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RESUMEN

El estudio se fundamenta en la evaluacion de la factibilidad del empleo de gelatina como
ingrediente base en la elaboracion de un alimento funcional, la cual fue inoculada con
probidticos constituido por BB-12 (Bifidobacterium.) para valorar su crecimiento y
prebidticos como suplemento de fuentes de carbono con el propoésito de favorecer su
desarrollo y estabilidad en el tiempo. Inicialmente se procedi6 a activar el microorganismo
constituido por una cepa comercial de cultivo puro de BB-12en estado liofilizado,
incubando 1 g. del cultivo en 99 mL. en caldo Man Rogosa y Sharpe (MRS), el cual fue
suplementado con 0,05 % (p/v) de L- Cisteina, como fuente esencial de nitrdgeno para
reducir el potencial de oxido reduccion del medio (condiciones anaerdbicas estrictas que se
requieren). Las unidades experimentales fueron conformadas por 24 muestras de 20 g de
gelatina comercial marca royal sabor a frambuesa, las combinaciones se obtuvieron a traves
de un disefio de mezcla Simplex-Rejilla empleando el software STATGRAPHICS Plus
version 8.0. Los resultados del analisis estadistico efectuado permitieron determinar las
combinaciones éptimas de probidticos en los cuales el BB-12 posee una concentracion
igual o superior a 10°® UFC/g requisito indispensable para que el alimento pueda
considerarse funcional, de esta manera las diluciones 10° y 10’ reflejaron valores entre
1,45x107 a 4,9x10” UFC/ml. . Por (ltimo, se confirmd la presencia de BB-12 en las
colonias obtenidas a través de una tincién de gram, las cuales fueron evidenciadas en
cantidad y forma de manera satisfactoria.

Palabras clave: Alimento funcional, probidticos, prebi6ticos, gelatina y simplex rejilla.

52


mailto:karinaulacio@ucla.edu.ve

. Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”

Decanato de Agronomia. Programa de Ingenieria Agroindustrial
ﬁ Revista ASA ISSN: 2343-6115 Deposito Legal No ppl2013021A4406

STUDY OF THE FEASIBILITY OF ADDING PROBIOTICS AND
PREBIOTICS IN GELATIN FOR THE DEVELOPMENT OF A
FUNCTIONAL FOOD

ABSTRACT

The study is based on the evaluation of the feasibility of using gelatin as a base ingredient
in the manufacture of a functional food, which was inoculated with probiotic constituted by
BB-12 (Bifidobacterium.) to assess growth and prebiotic supplement sources carbon in
order to encourage their development and stability over time. Initially we proceeded to
activate the microorganism comprising a commercial strain of pure culture of BB-12 in
lyophilized state, incubating 1 g. in 99 mL of culture in Man Rogosa and Sharpe broth
(MRS), which was supplemented with 0.05% (w / v) L-Cysteine as an essential source of
nitrogen to reduce the potential for oxide reduction means (strict anaerobic conditions
required ). The experimental units were made up of 24 samples of 20 g. of commercial
brand royal jelly raspberry flavor, combinations were obtained through a mix design using
the Simplex-Grid STATGRAPHICS Plus version 8.0 software. The results of the statistical
analysis made it possible to determine the optimal combinations of probiotic in which the
BB-12 has a less than 106 CFU / g. concentration prerequisite for the functional food to be
considered, so the dilutions 10° and 107 reflected values between 1,45x10’ to 4,9x10’ CFU
/ ml. . Finally, the presence of BB-12 in the colonies obtained through a Gram stain was
confirmed, which was evident on amount and form satisfactorily.

Keywords: Functional food, probiotics, prebiotics, gelatin and simplex grid.
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INTRODUCCION

os alimentos funcionales se

definen como aquellos

alimentos que proporcionan un
efecto beneficioso a la salud superior a
los tradicionales (Aracenta y Gil, 2012).
Dentro de la gama de alimentos
funcionales estan los prebioticos y los
probidticos.  Los  prebidticos  son
ingredientes no digeribles que estimulan
el crecimiento de uno o mas tipos de
bacterias en el colon. Por su parte, los
probidticos son microorganismos Vivos
que al ser agregados como suplemento en
la dieta, favorecen el desarrollo de la flora
microbiana en el intestino (De las
Cagigas y Blanco, 2002). En este sentido,
la investigacion consistié en estudiar el
comportamiento del probidtico
constituido por BB-12 (Bifidobacterium.)
en gelatina enriquecida con prebidticos,
para determinar la factibilidad del
desarrollo de un alimento funcional.
Actualmente en el mercado venezolano
existen alimentos funcionales con BB-12
en su composicion, pero se caracterizan
por ser de origen lacteo, lo que podria ser
una limitante para algunos consumidores
que sufren de intolerancia a la lactosa.

Por esta razdn, la investigacion utiliza
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como alimento base gelatina, la cual
ofrece caracteristicas deseables que
pueden contribuir a la supervivencia y
desarrollo de las BB-12, del mismo modo
no ocasiona alteraciones digestivas
debido a la ausencia de la lactosa, ademas
de ser atractivo por considerarse en el
mercado un postre o una golosina. La
gelatina es un producto muy valorado en
la industria alimentaria, la mayor
propiedad nutritiva se debe a que posee
en su composicién aproximadamente el
90% de proteina en estado puro,
constituida principalmente por colageno,
ademés de tener elevadas propiedades
funcionales debido a su capacidad de
retencion de agua (Edwards, 2002). Por
otra parte, el probiotico que se empleara
en el andlisis esta constituido por un
cultivo puro de Bifidobacterium (BB-12),
las cuales son bacterias benéficas, no
patdgenas. Las BB-12 son habitantes
naturales del tracto gastrointestinal que
representan del 3-10 % en la microflora
del adulto y el 90% en los infantes
alimentados con leche materna. Este
grupo bacteriano tiene un papel vital en el
balance microbiano intestinal y en la
modulacion de la respuesta inmune del

huésped. Los efectos beneficiosos de las
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BB-12 son de relevancia clinica, debido a
que incluyen la  prevencion de
enfermedades diarreicas y la proteccion
de actividades carcinogénicas en el colon,
entre otras (Sanz, 2007). Ante lo
expuesto, se considerd la incorporacion
de probidticos en gelatina, los cuales
estaran  representados  por inulina,
oligofructosa y miel, que se caracterizan
por ser que brindan un efecto beneficioso
para el  organismo  estimulando
selectivamente el crecimiento favorable o
la actividad de un nimero determinado de
bacterias  autdctonas  (Oliveira vy
Gonzélez, 2007). En este sentido, la
investigacion se fundamenta en la
elaboracion y evaluacion de un alimento
funcional novedoso y atractivo al
mercado, con alto valor nutricional que
genere un impacto positivo a la salud de
las personas que lo consuman. Dentro de
las especificaciones del producto a
disefiar se debe contemplar un minimo de
1x10° ufc / g de BB-12 valor critico para
conferirle el cardcter funcional al
alimento (Olagnero et al., 2007). Del
mismo modo, como se ha mencionado
anteriormente, su composicion debe
poseer una combinacién adecuada de

prebidticos que aumente sus propiedades
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benéficas y que podria contribuir a
mantener concentraciones adecuadas de
BB-12. Los productos elaborados con
BB-12 en su formulacién, se consideran
seguros segun su clasificacion
taxondmica, por ello es esencial que sean
correctamente identificados a nivel de
género y especie, por esta razon, se
realizo un analisis cualitativo de las
colonias obtenidas para garantizar que se
trata de microorganismos de grado
alimentario y de esta manera garantizar la

inocuidad del alimento.

MATERIALES Y METODOS

1.-Activacion del microorganismo: Para

realizar la investigacion se empled una
cepa comercial de cultivo puro de BB-12,
en estado liofilizado de la marca CHR
HANSEN. La activacion se realizo
incubando un gramo del cultivo en 99 ml
en caldo Man Rogosa y Sharpe (MRS)
modificado marca MERK  para
rehidratacion, fue suplementado con 0,05
% (p/v) de L- Cisteina, como fuente
esencial de nitrégeno para BB-12 y poder
reducir el potencial de oxido — reduccion
del medio (condiciones anaerdbicas
estrictas que se requieren). De este

procedimiento se generaron
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aproximadamente 4 g de biomasa. De
acuerdo al rendimiento, se prepararon 15
vasos de precipitado adicionando 99 mL
de caldo MRS, para luego adicionar un
gramo de cultivo puro a cada uno (15 g de
cultivo liofilizado de BB-12), para
obtener un total de 60 gr de biomasa de
BB-12. Una vez incubadas las 15
unidades, se almacenaron en una estufa a
37°C durante 24 horas. Transcurrido el
tiempo, las muestras fueron temperadas y
se refrigeraron a 5 °C, para posterior
centrifugacion a 5000 RPM en un lapso
de 15 min, el sedimento obtenido
representd la biomasa de cultivo de BB-
12 utilizada.

2.-_Obtencion del titulo de BB-12: Una

vez obtenida la biomasa se procedié a

realizar las diluciones respectivas y la
siembra en profundidad en agar MRS
para determinar la cantidad de ceélulas
viables. Para garantizar el crecimiento de
BB-12 se suplementé agregando 0,05%
de cisteina y una sobre capa de agar MRS
para mejorar las condiciones anaerdbicas,
luego se incubaron en condiciones de
anaerobiosis a 37°C durante 72 horas,
transcurrido el tiempo se realizo el
recuento de las placas y se cuantifico el

ndmero de células viables.
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3.- Estandarizacién del cultivo: Se realiz6

una curva de crecimiento empleando la
técnica de medicion de densidad celular
utilizando el Spectronic 20, a una
longitud de onda de 600 nm. Para tal fin,
el cultivo fue acondicionado (activado y
rehidratado) en caldo MRS.
Seguidamente este cultivo se incorporo al
5 % (v/iv) en el mismo medio recién
preparado, distribuyéndolo en tubos de
ensayo con tapa de goma e incubado bajo
descritas

las misma  condiciones

anteriormente. Posteriormente se
determind el pH y la absorbancia a
intervalos de 60 min., hasta determinar la
fase estacionaria, es decir, el momento
que la absorbancia se hace constante en el
tiempo.

4.- Preparaciéon de las unidades

experimentales e incubacién del BB-12:

Las unidades experimentales fueron
conformadas por 24 muestras de gelatina
comercial sabor a frambuesa (COVENIN
1992), con peso aproximado de 20 gr., la
unidad, la cantidad de prebioticos
empleados para la preparacion se realizd
de acuerdo a la formulacion planteada en
el cuadro 2, en este sentido el 93% de
gelatina-agua se adiciond para ser

mezclado con los prebidticos
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(oligofructosa, inulina y miel) que
constituyeron el 5% de la formulacion. La
cantidad y las combinaciones estan
definidas de acuerdo a lo establecido en el
disefio experimental mostrado en la tabla
1, dondeX; oligofructosa, X inulina y X3
miel.

Cuadro 1. Matriz de disefio de
mezcla  Simplex-Rejilla  con la
distribucién de prebidticos para la
gelatina funcional.

UE Factores

X1 X2 X3
1 0 100 0
2 100 0 0
3 50 0 50
4 0 0 100
5 50 50 0
6 0 50 50

Cuadro 2. Formulacion para la
elaboracion de gelatina funcional.

Ingrediente  Proporcion

Gelatina 93 %
Prebidtico 5%
(Azlcares)

2%
Probidticos
(Cultivo)

Una vez realizado el disefio de mezclas y

conocida la formulacién para realizar las

Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”

Decanato de Agronomia. Programa de Ingenieria Agroindustrial

Revista ASA ISSN: 2343-6115 Deposito Legal No ppl2013021A4406

muestras se elaboro la gelatina de manera
habitual, segin el  procedimiento
establecido en el empaque. Tomando en
cuenta la formulacion establecida
anteriormente de gelatina, probidticos y
prebioticos, se conformaron 4 grupos de
muestras constituidas por 6 unidades
experimentales descritas en la cuadro 1.
Cada grupo de 6 muestras se evalud en un
periodo de tiempo de 5 dias durante 20
dias de manera consecutiva.

5.- Dilucion y siembra en las capsulas de

petri: En esta etapa se realizo la dilucién

y siembra de cada grupo de muestras en

el intervalo de tiempo descrito

anteriormente para estimar el crecimiento

y estabilidad del probidtico en el tiempo.

Los recuentos fueron tomados a las 48 h

de la incubacion. El procedimiento para el

cumplimiento de esta etapa se realizo
segun lo establecido por la Norma

Venezolana C OVENIN 1989 el cual se

muestra a continuacion:

a. Se tomd el grupo de andlisis que
correspondia a la fecha establecida
(G1, G2, G3 6 G4) que contenian los 6
tubos de ensayo con las diferentes
codificaciones.

b. Se pesaron 10g de muestra de cada

tubo y se adicionaron en un frasco

57



4
> o
i g™

que contenia 90 mL de caldo MRS al
1%.

Se transfirio 1 mL de (b) a un tubo

de ensayo que contenian 10 mL de
caldo MRS (dilucion 171).

Luego se transfirio 1 mL de (c) a un
nuevo tubo de ensayo que contenian
10 mL de caldo MRS (dilucion 10?)
y se repitio el procedimiento hasta
que se generaron las diluciones de
107, 10,

Se mezclé cuidadosamente cada
nueva dilucion, agitando con 25
movimientos de arriba hacia abajo
aproximadamente en 8 segundos.
Una vez culminado el procedimiento,
se coloco 1 mL de las diluciones 10°
y 10® por duplicado en placas de
petri previamente esterilizadas.

Se adicion6 a cada placa de 12 a 15
mL  (aproximadamente) del agar
MRS  previamente fundido vy
temperado a 40 °C. Es importante
destacar que antes de adicionar el
agar a la placa de petri se adiciond
0,05% de cisteina por cada 100 mL
de agar.

Se mezclo el agar, mediante
movimientos de rotacion sobre una

superficie plana.

Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”

Decanato de Agronomia. Programa de Ingenieria Agroindustrial

Revista ASA ISSN: 2343-6115 Deposito Legal No ppl2013021A4406

i. Se dejaron en reposo durante 8 a 10
min, una vez solidificado el agar se
agregd una nueva capa de
aproximadamente 10 mL de agar
MRS para garantizar las condiciones
anaerobias que se requieren.

J. Se incubaron las placas en jarra de
anaerobiosis de forma invertida a
37°C. Para garantizar las condiciones
anaerdbicas se introdujo un sobre de
anaerocultivo marca MERK, al cual
se le adicionaron 35 mL de agua.

6.- Recuento de colonias: Finalizado el

periodo de incubacion transcurridos 3
dias, se estimo el nimero total de BB-12
presentes en la muestra, para ello se
empled el método de recuento estandar
en placas y el método del nimero mas
probable (NMP) (Murray, 2006).

7.-_Tincion de gram: En esta etapa se

realizé una tincion de gram a las colonias
obtenidas en el experimento, con la
finalidad de evidenciar cualitativamente
la presencia de las BB-12, tomando en
cuenta que son un grupo de
microorganismos que se caracterizan por
ser bacilos gram-positivos, inmoviles que
se tifien de morado. Para realizar la tincion
se adiciona colorante cristal violeta, el cual

se queda atrapado en la capa gruesa de
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peptidoglucano que rodea a la célula. Del
mismo modo se comparé su morfologia
celular, que se presenta como bacilos de
forma variada caracteristicamente como
bastones unicos o en cadena, en forma de
“Y” o “V” agrupados, sus extremos por
lo general muestran protuberancias y
pueden 0 no tener una 0 mMAas
ramificaciones (Murray, 2006).

8.-_Procesamiento y anélisis de datos:

Los datos obtenidos fueron procesados
aplicando un anélisis de varianza y un
disefio de mezclas simplex rejilla, para
ello se
STATGRAPHICS Plus version 8.0. Para

obtener las combinaciones de probioticos

emple6 el  programa

y prebidticos mediante la aplicacion de

disefio de mezclas, se realiz6 el siguiente

procedimiento:

a. Se cargaron los datos del log del
crecimiento de BB-12 en el software.

b. En la tabla de herramientas de se
selecciond la opcion avanzada,
posteriormente  se selecciono la

opcion disefio experimental y luego

se seleccion6 la opcion analizar
disefio.

c- En la opcién analizar disefio se
procedid a seleccionar y a introducir

la columna respuesta (crecimiento
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BB1, crecimiento BB2 6 crecimiento
BB3) y se presiono la opcidn aceptar.
d.- Al abrir la ventana del andlisis de
mezcla se determind el modelo
apropiado, realizando la
comprobacion del modelo en el
resumen del andlisis a través del
ANOVA para la

seleccionada.

respuesta
e.- Por dltimo, se identificaron,
optimizaron 'y seleccionaron las
formulaciones que presentaron los
valores optimos, aplicando el criterio
del mayor Log de BB-12.

RESULTADOS Y DISCUSION

1.-Titulo de BB-12: la cantidad de células
viables del BB-12 en la biomasa obtenida

supera el orden de 10° unidades
formadoras de colonias en las diluciones
10° - 107, obteniéndose un valor entre
1,45x10" a 4,9x10" UFC/ml, requisito
indispensable para poder ser inoculada en
la gelatina.

2.-Estandarizacion  del  cultivo: la

estandarizacion del cultivo se realizé a
través de una curva de crecimiento donde
se observa que existe un incremento en

los valores de absorbancia, de 0,08
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durante la primera hora, a valores

maximos de 1,422 de absorbancia a las 28
horas. EI maximo crecimiento de BB-12,
se determina con el mayor valor de la
absorbancia en un lapso de 24 horas luego
de haber sido reconstituido el
microorganismo. La fase de latencia es
de 2 horas, considerandose larga si se
compara con 0rganismos que se
reproducen en sélo 20 o 30 minutos. Por
su parte, la fase exponencial se extendid
por 24 horas, las bacterias en este instante
se aprecia un mayor consumo de
nutrientes que les permite incrementar su
velocidad de crecimiento, por lo tanto en
el caso de los probidticos es beneficioso
gue aumenten en numero e incluso se
podria  acelerar esa  reproduccion
aumentando la cantidad de nutrientes del
medio. En esta etapa se determin6 que el
crecimiento de la BB-12  es
particularmente lento si se compara con
otros microorganismos probiéticos como
el Lactobacilus casei; el cual dura 2 horas
en alcanzar la fase estacionaria. En la fase
estacionaria ya no hay multiplicacion. Las
bacterias probidticas, en esta fase entran

en accion ejerciendo su actividad
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gastrointestinal sobre la flora intestinal y
sobre  otros

(Murray, 2006).
3.-Recuentos de BB-12 obtenidos:

organismos  patdgenos

durante la determinacion del nimero de
células viables presentes en las muestras,
medidos en el tiempo a temperatura de
refrigeracion 4 °C, se observé que la
supervivencia del BB-12 en las gelatinas
durante los primeros 15 dias de ensayo, se
encuentran dentro del limite critico
considerado por Sanz (2007). En este
sentido, pueden aportar beneficios de
salud y ser considerado un alimento
probiético o  producto  funcional.
Adicionalmente se observa que las
unidades experimentales que fueron
tratadas con la adicion de oligofructosa e
inulina y sus interacciones, presentaron
mayores recuentos finales de BB-12
durante el tiempo del ensayo. La mayor
sobrevivencia en las gelatinas con 0,59 de
inulina y 0,5 g de miel, obtuvo recuentos
de 7,84 £ 0,21 a los 15 dias de
almacenamiento, valores que cumplen
con el limite critico de calidad funcional
del producto (log 6) como se refleja en la

cuadro 3.

Cuadro 3. Recuentos (ufc/g) de BB-12 presentes en las muestras de gelatina, durante
su almacenamiento a condiciones de refrigeracion (aprox. 4 °C). (log — Ufc./g.)
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gy e ..
Dias Oligofructosa  Inulina Miel Olig./ Inu Olig./miel Inul/ miel
0 26,25+ 0,03 46,25+0,03 26,25+0,03 26,25+0,03 46,25+ 0,03 26,25+ 0,03
5 a7,77+0,12 46,51+0,12 f5,13+0,17 €6,90+0,18 b7,49+0,15 €5,331£0,15
10 28,44+0,4 b8,38+0,12 €7,7310,20 €8,36x0,12 47,96+0,17 f7,60+0,18
15 €7,44+0,15 47,49+0,12 €7,61+0,18 b7,69+0,25 16,40+0,17 27,84+0,21

(Medidas con letras iguales no poseen diferencias estadisticamente significativas, las de mayor
significancia son jerarquizadas segun el orden alfabético.)

El cuadro anterior manifiesta que existen
diferencias significativas en la muestras,
reflejando valores min de log 5,13+ 0,17

en el dia 5 de interacciébn con miel,

valores maximos de 8,44 + 0,4 durante el
dia 10 en la interaccion con oligofructosa
y durante el dia 15 un valor de 7,84+0,21

en la interaccion de con inulina y miel.

Cuadro 4. Valores de Probabilidad de los modelos lineal y cuadrético de los recuentos
del BB-12 para los dias 5, 10 y 15 de almacenamiento de la gelatina.

LINEAL CUADRATICO
Dia de F-valor p-valor F-valor p-valor
almacenamiento
5 20,03 0,0005 183,23 0,0000
10 8,05 0,0099 1,64 0,2768
15 1,05 0,3890 5792,36 0,0000

El cuadro 4 presenta los resultados de los
distintos modelos de los recuentos del
BB-12 en un periodo de 5, 10 y 15 dias
de (previa transformacion de la variable),
el modelo lineal consta de términos de
primer orden para cada uno de los
componentes y el modelo cuadratico
afiade productos cruzados entre pares de
componentes. Al observar el p-valor de

los modelos involucrados en la cuadro 4,

se obtiene que las ecuaciones cuadraticas

son las de mayor adecuacion para
predecir las respuestas de los cambios del
BB-12, ya que p-valor es inferior a 0,05
por lo tanto las predicciones de las
combinaciones de los componentes de la
mezcla se establecieron con los modelos

cuadraticos.
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Cuadro 5. Coeficientes de determinacion de los modelos lineales y cuadréaticos de la
muestras de gelatina con probidticos y prebioticos.

LINEAL CUADRATICO
Dia de R? R? adjuntado R? R? adjuntado
almacenamiento
5 81,66 99,80 99,64
10 64,13 80,30 73,89
15 18,92 99,97 99,95

En el cuadro 5 son presentados los
coeficientes de determinacion de los
modelos estudiados (R?), los mismos
indican aceptable capacidad de prediccion
de los modelos poblacionales planteados
ya que, estos son superiores al 80% vy los
valores son cercanos al R? adjuntados, es
decir, que los componentes oligofructosa,
inulina y miel explican las respuestas Log
recuento de BB-12 en el tiempo de
estudio, en los porcentajes que indica el
cuadro 5. De igual manera se visualiza
que los R? de mayor significancia los
poseen los modelos cuadraticos. En la
Figura 1, se describe el comportamiento
de las mezclas de oligofructosa, inulina y
miel sobre los recuentos de BB-12 en la
gelatina, presentandose la variacion del
Log (ufc/g) de BB-12 durante los
primeros 5 dias de almacenamiento en
funcion de las tres variables del estudio
segun el modelo cuadratico

correspondiente.

En la figura 1 se evidencia que al
aumentar la concentracion de
oligofructosa se incrementan los valores
de la concentraciéon de BB-12 en la
gelatina.

A su vez se aprecia que los componentes
inulina 'y miel solo actian a
concentraciones bajas en la mezcla ya que
a medida que son incrementados en
porcentaje causa un efecto negativo en la
sobrevivencia del BB-12 en la gelatina,
generando un efecto mas acentuado en el
factor concentracion de miel. Por lo antes
expuesto se puede inferir que el
prebidtico que beneficia
considerablemente al BB-12 durante los
primeros 5 dias de almacenamiento, es la
oligofructosa. Para validar la capacidad
del modelo y estimar el Log (ufc/g) de
BB-12 en la gelatina, se estimo con la
ecuacion de mezcla descrita
anteriormente y se seleccioné una mezcla
aleatoria conformada por 0,66g de

oligofructosa, 0,33 g de inulina,
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obteniéndose un valor de Log 7,068. Este
valor se comparé con el registrado en el

promedio de tres determinaciones del
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recuento de BB-12, el cual dio un

promedio de Log 7,08.

OLIGOFRUCTOSA=1,0

MIEL=0,0

INULINA=1,0

OLIGOFRUCTOSA=0,0

Rango > 8, 25
Rango 8,0 - 8,25
INULINA=0,0

Rango 7,75-8,0

MIEL=1,0
Rango 7,5-7,75

Ecuacion del modelo, considerando pseudo componentes, para el dia 5 del ensayo
Log (ufc/g) = 7,775*A+ 6,51*B + 5,125*C - 0,97*A*B + 4,16*A*C - 1,97*B*C

Figura 1. Gréfico de contornos y modelo cuadratico de mezcla durante 5 dias de
almacenamiento, correspondiente a la variable respuesta Log (ufc/g) de BB-12, en
funciéon de los factores: Oligofructosa (A), Inulina (B) y Miel (C).; *Mezcla
referencial 0,33g A; 0,33g B; 0,33g C. R?=0,9995 (p<0,05).

En la Figura 2, se presenta la variacion
del Log (ufc./g) de BB-12 en la gelatina
durante 10 dias de almacenamiento
respectivamente, en funcion de las tres
variables del estudio segun el modelo
correspondiente. Analizando las figuras 2
y 3 se observa que en ambos tiempos (10
y 15 dias) la inulina posee un efecto
parabdlico y participativo positivo en
cuanto al mayor crecimiento de BB-12 en

la gelatina, incluso teniendo la mayor

influencia al final del ensayo. Este
comportamiento del efecto probidtico de
la inulina en recuento a los 15 dias de la
experimentacion y la incorporacion de la
miel como factor importante en las
postrimerias del ensayo (15 dias), permite
inferir que se debe al consumo selectivo
de los BB-12 de la oligofructosa como
fuente de energia inicial (10 dias), y luego
por el grado de complejidad de cada

carbohidrato, el BB-12 lo utiliza para su
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mantenimiento dentro de la matriz de la
gelatina. Adicionalmente, se infiere un
efecto prebidtico importante en la gelatina
debido a las interacciones Inulina-Miel y
Inulina- oligofructosa, tal efecto posee

caracteristica de sinergia y esta es la
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razon del incremento de la poblacion de
BB-12 en el tiempo, contrario a lo
reportado por Tapia (2007) y Balza
(2013), donde

disminucion progresiva del BB-12 al

manifestaron una

transcurrir el tiempo de almacenamiento.

OLIGOFRUCTOSA=1,0

Rango 6,8-7,4
MIEL=0,0 INULINA=0,0

Rango 6,2- 6,8

INULINA=1,0 OLIGOFRUCTOSA=0,0 MIEL=1,0

Rango 5-5,6

Rango 5,6- 6,2

Ecuacidon del modelo, considerando pseudo componentes, para el dia 15 del ensayo
Log (ufc/g) = 7,44*A + 7,495*B + 7,605*C + 0,89*A*B - 4,51*A*C + 1,16*B*C

Figura 3. Grafico de contornos y modelo cuadratico de mezcla durante el dia 15
de almacenamiento, correspondiente a la variable respuesta Log (ufc/g) de BB-12,
en funcién de los factores: Oligofructosa (A), Inulina (B) y Miel (C). *Mezcla
referencial 0,33g A; 0,33g B; 0,33g C. R?=0,9997 (p<0,05).
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4.- Comprobacién de los BB-12 en la

gelatina mediante Tincion de gran: El
cultivo de BB-12 obtenido de las

muestras de gelatina fue sometido a un
analisis cualitativo por medio de una
tincioén de gram, el cual permiti¢ validar
la presencia del BB-12 en las muestras.
La observacion mediante el microscopio
demuestra que son bacterias gram
positivas debido a la fijacion del color
violeta (tincion de Gram), del mismo
modo se observo su morfologia celular
manifestada como bacilos inmoviles de
forma variada caracteristicamente como
bastones Unicos o en cadena, sus
extremos muestran protuberancias 'y
pueden tener una ¢ mas ramificaciones.
Las caracteristicas de las BB-12 presentes
en las muestras de gelatina se presentan

en la Figura 4.

Figura 4. Vista al microscopio del
BB-12 presente en la gelatina.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten
comprobar la conveniencia de emplear
gelatina como medio para la
incorporacion de probidticos vy
prebioticos, demostrando que la cantidad
de células viables del BB-12 en las
muestras de gelatina supera el orden de
105 UFC en las diluciones 10° y 107,
obteniéndose un valor entre 1,45x107 a
4,9x10" UFC/ml, requisito indispensable
para considerar un alimento como
funcional, certificando el logro de los
objetivos.
Al realizar la estandarizacion del cultivo,
se determinaron las fases del crecimiento
del BB-12, observandose que la fase
exponencial dura 24 horas, momento en
el cual ejercen mayor consumo de
nutrientes que les permite incrementar la
velocidad de crecimiento la cual se
aceler6 al aumentar la cantidad de
sustratos del medio constituidos por la
oligofructosa, la inulina y la miel.

Durante la evaluacion de las
interacciones del BB-12 con los
prebidticos, se evidenci0 que el
componente que beneficia

considerablemente al BB-12 durante los
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primeros 5 dias de almacenamiento, es la
oligofructosa. Sin embargo, durante los
dias 10 y 15 de almacenamiento se
observd un efecto parabdlico vy
participativo prebidtica que posee la
inulina en cuanto al mayor recuento de
BB-12 en la

comportamiento de la inulina a los 15

gelatina. Este
dias de la  experimentacion vy
posteriormente la incorporacién de la
miel, hace inferir que se debe al consumo
selectivo de los BB-12 de la oligofructosa
como fuente de energia inicial (10 dias) y
posteriormente el consumo de inulina y la
miel como fuente secundaria, por lo que
se puede predecir que el BB-12 utiliza los
dos Gltimos  prebidticos para su
mantenimiento dentro de la matriz de la
gelatina. De manera general, la
investigacion confirma que la gelatina en
combinacion con prebioticos posee las
caracteristicas funcionales adecuadas para
la supervivencia y crecimiento del BB-12,
evidenciando que la oligofructosa y la
inulina representan un sustrato
preferencial para las bacterias benéficas.

Es importante destacar, que el mercado de
alimentos funcionales se encuentra en
pleno desarrollo y cada vez se conocen

mejor los mecanismos de accion de cada
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componente asociados a la accién
benéfica en los alimentos. Por esta razon,
para desarrollar un nuevo producto
funcional es necesario conocer a fondo el
comportamiento  de  los  distintos
ingredientes que se desean utilizar para su
elaboracion, de ello dependeré el éxito de
los resultados, que deben ser
fundamentados con un adecuado analisis
experimental que garantice condiciones
Optimas para el manejo de las variables en
estudio. De igual manera, se debe realizar
una evaluaciéon integral del producto
final, tomando en cuenta las normativas
vigentes correspondientes a los alimentos
involucrados, asi como también los
parametros microbiol6gicos, lo que
permite  garantizar al  consumidor
productos inocuos, de alta calidad y que
cumplan con las regulaciones establecidas

por las normativas Venezolanas.
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