chicha de

molle, para ello se plantearon los siguientes objetivos:



Identificaciéon de bacterias lacticas aisladas de la chicha de molle.
Evaluar la capacidad probidtica in vifro de las bacterias lacticas aisladas de

la chicha de molle.
Evaluar la capacidad probiética in vivo de bacterias lacticas aisladas de la

chicha de molle en Ratus norvegicus ‘rata’



1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
A través de la historia, el hombre ha aprendido diferentes formas de utilizar las
bacterias lacticas, tradicionalmente {as ha empleado para elaborar algunos
productos fermentados.
En la actualidad se realizaron estudios sobre bacterias lacticas aisladas de
chicha de molle con capacidad antagonica frente a cepas patégenas
(Escherichia cdli, Staphylococcus aureus y Candida albicans), realizada por
Garcia Godos (2008), en dicha investigacion se logré identificar y aislar
bacterias lacticas de las especies Lacfobacillus plantarum y Leuconostoc
mesenteroides, determinando que las especies identificadas  producen
bacteriocinas de amplio espectro.
Por otro lado se realizaron con mayor énfasis ensayos de ingesta de bacterias
lacticas de origen alimenticio asi como industrial para contrarrestar
enfermedades relacionadas con el aparato digestivo realizado por Hilton et al,,
en el 2002, en cuya investigacion sobre infecciones por rotavirus, concluye que
las bacterias lacticas influyen en el mantenimiento de la integridad de la mucosa
y mejora el equilibrio de electrolitos ia cual tiene consecuencias significativas en

el tratamiento y prevencion contra el rotavirus.



En lo que respecta a regulacion del sistema inmunitario, Matsuzaki et al., en el
2000, confirmaron que algunas cepas probiéticas pueden potenciar la respuesta
imnunitaria congénita, para ello se han realizado varios estudios in vifro en
animales en los cuales se demuestra, que pueden modificar respuestas
inmunitarias adaptativas.

2.2. Bacterias lacticas

Las bacterias acido lacticas presentan en la actualidad un inmenso potencial
biotecnoldgico dada su presencia en multitud de procesos fermentativos de
alimentos destinados al consumo humano sean estos:. productos lacteos,
vegetales, carnicos y de panaderia, asi corﬁo bebidas alcohdlicas. Estas
bacterias no sélo contribuyen al desarrollo de las caracteristicas organolépticas y
reologicas de los alimentos, sino que generan en los mismos ambientes poco
favorables para el desarrollo de microorganismos patégenos, debido a su
marcada capacidad antagonista, la cual favorece su proliferacion en el alimento
o de cualquier otro grupo microbiano presente en la materia prima, se ha podido
comprobar, que algunas cepas de bacterias lacticas, entre ellas las del género
Lactobacillus, son beneficiosas para la salud, tanto humana como animal. Ambos
efectos beneficiosos, ocasionados por su capacidad antagénica, se basan en la
produccién de acidos organicos y otrgs metabolitos inhibidores, entre los que‘
cabe mencionar el peroxido de hidrogeno (H,O;) compuestos aromaticos
(diacetilo, acetaldehido), derivados del glicerol (reuterina), enzimas
bacterioliticas, bacteriocinas y otros (Wolf et al., 2005).

Las bacterias lacticas, pueden ser utilizadas en la prevencion y el control de
determinadas enfermedades, asi como en el mejoramiento de la calidad de
conservacion de ciertos alimentos, por lo que su valor radica en tener a

disposicion sustancias procedentes de microorganismos, que sirvan como punto



de partida para la obtencion de productos biotecnolégicos aplicables a Ia

solucion de problemas de la salud tanto humana como animal (Wolf et al., 2005).

2.2.1. Morfologia

Las bacterias lacticas pertenecen al género Lactobacillus (lactis-leche; bacillus-
pequefios bacilos) se caracteriza por presentar células en forma de bacilos
largos y extendidos, aunque con frecuencia pueden observarse bacilos cortos o
cocabacilos. Son Gram positivas, no esporulan y algunas cepas presentan
_cuerpos bipolares que probablemente contengan polifosfato (Samaniego et al,,
2005).

2.2.1.1. Pared celular

La pared celular de las bacterias lacticas son Gram positivas y contiene
peptidoglicanos (mureinas) de varios quimiotipos. Esta pared también contiene
polisacéaridos unidos al peptidoglicano mediante enlaces fosfodiéster, pero soélo
presenta acidos teicoicos relacionados a ella en algunas especies (Berges,
2002).

2.2.1.2. Caracteristicas culturales

Las colonias en medios solidos son pequefas (2-5 mm), convexas, suaves, con
margenes enteros, opacas y sin pigmentos. Solo en algunos casos presentan
coloracion amarillenta o rojiza. Algunas especies forman colonias rugosas como
Lactobacillus confusus, que presentan colonias viscosas.

Su crecimiento en medio liquido se presenta cuando las células precipitan
rapidamente después que el crecimiento cesa dando lugar a un sedimento suave
y homogéneo. En raras ocasiones este sedimento es granular 0 VisCoso
(Samaniego et al., 2005).

Los lactobacilos no desarrollan olores tipicos al crecer en medios comunes, pero

contribuyen a modificar el sabor de alimentos fermentados, produciendo



compuestos volatiles como diacetilo y sus derivados hasta sulfuro de hidrogeno

(H.S) y aminas en el queso (Samaniego et al., 2005).

2.2.2. Nutricién y condiciones de crecimiento

Presentan particularidades respecto a los requerimientos nutricionales complejos
para los aminoacidos, péptidos, derivados de acidos nucleicos, viiaminas, sales,
acidos grasos y carbohidratos fermentables.

Requieren no sélo carbohidratos como fuentes de carbono y energia, sino
también aminoacidos, vitaminas y nucledtidos. Generaimente estos
requerimientos variados, suelen suplirse cuando el medio de cultivo de las BAL
contiene carbohidratos fermentables, peptona, extracto de carne y extracto de
levadura, aunque una suplementacion con jugo de tomate, manganeso, acetato
y ésteres del acido oleico, especiaimente Tween 80, resulta estimulador y hasta
esencial para muchas especies. Por eso, estos compuestos se incluyen en el
medio MRS. Existen especies que se adaptan a sustratos muy particulares y
necesitan factores de crecimiento especiales (Berges, 2002).

Debido a que las BAL poseen requerimientos nutricionales y de crecimiento
similares; su clasificacién se ha tornado dificil por los métodos microbiolégicos
tradicionales. E! uso de pruebas moleculares, basadas en secuencias de ADN
ribosomal, para identificar las bacterias aisladas de su ambiente natural, fue
informado por Tannock (1988). Debido a la alta variabilidad de esta region entre
especies, se emplea desde hace algunos afios un método eficiente para la
identificacion y deteccién especifica de BAL probidticas, el cual resulta util para
una mejor caracterizacion de las mismas, denominado PCR (polymerase chain

reaction) (Samaniego et al., 2005).



2.2.3. Condiciones ecoldgicas

Las BAL crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 4 - 6 y con
uno optimo de desarrollo entre 5 y 6. Su crecimiento cesa cuando el pH alcanza
valores desde 3 hasta 4. Las BAL son capaces de disminuir el pH del sustrato
donde se encuentran por debajo de un pH 4 mediante la formacién de acido
lactico. De esta forma disminuyen considerablemente el crecimiento de casi
todos los microorganismos competidores, exceptuando el de otras bacterias
lacticas y levaduras (Berges, 2002).

La mayoria de las cepas de BAL son principalmeﬁte anaerobicas un incremento
de la concentracion de CO, (de aproximadamente 5% o hasta el 10%) puede
estimular su crecimiento superficial sobreA medios sélidos y en algunos casos en
liguidos (Berges, 2002).

La mayor parte de las BAL son mesofilos asi como también terméfilos y algunas
especies toleran temperaturas bajas cercanas a la congelacion (Berges, 2002).
2.2.4. Metabolismo

Las bacterias lacticas carecen de sistemas de citocromos para ejecufar la
fosforilacion oxidativa y no poseen enzimas superdxido dismutasas ni catalasas
(Samaniego et al., 2005).

Transforman carbohidratos en acido lactico por homofermentaciéon o bien, en
acido lactico y otros productos finales adicionales como acido acético, etanol,
dioxido de carbono, acido formico y acido succinico por heterofermentacion,
constituyendo al menos un 50% de los productos finales el acido lactico, el cual
usualmente no es fermentado (Samaniego, et al. 2005).

2.3. Capacidad probiética

A través de la historia, el hombre ha aprendido diferentes formas de utilizar las

bacterias lacticas, tradicionalmente los ha empleado para elaborar algunos



productos alimenticios fermentados, heredando por generaciones la tecnologia
de la fermentacion (Palou et al., 2000).

Hacia 1907, el bidlogo ruso Metchnikoff, sugiri6 que el proceso de
envejecimiento es el resultado de la intoxicacién putrefactiva ocasionada por la
microbiota intestinal, esto basado en los descubrimientos en habitantes de
algunas regiones de Bulgaria, quienes consumieron yogurt como parte de su
dieta normal y que tuvieron una longevidad notoria (Palou et al, 2000).
Metchnikoff, propuso que la vida se prolongaba como consecuencia del consumo
de las bacteria lacticas presentes en el yogurt (Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus themophilus), surgiendo asi la teoria de que las bacteria nocivas
en el intestino pueden ser eliminadas por la accidn de las bacterias lacticas. Esta
teoria llamé la atencién en aquellos dias y popularizé el consumo diario de
yogurt entre los europeos de ésa época. Sin embargo, estudios posteriores
demostraron que el Lactobacillus bulgaricus, que era benéfico, moriria al pasar
por los jugos gastricos y no era capaz de sobrevivir en el intestino. Aunque esta
teoria se desechd, hubo investigaciones exhaustivas sobre la microbiota
intestinal que demostraron que las bacterias lacticas de yogurt en las cuales
Metchnikoff bas6 su hipotesis no eran capaces de sobrevivir en el aparato
digestivo (Palou et al., 2000).

En el afio 1998 Spanhaak et al., demostréban que los Lactobacillus casei en
Yakult, era capaz de colonizar el epitelio intestinal en consecuencia, de delimitar
el area de adherencia del intestino de otros micrborganismos indeseables
(Isolauri, 2004). Asi, podemos sefalar que la capacidad de bacterias lacticas al
ser ingeridas diariamente ya sea por alimentos fermentados y/o alimentos
suplementados con estas bacterias, actian sobre la actividad de la microbiota
autoctona, y por tanto pueden modificar y favorecer el estado de salud del

huésped (Fujisawa, 2008).



En la actualidad se estan investigando mas microorganismos con capacidad
probidticas siendo las mas aplicadas en la industria alimentarias las siguientes
bacterias lacticas:

Cuadro N°01: Microorganismos de mayor aplicacion como probiéticos.

Microarganismos de mayor aplicacién como probiéticos
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus casei subps. Casei
Lactobacillus casei subsp. Paracasei Lactobacillus casei subps. Tolerans
Lactobacillus casei inminitis Lactobacillus fermetum
Lactobacillus johnsonii Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantarum Lactobacillus reuten
Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus salivaricus
Lactobacillus lactis Lactobacillus delbrueckii subsp.bulgaricus
Lactococcus spp Bifidobacterium lactis
Lactobacillus spp Bifidobacterium spp
Bifidobacterium fongum Bifidobacterium breve
Bifidobacterium bifidum Streptococcus thermophilus
Bifidobacaterium infantis Streptococcus spp
Bacillusspp Saccharomyces cereviseae
Saccharomyces boulardii Saccharomyces spp

Fuente: Fujisawa, 2008

2.3.1. Probidtico

El primer estudio que demostrd los efectos beneficiosos de los microorganismos
probidticos fue llevado a cabo por el microbidlogo, premio nobel en Medicina Ilya
Metchnikoff en 1907, desde entonces y hasta el dia de hoy ha crecido el interés
por los alimentos que contienen microorganismos benéficos para la salud y mas
concretamente por los productos lacticos fermentados (Felley et al., 2‘003).

Asi podemos sefialar que la ingestion de bacterias vivas a través del consumo
de productos fermentados, actia sobre la actividad de la microbiota autéctona y
por tanto puede modificar, favorecer el estado de salud del huésped (Lei et al.,
2006).

Se utilizd por primera vez el término probiético por Lilly et al,, en el afio 1965

refiriendose a una sustancia que estimula el crecimiento de ofros
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microorganismos. Este término se ha redefinido posteriormente como agente
microbiano viable, que al utilizar en animales o en el hombre aportan efectos
beneficiosos en el huésbed mejorando el balance de la microbiota intestinal
(Saminel et al.,, 2008).
En el Informe conjunto de la FAO (Food and Agriculture Organization) en 2006
el término probidtico se defini6 como microorganismo vivo, que ingerido en las
cantidades adecuadas confieren un beneficio saludable al huésped (Marteau,
20086).
2.3.2. Caracteristicas de microorganismos probidticos
Los microorganismos probibticos utilizados, deben ser capaces no solo de
sobrevivir al paso por el aparato digestivo, sino también de proliferar en el
intestino. Esto significa, que deberian ser capaces de sobrevivir a las
condiciones del estomago y exposicién a bilis (Adams et al., 2005).
Segun la FAO (Food and Agriculture Organization) en el 2001 para que un
organismo sea considerado como probiético debe cumplir ciertos requisitos
indispensables como:
% Caracterizacion in vitro.

a) Estabilidad fenotipica y genotipica

b) Patrones de utilizacion de carbohidratos

¢) Proteinas.

% Resistencia a la acidez gastrica.

Lo

< Resistencia a la bilis.

5

* Adhesion al epitelio intestinal.

’0

Capacidad de utilizar prebiéticos (opcional).

L >

»
0’0

Ensayos in vivo e in vitro que demuestren el (los) efecto(s) probiético(s)

adjudicado(s).
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% Caracter GRAS (“Generally Regarded As Safe™ reconocido como seguro
para la salud).
% No presentar resistencia a antibidticos ni determinantes de patogenicidad.
(Fuller, 2007).
2.3.3. Efectos probiodticos en algunas enfermedades
2.3.3.1. Trastornos relacionados con el aparato digestivo
La diarrea infecciosa es un importante problema mundial de salud, que causa
varios millones de muertes cada ano. Aunque la maydria de las muertes se
producen entre nifos de paises en desarrollo, se estima que la diarrea
transmitida por los alimentos afecta cada afio hasta el 30 % de la poblacion,
incluéo en los paises desarrollados. Los probidticos pueden constituir un medio
importante para reducir estos problemas tales como el restablecimiento de la
microbiota intestinal, el mantenimiento de la intégridad de la mucosa y la mejora
del equilibrio de electrolitos podrian tener consecuenciés significativas en los
programas de tratamiento y prevencion de la diarrea en los paises en desarrollo
(Hilton et al.,2002).
Una novedad en lo que respecta a las aplicaciones probidticas, es la actividad
contra Helicobacter pylori, patdégeno Gram positivo que causa gastritis de tipo B,
viceras pépticas y cancer de estomago. Los datos disponibles in vitro y en
arﬁmales, indican que las bacterias acido lacticas pueden inhibir el crecimiento
del patégeno y réducir la actividad de la enzima ureasa necesaria para que el
patdégeno permanezca en el medio acido del estomago. En cuanto a la medicion
de los efectos probioticos, entre los puntos finales se incluyen la supresion de la
infeccion el tratamiento combinado con antibiéticos que da lugar a un numero
menor de efectos secundarios, como el reflujo acido, y a un riesgo menor de

infeccién recurrente (Rautio et al., 2006).
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2.3.3.2. Anomalias en el sistema inmunolégico

La inmunidad deAla mucosa y los sistemas inmunitarios congénitos adaptativos
son dos aspectos considerados tradicionalmente importantes para la respuesta
inmunitaria. Siendo los macréfagos, neutréfilos, células destructoras naturales y
el complemento sérico representan los componentes principales del sistema
congénito, encargado de la primera linea de defensa contra muchos
microorganismos. Sin embargo, hay muchos agentes que este sistema es
incapaz de reconocer.

Una inyecCi()n intravenosa, intraperitbneal e intrapleural de Lactobacillus casei
Shirota en ratones aumenté considerablemente la actividad destructora de las
células de nddulos mesentéricos, pero no de las células de placas de Peyer o de
las células del bazo (Matsuzaki et al., 2000), lo que confirma que algunas cepas
probidticas pueden potenciar la respuesta inmunitaria congénita. Se han
realizado varios estudios in vitro y en animales (Gill et al., 2000), que demuestran
claramente que las cepas probidticas pueden modificar los parametros
inmunitarios. La correlacion entre estos hallazgos y los eventos que tienen lugar
en el cuerpo humano sigue estando poco clara, pero hay pruebas cada vez mas
numerosas de que esos efectos se produzcan. |

La modulaciéon probidtica de la inmunidad del huésped es una esfera de
investigacion muy prometedora. Se ha realizado estudios en seres humanos,
que demuestran, que los microorganismos probidticos pueden potenciar la
actividad de las células destructoras naturales en ancianos (Gill et al, 2001) y
que es posible modular las defensas de huéspedes no especificos (Donnet-

Hughes et al., 2003).
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2.3.3.3. Infecciones del aparato urinario femenino

Varios centenares de millones de mujeres sufren cada afio infecciones del
aparato urinario. El agente causante en mas del 85% de los casos es
Escherichia coli que tiene su origen en el intestino.

La alteracion de la microbiota vaginal normal, esta causada por antibidticos de
amplio espectro, espermicidas, hormonas, sustancias alimentarias y factores que
aun no se comprenden totalmente. Hay algunos indicios de que los
microorganismos probioticos que se administran en forma de alimentos y
preparaciones topicas contribuyen a la prevencion de trastornos del aparato
urogenital. Se han propuesto criterios para seleccionar cepas probidticas
eficaces (Reid et al., 2001), que deberian incluir la verificacion de la inocuidad, la
capacidad de colonizacion en la vagina y la capacidad de reducir el recuento de
patogenos mediante la exclusion competitiva de la adherencia y la inhibicion del
crecimiento de los patégenos (Reid et al., 2001).

2.3.3.4. Utilizacion de probiéticos en personas sanas

Muchos productos probidticos son utilizados por consumidores que se
~consideran sanos. Lo hacen suponiendo que los probibticos les permiten
mantener su salud, bienestar y reducir posiblemente el riesgo de contraer a largo
plazo enfermedades intestinales, renales, respiratorias y cardiacas. Es necesario
hacer varias observaciones sobre este supuesto y sus repercusiones. El uso de
probidticos no deberia sustituir a un estilo de vida sano y una alimentacion
equilibrada en personas sanas (Hatakka et al., 2005).

En primer lugar, no existe una medicion precisa de la salud y puede que de
hecho los sujetos tengan enfermedades ocultas y no detectables en cualquier
momento. En segundo lugar, no se han realizado todavia estudios para analizar
si la ingestion sistematica de probiéticos que contribuye o0 no a mantener la

“salud” durante toda la vida al margen de la alimentacion, el ejercicio y otros
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elementos del estilo de vida. Un estudio sobre centros de asistencia ambulatoria

en Finlandia demostré, que el uso de probibticos reducia la incidencia de las

infecciones respiratorias y los dias de ausencia por enfermedad (Hatakka et al., |

2007).

En los nifios recién nacidos los microorganismos probidticos pueden llegar a

convertirse en colonizadores primarios y prevenir enfermedades graves en

lactantes, la alteracion de la flora en nifos pequefios sanos ocasiona una
situacion mas compleja. Precisamente por ello, una consecuencia del Proyecto

Genoma Humano es que en el momento del nacimiento se pueden utilizar

probiéticos seleccionados para crear una flora que mejore la salud a lo largo de

la vida (Hoyos, 2007).

2.3.4. Propiedades bioterapéuticas

2.3.4.1. Efectos terapéuticos

La accion antagonista hacia gérmenes patégenos es la accion mas importante

de la microbiota digestiva, es decir, proteger frente a las infecciones y la

colonizacién, por parte de microorganismos patogenos del tubo digestivo

(Cagigas, 2002). Los distintos mecanismos que forman la primera linea de

defensa del huésped de las infecciones intestinales se llaman resistencia a la

colonizacion, exclusion competitiva o efecto barrera. La represion de los

' gérmenes patégenos se puede dar de distintos modos:

o Lab produccion de acidos organicos, como él acido lactico, a partir de los
glicidos provenientes de los aﬁmentos actia bajando el pH y limitando el
desarrollo.de Escherichia coli y de la salmonelas. Ademas, la acidificacion
del tubo digestivo favorece a los movimientos peristalticos del intestino.

o Réprimen el crecimiento de las bacterias patdgenas, gracias a la produccion
de sustancias antimicrobianas del tipo de la bacteriocina, que inhiben los

gérmenes que a menudo causan las infecciones. Algunas bacterias
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utilizadas tienen la capacidad de desconjugar las sales biliares: las formas
desconjugadas poseen una capacidad de inhibicion mayor sobre el
desarrollo de las bacterias que las formas conjugadas.

o Inhiben la prevalencia de los microorganismos patégenos por competicion.
La adherencia de los probibticos a las células intestinales permitiria una
colonizacion rapida y focaiizada del tubo digestivo. El establecimiento de
gérmenes indeseables se podria evitar también gracias a una inhibicion
competitiva de los prebiéticos, debido al consumo de los nutrientes en lugar
de las bacterias patégenas.

(Cagigas, 2002).

23.4.2. Neutralizacion de los productos toxicos
La inactivacion de los compuestos toxicos representa ofro aspecto muy
importante de la accion probidtica y terapéutica de BAL. Los probidticos pueden
acumular y reducir la absorcién de sustancias téxicas como el amoniaco, los
aminados y el indol. También que disminuyen la biotransformacioén de las sales
biliares y de los acidos grasos en productos toxicos (Condony et al.,, 2008 y Kaila
et al., 2005). |

2.3.5. Efectos protectores

Las bacterias viven normalmente en el cuerpo humano, incluido el aparato

digestivo, donde existen mas.de 400 especies bacterianas (Cagigas, 2002): mas

de la mitad del peso de la materia que se encuentra en el colon corresponde a

células bacterianas cuyo numero es diez veces superior al de las células de los

tejidos que constituyen el cuerpo humano. El estémago contiene normalimente
menor carga microbiana por la presencia de los jugos biliares (10° UFC/mL de
jugo gastrico), mientras que la concentraciin bacteriana aumenta a lo largo del
intestino hasta llegar a una concentracion final en el colon de 10'? bacterias/g. La

colonizacién bacteriana del intestino comienza con el nacimiento, ya que los
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recién nacidos permanecen en un medio estéril hasta que comienza el parto, y
continia durante toda la vida, con cambios notables en funcién de la edad
(Mombelli et al, 2005). Las bacterias, que forman la denominada microflora
intestinal residente, no suelen tener efectos nocivos agudos, y se ha demostrado
que algunas de ellas son necesarias para mantener el bienestar de su huésped.

La funcidén beneficiosa de la microflora intestinal lo que se ha denominado la
“"resistencia a la colonizacién" o “efecto de barrera” (Schiffin et al., 2007) en
referencia al mecanismo que utilizan las bacterias ya presentes en el intestino
para mantener su presencia en ese medio y evitar la colonizacion de esas
mismas zonas intestinales por microorganismos ingeridos recientemente,
incluidos patégenos. Por consiguiente, la manipulacion alimentaria de la
microbiota intestinal de "bacterias beneficiosas" podria contribuir al bienestar del

huésped (Cagigas, 2002).
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ill. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucién
La presente investigacion se llevé a cabo en e} Laboratorio de Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal
de Huamanga durante los meses de abril a diciembre del 2009.
3.2. Material biolégico
55 muestras de chicha de molie procedente del distrito de Luricocha comunidad
rural Secclla, distrito de Ayacucho, Pacaycasa anexo Ocopa, Tambillo anexo
Condaray, y distrito de Jestis Nazareno
3.3. Unidad de experimentacién
30 ratas hembras adquiridos en el Instituto Nacional de Salud - Lima.
3.4. Metodologia
3.4.1. Aislamiento de bacterias lacticas
Se tomé una asada de la muestra fermentada y se sembro por estrias en Agar
Lactobacill, incubandose a 37 °C por 24 horas, y observandose las

caracteristicas de las colonias (Salcedo, 1993).



3.4.2. ldentificacion de bacterias lacticas

a. Caracteristicas microscopicas

~b. Se evaluéron las caracteristicas microscopicas mediante la coloracion de
Gram, esta prueba se hizo a partir de un cultivo joven (18-24h) en Agar
Lactobacilli (Salcedo, 1993).

c. Prﬁebas bioquimicas

La evaluacion de la capacidad fermentativa se realizé con los siguiente
carbohidratos: arabinosa, celobiosa, fructosa, galactosa, glucosa, lactosa,
maltosa, manitol, manosa, rafibinosa, sallicilina, sorbitol sacarosa, xilosa,
almidon e inulina (Salcedo, 1993).

3.4.3. Capacidad probiétida in vitro

a. Crecimiento en disco de microorganismos

En primer lugar se reactivé las cepas patdégenas en caldo Nutritivo (Eschérichia
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella neumoniae) y en caldo Sabouroud
(Candida albicans) a 37°C por 14 horas. Asi mismo se reactivd las bacterias
lacticas en caldo Lactobacili a 37°C/ 14 h y se compar6 con el tubo N° 02 de la
escala de MacFarland con 10° UFC/mL. Asi mismo se dispuso en placas petri
con Agar Lactobacilli, en la que se realizaron con la ayuda de un sacabocado
discos de 6mm de didmetro a partir de la placa con Medio Lactobacili y se
colocé en placas con Agar Mueller Hintong y Agar Nufritivo, luego con las cepas
de bacterias lacticas reactivadas se colocé exactamente en el centro de cada
disco 20uL de BAL reactivadas (Sacsaquisque et al., 2002),

b. Prueba de antagonismo

Se sumergié hisopo estéril en suspension de células a partir de las cepas de
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococus aureus y Candida

albicans comparando con el tubo N° 02 de la Escala de MacFariand,
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presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del
liquido para remover el exceso del indculo.

Se inocul6 en la superficie de la placa con Agar Mueller Hintong y Agar Nutritivo,
estirando con el hisopo estéril en tres direcciones, para asegurar una distribucién
uniforme del inéculo, antes de colocar los discos se dej6 secar la placa a
temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para eliminar el exceso de
humedad superficial.

Se colocaron los discos (obtenidos segun lo descrito en el apartado a) sobre la
superficie del Agar Mueller Hintong presionando suavemente sobre €l disco para
asegurar el contacto completo con la superficie del Agar. Se incubaron las placas
en posicion invertida a 37°C por 24 horas para bacterias y 25°C por 48 horas
para levadura para finalmente medir los halos de inhibicion (Sacsaquisque et al.,
2002),

c. Tolerancia a condiciones gastrointestinales

b.1. Tolerancia a pH acido

Se prepar6 tubos con caldo Lactobacilli y se ajusté a pH 1.0, 1.5 y 2.0 con HCI
0.1 N luego se vertid el indculo de las cepas BAL en tubos y se dejoé en
incubacién a 37°C por 24 horas, finalmente se observd el crecimiento por
turbidez (Montoya, 2008).

b.2. Tolerancia a jugos gastricos

Se reactivo las cepas BAL, luego se prepard jugo gastrico artificial, para lo cual
“se tomé 0.2g de NaCl y 0.32g de pepsina ajustando a pH final de 2.0 - 2.3 con
HCI concentrado, se completé a 100mL con agua destilada estéril. Como control
se ajustd jugo gastrico artificial a un pH de 6.5 -7.0 con NaOH 5N, luego se
llevé a esterilizacion, asi mismo se verti6 1mL de inéculo en 9 mL del jugo
gastrico artificial pH 2.0-2.3 ypH 6.5 - 7.0 (control) y se incubé é 37°C, luego

de 24 horas se observo la viabilidad celular por turbidez (Montoya, 2008).
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b.3. Tolerancia a sales biliares

Se preparo bilis de buey al 0.05, 0.1, 0.15, 0.3 % p/v en tubos con Caldo

Lactobacilli y se vertid 100 uL cepas BAL, se dejo en incubacion a 37°C por 24

horas se observd el crecimiento por turbidez (Montoya, 2008).

3.4.4. Evaluacion de la densidad poblacional in vivo de bacterias lacticas
y cepas patégenas

a. Estandarizacién de la carga microbiana de bacterias lacticas

Para la estandarizacion de carga microbiana de BAL se reactivo las cepas

patdgenas y una cepa BAL escogida al azar, luego se verifico la turbidez con la

escala de Mac Farland (tubo 2) con 10°UFC/mL, para posteriormente realizar el

recuento en placa respectivo (Salcedo, 1993).

b. Evaluacion in vivo de la densidad poblacional de bacterias lacticas

A los animales de experimentacion se les distribuyé individualmente en jaulas,

realizandose el siguiente disefio experimental:

Yacon+ BAL 3 ratas
BAL : 3 ratas
Control : 3 ratas
Yacon : 3 ratas
A cada uno de los animales de experimentacion, se administré

interaperitonealmente el probidtico diariamente. Para el tratamiento de yacon
mas BAL, se administré en proporcion 1:1 de bacterias lacticas y jugo de yacon
respectivamente, para el tratamiento de BAL y yacon 2 mL de bacterias
lacticas y de jugo de yacon respectivamente.

A los 21 dias se sacrific al animal de experimentacion extrayendo el intestino
delgado, se lavd con agua peptonada al 1% y se diluyo hasta 10?° para luego
sembrar por incorporacion en Agar Lactobacilli e incubar a 37°C por 24 horas y

realizar el recuento en placa estandar (Montoya, 2008).
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3.5. Diseiio experimental
Para la investigacion se empled tratamientos con jugo de yacén y bacterias
lacticas, realizandose tres repeticiones para cada tratamiento.

El disefio experimental constituido por:

Tratamiento 1 3 ratas (yacon + BAL)
Tratamiento 2 3ratas (BAL)
Tratamiento 3 3 ratas (yacon)
Tratamiento 4 . 3ratas (control)

3.6. Analisis Estadistico
Se realizé la prueba de ANOVA (Analisis de varianza) con un nivel de confianza
de 95% la cual diferencié de densidades poblacionales de BAL en el intestino de

ratas para ello se empled el software estadistico SPSS 15.
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IV. RESULTADOS



Tabla N° 01. Especies de bacterias lacticas encontradas en chicha de molle,
Ayacucho-2009.

Especies N° %
Lactobacillus plantarum 40 73
Lactobacillus maltaromicus 6 11
Leuconostoc mesenteroides 9 16
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Tabla N° 02.A. Diametro de halos de inhibicion de bacterias lacticas

aisladas de chicha de molle, Ayacucho-2009. -

Cepas Especie Escherichia | Staphylococcus |  Candida Salmonella
coli aureus albicans typhimurium
DMR = 14mm DMR =15mm DMR=14mm DMR=15mm
BL-1 Lac.platarum 17 17 17 16
BL-2 Lac platarum 15 14 14 15
BL-3 Lacplatarum | ..., 12 14 13
BL-4 Lac.platarum 14 13 | L 13.3
BL-5 | Lac. maltaromicus 14.7 13 13 12
BL-6 Lac.platarum 126 | ... 13 12
BL-7 Lac.platarum 133 | ... 12.6 11.7
BL-8 Lauc. mesenteroldes 13 12 14 | ...
BL-9 Lac.platarum 13 1 14 12
BL-10 Lacplatarum 14.7 13.3 13.3 12.6
BL-11 Lac.platarum 14 15 14 15
- BL-12 Leuc. mesenteroldes 13 12 12 | ..
BL-13 Leuc. mesanteroldes 13 13 | ... 12
BL-14 Lac.platarum 14 13 14 | 12
BL-15 Lac.platarum 14 15 14 15
BL-16 | Lacplatarum 13 13 15.3 12
BL-17 Lac. maltaromicus 14 12.6 13.3 12.6
BL-18 Lac. maltaromicus 13.3 13.3 14 14
BL-19 Lac.platarum 133 | ... 12.6 11.7
BL-20 Lac.platarum 13 | 13 12.6
BL-21 Lac.platarum 14 15 14 15
BL-22 Lac platarum 13 | 14 | .
BL-23 Lac platarum 126 | ... 13 12.6
BL-24 Lac.platarum 14 15 14 15
BL-25 Lac.platarum 14 15 14 15
BL-26 Lac. maltaromicus 17 18 16 16

DMR= Diametro minimo resistente
BAL= Bacteria acido lactica
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Tabla N° 02.B. Diametro de halos de inhibicion de bacterias lacticas

aisladas de chicha de molle, Ayacucho-2009.

Covas | Espocie | SoChe | Sstyiocus| Co | ot
DMR= 14mm DMR =15mm DMR = 14mm DMR=15mm

BL-27 | Lac.platarum 15 17 17 17
BL-28 |Lac.platarum 13 2 | . 13
BL-29 | Lacplatarum 14 15 14.7 15
BL-30 | Leuc. mesenteroides 12 12 13 7
BL-31 | Leuc. mesenteroides 13 13 14 12
BL-32 |Lacplatarum = | e 12 14 12
BL-33 | Lauc. mesenteroides 13 0 . 14 | ...
BL-34 | Leuc. mesentaroidas 14 12 13 14
BL-35 |Llacplatarum 13 12 133 12
BL-36 | Lac.platarum 147 | . 1
BL-37 | Lacplatarum 13.3 12,6 13 13
BL-38 |Lacplatarum = | e | 12.6 13
BL-39 |Lacplatarum 14 14 14 12
BL-40 | Lauc. mesenteroidas 13 13 | 13
BL-41 | Leuc. mesenteroides 14 12 14 14
BL-42 | Lacplatarum 7 14 |
BL-43 | Lacplatarum 14 12 13 12
BL-44 |Lacplataum = | ... 12.6 14 12.6
BL-45 | Lac.platarum 133 13 14.7 12.6
BL-46 | Lac.platarum 13 13 14 12
BL-47 | Lac.platarum 13 12 14 12
BL-48 |Lacplatanm = | ... 12 12 ] e
BL-49 | Lac.platarum 14 12 14 12
BL-50 | Lac. maltaromicus 15 15 14 15
BL-51 |Lacplatarum = | e | 13.3 14
BL-52 | Lacplatarum 13 14 ] 12
BL-53 | Lac. maltaromicus 16.3 17 17 16
BL-54 | Lac.platarum 14 15 14 15
BL-85 | Lacplatarum 14 15 14 15

DMR= Diametro minimo resistente
BAL= Bacteria acido lactica

26




L7

"600Z-oydnoeAy
‘seuefiojed sedes e 8juel) sedop| selejoRq Jod sepjonpoid UQdIqIYU) B SO[BY 6P UPIJBULIOS B] 8P UQIOBNIBAT 110 N BInBi4

SNIUQIRIBW SNJJII8QOIW TS 0§°0Z-18 ‘WNIRIUEId §nj12BQORET=ES'¥S'62'L2'02'GZ V2 LZ'S)' 11 2 1=T8 UQBIYIPOD B

SEJ)308| $BjI03Oeg

5718 #5718 €918 0819 6218 L2188 9218 9218 #2218 4Z1E @18 U-g [441:}

i g N mr H A 0
TETH TN IR TN TR TH T IO
f : H ! i ! . _
| 0 ! K3
, i ] i
| | | | . v
_ m ; _ 7 B X
1 | m E
1 ' |
3 AN || n AR 7
(s jumyanuiy dA3 Bjjeuoues ; & || ” _ )
(unw)suB0|q/@ @PIPUBD O m ! | | | . B m
(uaw)sne.ne §n2209044deis O - “ _ | , ‘ !
(uu)yj00 BlyO8Y2ST O | m _,v , He ra B
L | i , -
R gLl )
P F , ] s " m
L . . u -~
-8
1

- 02




Tabla N° 03.A. Crecimiento de bacterias lacticas en condiciones

gastrointestinales, Ayacucho-2009.

Tolerancia gastrointestinal

CEPAS Especie pH Bilis(% p/v) Jugo Tolerancia
111.5]2]0.05|0.1{0.15]0.3 | gastrico
BLA1 Lacplatarum NI NVIN] NN VN v | S
BL-2 | Lacplatarum NIV NN NN V Sl
BL-3 | Lacplatarum NNV N[N V|V v SI
BL-4 Lac.platarum Xi X |X YRR X N NO
BL-5 Lac. maltaromicus x| x V| V[ ~V] N |V vV NO
BL-6 Lac.platarum ‘/ ‘/ ‘/ v vV \/ ‘/ \/ SI
BL-7 | Lacplatarum VIV NN VA v Si
BL-8 Lauc. mesenteroidas | V| Y |[V| ¥ | N | v | vV Sl
BL-9 Lacplatarum x| x [V ¥ [ V] V|V v NO
BL-10 | Lacplatarum Vx|V V[V NN AN NO
BL-11 Lac.platarum \/ ‘/ ‘/ ‘/ ‘I ‘/ ‘/ ‘J Si
BL-12 | Leuc. mesentaroides |N| N |[V| ¥ | N | ¥ |V v SI
BL-13 | Lauc. mesenteroidas | X| X | X VAR EEVR Y X 2\ NO
BL-14 Lac.platarum X ‘/ X X [ X X | X V NO
BL-15 | Lac.platarum NV NN VY ‘/ Sl
BL-16 | Lacplatarum x| x|x| Y| V| N [~N] A NO
BL-17 | Lac. maitaromicus VNN NN N V NO
BL-18 |Lac mallaromicus | %| % |x| ¥ [ V| ¥ | ¥ V NO
BL-19 | Lac.platarum x| VIV N | V| V|V v NO
BL-20 | Lacpratarum x| VIV N[N V| v NO
BL-21 Lac.platarum ‘/ ‘/ ‘/ ‘l ‘/ \l ‘l ‘l Sl
BL-22 Lac.platarum X! X \/ \/ \] \/ \/ X NO
BL-23 | Lacplatarum VNN V[N VA v Sl
BL-24 | Lacplatarum VI VIV N[N N v Sl
BL-25 Lac.platarum NV NN VA v Si
BL-26 | Lac. maltaromicus VNIV N[N N V Sl

BAL= Bacteria acido lactica
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Tabla N° 03.B. Crecimiento de bacterias lacticas en condiciones

gastrointestinales, Ayacucho-2009.

Tolerancia gastrointestinal

CEPAS Especie pH Bilis(% p/v) Jugo Tolerancia
1{1.5]|2{005]010.15|0.3 | gastrico
BL-27 | Lac.piatarum VIV N[V NN V Sl
BL-28 | Lac.platarum MR AR AR v Si
BL-29 | Lacplatarum VNN N[N NN ‘/ Si
BL-30 | reuc. mesenterides | %X| % [N| ¥ | V| v | vV NO
BL-31 | Leuc. mesenteroides | X| X VvV [N VA X NO
BL-32 | Lacplatarum x| x |NI v | V]| V|V v NO
BL-33 | Leuc mesenterides |N| Y |N| ¥ | N | ¥ | ¥ X NO
BL-34 | Leuc. mesenterides |N| Y |[V| ¥ [ V| ¥ |V X NO
BL-35 | Lacplatarum X X [ X% V|V A X v NO
BL-36 | Lac.platarum VI VN VA x | v X NO
BL-37 | Lacplatarum x| xix| V| V] NN ) NO
BL-38 | Lacplatarum X VIV vV N N NO
BL-39 | Lacplatarum X| X | X% ViV VA X NO
BL-40 | Leuc. mesenteroides | X| X | X N VYA v NO
BL-41 | Leuc. mesentervides || X | V| x | Y| x | ¥ X NO
BL-42 | Lacplatarum x| VIV x | V] x| x X NO
BL-43 | Lacplatarum x| x [V N | N AW \/ NO
BL-44 | Lacplatarum VNV NN VY \I S|
BL-45 | Lacplatarum VRN EE AR v NO
BL-46 | Lacplatarum x| x [x| V| V| ¥ |~ v NO
BL-47 | Lacpiatarum Vi x [V V| V| x| X, NO
BL-48 | Lacplatarum VR AN IR ER AR AR V Sl
BL-49 | Lacplatarum N V[V NN N A \ NO
BL-50 | Lac. mattaromicus N VIN] VN NN ‘f Sl
BL-51 | Lacplatarum X X S IRV VA VA B v NO
BL-52 | Lacplatarum V| W X ViV X v NO
BL-53 | Lac. mattaromicus VI VIV NNV VA V Sl
BL-54 | Lacplatarum VIVIV] NNV VA v S
BL-55 | Lacplalarum N VIV NN NN V Si

BAL= Bacteria acido lactica
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N de BAL en el intetine UFC/mL
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Grupo de estudio

La codificacion Bl.-1=Lactobacillus plantarum, BL-26 =Lactobacillus maltaromicus, BL-27 =Lactobacillus plantarum
y BL-53 = Lactobacillus maltaromicus

Figura N° 02: Densidad poblacional de bacterias lacticas aisladas de
chicha de molle evaluadas en el intestino de Rattus
norvergicus “rata” a los 21 dias administrado, Ayacucho-
2009.
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Tabla N° 04. Ganancia de pesos promedio de Raftus norvegicus “rata“

sometidas a inoculos de bacterias lacticas aisladas de chicha de molle,

Ayacucho-2009.

Peso

Peso

Ganancia

%

Grupo de estudio inicial (g) | final (g) | de peso gdzn::::f
BL-1 153.8737 |181.5093| 27.6356 8
BL-26 154.2589 [185.0896| 30.8307 10
BL—274 154.5032 [173.4318| 18.9286 6
BL-53 154.0488 |173.9646| 19.9158 6

BL- 1+ Yacén 154.5164 | 197.7945| 43.2781 14
BL- 26 + Yacon 154.125 1200.2252| 46.1002 15
BL-27 + Yacén 163.7394 (198.3146| 44.5752 14
BL-53 + Yacon 154.5761 |203.4336| 48.8575 16

Yacon 153.8562 |169.5877| 15.7315 5
Control 154.1628 |169.6784| 15.5156 5

La cadificacion BL-1=Lactobacillus plantarum, BL-26 =Lactobacillus maltaromicus, BL-27 =Lactobacillus plantarum

y BL-53 = Lactobacillus maltaromicus
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V. DISCUSION

En la investigacion de la capacidad probittica, se identificaron 55 cepas de
bacterias lacticas en base a la produccion de gas, gluconato y fermentacion de
16 carbohidratos, lograndose identificar tres especies: Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus maltaromicus y Leuconostoc mesenteroides, en un porcentaje de
73,11 y 16% respectivamente (tabla N° 01).

Uno de los primeros requisitos para determinar a una cepa probidtica como tal es
de producir sustancias antimicrobianas como el acido lactico, peroxido de
hidrégeno y bacteriocinas; éstos compuestos réducen el nimero de células
patogenas, afectando el metabolismo bacteriano o la produccion de toxinas
(Earns, 2006), en este sentido se llevdé a cabo un estudio con la finalidad de
evidenciar la posible capacidad inhibidora de las cepas aisladas de la chicha de
molle y para’ realizar la seleccion de cepas, se basd, en que las cepas fueran
activas frente a cuatro microorganismos patégenos los cuales deben
evidenciarse mediante la produccién de sustancias inhibitorias. Los resultados
de este estudio se visualizan en la tabla N° 02.A y tabla N° 02.B, en el que se
observa a las cepas BAL frente a dos bacterias Gram negativas Escherichia coli,
y Salmonella typhimurium, a una Gram positiva Staphyfococcus aureus y a una
levadura Candida albicans, resultando de ello que las 55 cepas producen

sustancias inhibitorias frente a microorganismos patogenos, siendo el diametro



minimo resistente 14 mm, 15 mm, 16 mm y 14 mm respectivamente,
observandose que 14 cepas producen halos de inhibicion frente a las cuatro
cepas patogenas (figura N° 01), deduciendo que estas cepas producen
bacteriocinas de amplio espectro, visualizando que las cepas de Lacfobacillus
plantarum y Lactobacillus maltaromicus presentan mayor capacidad de inhibicién
en comparacién con las cepas de Leuconostoc mesenteroides, este resultado es
similar a lo reportado por Garcia Godos (2008) en su investigacién de la
capacidad antagonica de bacterias lacticas aisladas de chicha de molle frente a
Escherichia coli, Staphylococus aureus y Candida albicans, siendo las especies
de Lactobacillus plantarum con mayor capacidad antagénica en comparacién a
Leuconostoc mesenteroides.

Entre las especies de Lactobacillus que desempefan un papel fundamental en el
tracto digestivo podemos citar a Lactobacillus plantarum las cuales mencionan
Berngmarl (2004) en su investigacioén de la actividad inhibitoria de los mismos
frente a cepas de Enterobacteriaceae y Staphylococcus aureus demuestra que
Lactobacillus plantarum producen un sistema inhibitorio y accion antagonista
contra los microo‘rganismos patégenos antes mencionados, estos resultados
coinciden con la produccion de bacteriocinas producidas por las cepas BAL
aisladas de chicha de molle (figura N°01).

Un requisito importante para determinar la utilizacion de los Lactobacillus como
probiético, es que las cepas sean capaces de adherirse a las células intestinales
ya que constituye un pre-requisito para la colonizacién, dichos Lactobacillus
deben soportar las barreras potenciales tales como pH del estémago, presencia
de bilis y las interacciones con otros microorganismos presentes en el tracto
gastrointestinal por tanto se requieren cepas acido-tolerantes asi como

tolerantes a jugos gastricos y fluidos duodenales (Fernandez, 2006).
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Asi para evaluar la capacidad probidtica in vitro se realizaron pruebas de
tolerancia gastrointestinal en la cual se evalud el crecimiento de BAL a diferentes
concentraciones de pH, concentraciones de bilis y jugo gastrico artificial,
experimentadas a las 55 cepas. En la tabla N° 03.A y tabla N° 03.B, se observa
la capacidad de tolerar estas condiciones, para ello las bacterias lacticas
requieren complejos de proteinas y carbohidratos para adherirse a las células
intestinales. Para algunas cepas, un material tipo polisacarido que facilita la
unidn, mientras que ofras cepas involucran complejos de lipidos y proteinas en
este mecanismo (Henriksson, 2005 y Saviano, 2006)

Fujisawa et al., (2008), indicaron que a partir de los estudios realizados de las
cepas de Lactobacillus provocan un adecuado efecto probiético en el intestino
humano dado que son capaces de resistir a estas condiciones. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en el estudio resultando de ello que 25 cepas
aisladas de chicha de molle tienen capacidad de tolerar condiciones
gastrointestinal in vitro.

En base a ello se seleccion6 cuatro cepas BAL con mayor diametro de inhibicién
frente a microorganismos patogenos y tolerantes a condiciones
gastrointestinales, siendo las seleccionadas BL-1 de la especie Lactobacillus
plantarum, BL-26 de la especie Lactobacillus maltaromicus, BL-27 Lactobacillus
plantarum y BL-53 de la especie Lactobacillus maltaromicus a las cuales se
evaluaron la capacidad probiética in vivo.

Para la evaluacién in vivo de la capacidad probiética de cepas se administrd
bacterias lacticas a 30 animales de experimentacion (Rattus norvergicus) del
cual podemos destacar que no se observaron efectos negativos ni en el
comportamiento ni en el bienestar de las 30 ratas hembras a lo largo de todo el
estudio realizado. Asi para la administracion de estas cepas se inoculd 10"

UFC/mL, resultados que se muestra en la tabla N° 11.
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En la tabla N° 04 observamos los resultados de la aplicacion de los tratamientos
en cuanto a la ganancia de peso de ratas, encontrandose que las ratas que
recibieron bacterias lacticas mas jugo de yacén obtuvieron 46 gr de ganancia de
peso miehtras que en la ingesta de BAL se obtuvo 24 gr y 16 gr de ganancia de
peso en el grupo control y extracto de yacon, de ello deducimos que las ratas
gue recibieron bacterias lacticas mas jugo de yacén lograron mayores ganancias
en peso a comparaciéon con los que no recibieron el tratamiento, debido a la
mayor asimilacion de nutrientes y ausencia de enfermedades e infecciones
gastricas durante el tiempo de estudio. El mayor incremento de peso puede ser
atribuido a un mejor estado fisico en las ratas, como lo reporta Fox (2007) en su
investigacion sobre el efecto de bacterias probidticas en animales de
experimentacion en el cual establecid, que la ganancia diaria de peso en
animales influyen factores como la ingesta de bacterias probiéticas, estimulando
su resistepcia a microorganismos patégenos asi como activando su respuesta
inmune.

En el tabla N° 03 (Anexo N° 6), se reporta la carga microbiana de bacterias
lacticas halladas en los intestinos dé los animales de experimentacion que son
muy variables, en el cual se pone evidencia que las bacterias lacticas son
capaces de adherirse al intestino, existiendo mayor numero de carga microbiana
en los tratamientos de las cuatro cepas mas la utilizacién del yacon, esto debido
a la presencia del prebidtico el cual cumple el papel de nutriente para los
probidticos, en base a las cuatro cepas experimentales no existe diferencia en la
carga microbiana obtuviéndose una carga microbiana de 25x10%* UFC/mL en el
grupo de estudio con BAL mas yacon, mientras que en el tratamiento con BAL
60x10"° UFC/mL, de ello podemos mencionar que las cuatro cepas probidticas

tienen la misma capacidad de adherencia al intestino, en cambio en el grupo de
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estudio en los cuales se experimentd independientemente con el yacon y el
grupo control reportan una carga de 50x10" UFC/mL, en base a ello se observa
un incremento dé 10 x10° UFC/mL de BAL con respecto a la utilizacién de BAL
y 25 x 10" UFC/mL con BAL mas yacon (grafico N° 02). Siendo el yacén,
condicionante para una mayor densidad poblacional de las cepas lacticas,
debido a la presencia de fructooligosacaridos como fuente de carbono
estimulando selectivamente al crecimiento de microorganismos probidticos como
reporta Fiores en el 2008 en su investigacion capacidad prebiética de Smallantus
sonchifolia en Rattus norvergicus, menciona que los prebidticos como el yacén
contienen fructooligosacaridos que estimulan el crecimiento de nL'Jrﬁero de UFC
de Lactobacillus. En consecuencia podemos indicar que administrar una mezcla
de una cepa BAL con el jugo de yacdén administrado en proporcion 1:1
determinar un grado de adhesion notable y que facilita el desplazamiento de

bacterias lacticas en el tracto digestivo de los individuos en experimentacion.

CHaAD Qegidant oo o
CDISTOR:: OF HUAMAROA
OIRLIOQTESN
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VI. CONCLUSIONES

o Se identificaron 55 cepas nativas de bacterias lacticas de chicha de molle
procedentes de las provincia de Huanta y Huamanga pertenecientes a las
especies: Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides y
Lactobacillus maltaromicus.

o 14 cepas BAL produjeron sustancias inhibitorias de amplio espectro frente a
microorganismos patégenos {Escherichia cofi, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus y Candida albicans) y 25 cepas BAL resistentes a
condiciones gastrointestinales.

o Se evaluaron en el intestino de ratas el crecimiento de BAL, reportando a los
21 dias una densidad pobtacional de 60x10'" UFC/mL en el grupo de estudio
de bacterias l4cticas y 25x10”* UFC/mL en el tratamiento con bacterias
lacticas mas jugo de yacén; mientras con el grupo de yacén y control 50x10"

UFC/mL de BAL.



VIl. RECOMENDACIONES

Difundir el consumo de bebidas tradicionales como la “chicha de molle”

debido a que tiene capacidad probiotica.

Aislar microorganismos patogenos que causen enfermedades
gastrointestinales como Helicobacter pylori entre otros y realizar ensayos in

vitro de capacidad probidtica.

implementar y equipar laboratorios de biologia molecular para fa
identificacion genotipica de las cepas de bacterias Iacticas aisladas de

chicha de molle e impulsar la formulacion de una bebida prebittica.

Continuar con los trabajos de investigacion relacionados a bebidas
tradicionales de nuestra region para determinar la capacidad probibtica y/o

prebidtica mediante pruebas in vitro e in vivo.
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ANEXOS



Anexo N° 01.
Tabla N° 04. Lugares de procedencia de chichas de molle, Ayacucho-2009.

N° Procedencia
BL-1 Agallas de oro
BL-2 Av. Amancaes
gti , _ | Condoray
BL-5 Chaqo
g:::g Evitamiento
BL-8 Enace
l;aLL-_fO . Huascaura
BL-11 Huanta
BL-12 Jr. Pizarro
BL-13 Jr. Cusco
BL-14 . Luricocha
BL-15 Los olivos
BL-16 Muyurina
BLA7 y
BL-18 Nazarenas
BL-19
=
BL-22 :
BL-23 Ocopa (pacaycasa)
BL-27
BL-28
BL-29
BL-30 Pacaycasa
BL-31
BL-32
BL-33

‘ BL-34
gt_gg Prolongacion Cusco
g:::g; Santa Elena
BL-39
BL-40
BL-41 Santa Barbara
BL-42
BL-43
BL-44 San Sebastian
BL-45 Secclla
BL-46
BL-47 San Juan Bautista
BL-48
BL-49 San Luis
BL-50
BL-51 ) Tambillo
BL-52
BL-53
BL-54 Vilta San Cristébal
BL-55 '

BL=Bacteria acido lactica
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Anexo N° 02,
Tabla N° 02. Caracteristicas microscopicas de bactérias lacticas nativas

aisladas de chichas de molle, Ayacucho-2009.

Cepas Gram Caracteristicas
BL-1 + Cocobacilos solos y en cadena corta
BL-2 + Cocobacilos solos y en cadena corta
BL-3 + Bacilos solos y en cadena
BL4 + Bacilos solos y en cadena
BL-5 +. Cocobacilos solos y en cadena corta-
BL-6 + Bacilos solos y en cadena
BL-7 + Bacilos en cadena
BL-8 + Cocos en pareja y cadena corta
BL-9 + Cocobacilos en cadena y cocos solos
BL-10 + Cocobacilos en cadena y bacilos solos
BL-11 + Bacilos solos y en cadena
BL-12 + Cocos en pareja y cadena corta
BL-13 + Cocos solos
BL-14 + Cocobacilos solos y en cadena corta
BL-15 + Cocobacilos en pareja
BL-16 + Bacilos en cadena
BL-17 + Bacilos solos y en cadena
BL-18 + Bacillos en cadena
BL-19 + Bacilos solos y en cadena
BL-20 + Cocobacilos solos y en cadena corta
BL-21 + Cocobacilos en cadena corta
BL-22 + Cocobacilos en pareja
BL-23 + Cocobacilos solos y en cadena corta

BL-24 + Bacilos solos y en cadena
BL-25 + Bacilos solos y en cadena
BL-26 + Bacilos solos y en cadena

BL-27 + Bacilos solos y en cadena
BL-28 + Cocobacilos en cadena
BL-29 + Bacilos solos y en cadena
BL-30 + Cocos solos
BL-31 + Cocos solos y cadena corta
BL-32 + Cocobacilos en cadena corta
BL-33 + Cocos solos
BL-34 + Cocos solos
BL-35 + Cocos solos

BL-36 + Cocos en pareja y cadena corta
BL-37 + Bacilos solos y en cadena
BL-38 + Bacilos en cadena
BL-39 + Cocobacilos solos y en cadena corta
BL-40 + Cocos solos
BL-41 + Cocos en pareja y cadena corta
BL-42 + Cocobacilos en cadena corta
BL43 + Cocobacilos en cadena corta

BL-44 + Bacilos solos y en cadena

BL-45 + Bacilos en cadena y solos
BL-46 + Bacilos solos y en cadena
BL-47 + Cocobacilos solos y en cadena corta
BL-48 + Cocobacilos en cadena corta
BL-49 + Bacilos en cadena
BL-50 + Cocobacilos solos y en cadena corta
BL-51 + Bacilos solos y en cadena
BL-52 + Bacilos solos y en cadena
BL-53 + Cocobacilos en cadena
BL-54 +. Cocobacilos solos y en cadena corta
BL-55 + Cocobacilos solos y en cadena corta

BL=Bacteria 4cido lactica
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Anexo N° 04

Tabla N° 08. Analisis de varianza para diametro de halos de inhibicién de las

bacterias lacticas aisladas de chicha de molle, comparando cuatro cepas

patégenas, Ayacucho-2009.

Suma de
. cuadrados gl Media cuadrética F Sig.

Antagonismos con Inter-grupos
Escherichia coli (mm) 3038,267 54 56,264 | 618,906 ,000

Intra-grupos 10,000 | 110 ,091

Total 3048,267 164 '
Antagonismos con Inter-grupos . 250291
Staphylococus aureus 4914 812 b4 91,015 * 4 ,000
(mm)

Intra-grupos 4,000 110 036

Total 4918,812 164
Antagonismos con Inter-grupos
Candida albicans (mm) 2586,279 54 47,894 | 718,411 000

- Intra-grupos 7,333 110. 067

Total 2593612 164
Antagonismos con Inter-grupos ;
Salmonella typhimurium 3647,067 54 67,538 | 928,651 ,000
(mm)

Intra-grupos 8,000 110 } 073

Total 3655,067 164

Tabla N° 09. Analisis de varianza y comparacién de medias mediante Tukey

para la densidad de bacterias lacticas in vivo aisladas de chicha de molie
evaluadas en el intestino de Rattus novergicus “rata” a los 21 dias de

administrado, Ayacucho-2009.

N° bacterias lacticas en intestino (UFC/mL)

Suma de Media.

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos | 5,814E+051 9| 6459E+050 | 9689,193 000
Intra-grupos | 1,333E+048 20 | 6,667E+046
Total 5,815E+051 29
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Tabla N° 10. Andlisis de varianza y comparacion de medias mediante Tukey

para la ganancia de peso de Rattus novergicus” Ayacucho-2009.

Diferencia peso ratas (gr)

Suma de Media .
cuadrados Gl cuadratica F -_Sig.
Inter-grupos 5191,786 9 576,865 14,286 ,000
Intra-grupos 807,593 20 40,380
Total 5999,379 29
Diferencia peso ratas (gr)
HSD de Tukey
Subconjunto para alfa = .05
TRATAMIENTOS N 2 3 1

Control 3 15,615667

Yacon 3 15,731533

Cepa 3 3 18,928533

Cepa4 3 19,920833

Cepa 2 3 20,830733 ,

Cepa 1 3 27,635567 | 27,635567
Cepa 1 + yacon 3 - | 43278067 | 43,278067
Cepa 3 + yacon 3 44575200 | 44575200
Cepa2 + yacon 3 46,100267
Cepa 4 + yacon 3 48857467

Sig. *,409 ,086 982

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

Anexo N° 05

Tabla N°® 11. Estandarizacion de lavcarga microbiana de bacterias lacticas,
Ayacucho-2009.

Carga microbiana
Cepas (UFC Tonl de in6culo)
Salmonella typhimurium 10™
Escherichia coli 10"
Bacterias Staphyllococus aureus 10™
Bacteria lactica aislada 10"
Levadura Candida albicans 10"
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AnexoN° 06
Tabla N° 03. Densidad poblacional de bacterias lacticas aisladas de chicha de
molle evaluadas en el infestino de Ratus norvergicus “rata” a los 21 dias de
administrado, Ayacucho-2009.

Grupo de estudio | UFC/mL
BL-1 | 60x 1015
BL-26  50x 10+
BL-27 ; 60x 1019
BL-53 70x 10"
BL-1+ Yacon 20 10°*
BL-26+ Yacon , 30 x 10*
BL-27 + Yacon 20 x 10**
BL-53+ Yacon 30 x 1074
Yacén ‘ 50 x 10
Control : 50 x 10"

La codificacion Bl -1=Lactobacillus plantanum, Bl -26 =l.actobacillus maltaromicus, BL-27 =l actobacillus plantarum
y BL-53 = Lactobacilus maltaromicus

AnexoN°07

0 Garancia

70 e pow
=
L ®
8-
°
T T T T T T 1
E

T ¥
=t e WS MepYam  H.iede BLOMack WSk Yack Comrat

Ganancia de peso

Grupo de estudio

La codificacion BL-1=Lactobacillus plantarum, BL-26 =l.actobacitius maltaromicus, BL-27 =Lactobacillus plantarum
y BL-53 = Lactobacillus mafltaromicus

Grafico N° 03: Ganancia de peso de Ratlus novergicus “rata” sometidas a
cuatro cepas de bacterias licticas aisladas de chicha de molle, Ayacucho-2009.

52



LS

‘cjuanocal souajsod ns eled fjioeqoloe| Jebe ua
sopeiquias ezjjeal as A epeuojdad enbe uoo gieae| as
‘opeBjep oulisajul {9 pIALIIXS 9S [BLIUE |B BIBOYLIOES
S SBIP Lz SO 8p 0geD |e sjuswiesuoliadenu; epigag
B| BIBAISIUILNS S9| 3S S3|END SO| B SBjR) U0d soAesua
ugiezijeal as oAA Ul 0ongiqosd ojusiwenodwos |9 eied
© -seopoigosd sepepioeded

uod sedad ugieucOIpe as ajuswuoualsod A ugoek

~(Z00¢2 ‘ueiljag) "SOUOIDOBYUI SB| B BIOUS)S|SA)
e| ejuswne A ooiffiojounwul ewalsis & ueuajod
‘uonsalip BUSNG BUN UBDSIOAR] ‘|BUIISBIU BIONOIOIU
ap eoysuaq uopejqod e| opuejuswne ‘souaboled
10d sopionpoid sajeunssu sewsiqoid Jseuopnjos
B euepnie J|ow sp BYOIYD B] BIBUBW BIJS3 3Qg

Bies, snobaniou
smey us ajjow 3sp
BUOIYD B| 8p sepejsie
Sesioe| seusjoeq
ap oA Ul esnoiqoud

opuesn eongiqoid epigaq e| Je10qe|d e esapasoid ag : (1002 ‘efuo]) pepioeded e| JenjeA3 ‘¢
‘seioy pz 1od N,/¢ e Jeqnoul @ g | Sopejusuus) sosjog) sopnpord Jod  opnudw e
UOD SOIPUID J8J0j00 OPEJ0GEIES Un ap epnhe g uon | uebanua es A (euysajulonsed ojesede |ap eloyoionu "sjjow 8p
‘edad B] 9p UOKBAIIOESI B] B O3uBynulS ojuaiuipacoid | 19p ouquinba @ serolew uapend oagssbip ewslsis BYSIYD Bf 3p sepeisie
‘seioy g Jod D,/¢ B JEQNOUl & BPESE BUN JBIqWAS | 19 UD SEPINpONUl SBOROE seusioeq SeT feunsaul | Seonop] seuspeq sej
PNEINOGES OpP{ED Us SUedIgie epipues K oAluINy opjeo | OUEBIQOISIW Boueleq ns cpuelofow oiapadsoy (@ ud ap agmn u eoyoiqosd
us agowsud elaiSqapy ‘snamne snoooaojAyde]s oo | SOSOIOYBUSq SOJ09je BuUdll  ‘OiUSWIER OAlysodsip eongiqosd pepoeded | Jenjeay -z
elyousyos3 ‘owoo seuaboled sedan se| ugieAoras | OWOD  BAHS 8nb  ouelqosoil  ousweldns  un pepioeden eanoiqoid
8s jeno esed sowsiuobejue sp eqanid un eiezyeas 3¢ | OWOD BPIUYAP $8 anb  odnoiqosd  ojusiwenodwos ‘ajusipuadap pepioeded ‘sjjowr  3p
‘SOJRIPIYOQIED SOJUDIaYP-B BARJUSULS) pepoedes | USUSY anb seouop| SEUSJOBQ OWOD SOSOIYBUS] a|qeleA euang | BYOIYS B| Sp sepe|sie
B} owod jse ojeueonB A seb op uowonpoid ‘esejejes | SOWSIUBBIOOIOIL  UBUSUOD  SBIBUCIDUNS SEPILOD eun- ueyjuasaid | SEOIOE seuajpeq ednoiqoud
owos seounbolq seqemid A Weso ugpeloed | O SOJUSWIE OWOD SEPEISPISUCS Jas  ueupod oyonoeky ap | 9p ugioesyUap! pepioeded
opuezijeal {e] OWod SEO|OE] SBUSoeq S| ueledyljuspl | Sliow Sp BYDIYD B] OWod SopejuauLs) sojuswie soT ojusweuedap | 9 ojusiwelsty "} | ueseyusssud
ag ‘souedsd iezyeas oban| ns eled joeqO)OE) {8p sjjow $021d103d483 sjjow
op{ed us ousuuoanbluua Jod ojuslweisie |8 elezieal (2261 ‘ZoAeyD) SSpEPIULIBIUS ap eydys e| 9p SOAIL3rgo ap
as owsiw ISy ‘sejoy vz 1od D,/¢ B uppeqnout | sp ofsesu (@ usonpal O pnEs B| US O0SOYaUBY seoioe] | sepejsie seoioe| BUOIYD | ap
8 1poeqojor] jebe ua 0alNIp OJuSIUEB|SIE BIEZIESS 8S | O9je un uaielfe ‘Boiseq BAINU uopuny esed seuspeg | seuapeq sey afow sepe|sie
‘seanoe| seualoeq ap sedso ap UQIDEJYNUSP! B Bied | 1SadaU anb sopnususe ssiusipaibul sof aAndul :ajuatpuadapul ap eyolyo B sp sepejsie mmo;o.m.
‘oyonoeAy ap ojusweuedaq |9p ejuen A efueweny | sajeuoidun) SOJUSLWIHE 9p 0JdBJUCD |9 ISY "SOAaNU a|qenen Seanor] seuspeq 7
ap sepepwnwod A sepuinoid se| ua elezieas | sosaooid Jeiopdxs eYS303U 9S Ojue) Jod euejuswje Se| ap eanoiqoid Seuspeq
as 031JSONLW 3ISS jEUBSONE BJIOUBW 9P 3|[OW 3p BYOIYD | Buisnpur e ua aepodw (aded un  usua)y pepiedes e JeneAl se?
ueloge|® spuop sasebni ap saUBUSACIA SBIISBNW | SB[BUOIOUN) SOJUBWIE SO| ‘ugioBjUaWIE Bf A pnies ap AVHINGD CALLIrE0
ugiesn as ugpebisaaul B)s8 ap OjjouESIp |9 BiBd | SOUNSE 3140S jeipunwt ugioednooaid sjusioal B 104
eibojopojapy : 031103} 02JeN sa|qeliep S1S9)odIH soAnaiqo | ewajqoid

60 oN oxauy

ooselien zanbupoy euiueyr ‘yseg HOLNY
lezeoly SOpog) BjoIeS) eined B :vHOSISY
600Z-0yonoeAy ‘sjjow ap eYyoIYO B| ap SEpejiISE Sedijoe| seualoeq ap eanoiqold pepioedes) (YINTL
VION3ILSISNOD 3d ZIM1VIN ‘




ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS R. D. N° 210-2011-FCB-D
Bach. Jhanina Rodriguez Carrasco

En la cuidad de Ayacucho, siendo las cuatro de la tarde del dia doce de agosto
del dos mil once, en el Auditérium de la Facultad de Ciencias Biologicas,
reunidos para asistir al acto de sustentacién de tesis, bajo la Presidencia del Dr.
Victor H. Alegria Valeriano en su condicion de Decano de la Facultad de
Ciencias Biolégicas, como Secretario Docente Mg. Aurelio Carrasco Venegas y
con la asistencia de los miembros del jurado calificador el Mg. Victor L. Cardenas
Loépez, Blga. Sonia H. Palomino Felices, Mg. Aurelio Carrasco Venegas
(miembros) y Mg. Paula Garcia Godos Alcazar (Asesora) para administrar la
sustentacion de tesis: Capacidad probidtica de bacterias lacticas aisladas de
chicha de molle, Ayacucho-2009, presentado por la Bach. Jhanina Rodriguez
Carrasco, quién pretende optar el Titulo profesional de Bibloga con mencién a la
especialidad de Biotecnologia.

El Decano inicia el acto de sustentacién verificando la documentaciéon pertinente
que obra en la mesa, dando la conformidad correspondiente, luego dirigiéndose
a la sustentante da las recomendaciones correspondientes conforme a lo
establecido en el Reglamento General.

La sustentante expone el trabajo de investigacién haciendo uso de medios
audiovisuales en el tiempo correspondiente, luego el Decano inicia la segunda
etapa del acto de sustentacién en la que los miembros del jurado calificador
realizan las observaciones y preguntas que consideren pertinentes para realizar
las calificaciones correspondientes. Culminado esta etapa el Decano solicita a la
sustentante y publico asistente a abandonar €l Auditérium a fin de que el jurado

calificador pueda deliberar y emitir la evaluacién correspondiente, el cual es

como sigue:

JURADO CALIFICADOR EXP. RPTA A PREGUNT. PROM
Mg. Victor L. Cérdenas Lopez 16 16 16
Mg. Aurelio Carrasco Venegas 18 16 17
Mg. Paula Garcia Godos Alcazar 18 17 18
Biga. Sonia H. Palomino Felices 18 18 18

PROMEDIO 17



(Miembro- Asesora)

%@M@ ﬁmqﬂ

Blga. Sonla H/Palommo Felices Mg/ as Lopez
(Miembro) lembm)

Mmreli’?éarrasco Venegas
(Miembré — Sec. Docente)
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