UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Obtencion de bacteriocinas a partir de la bebida fermentada tradicional de la sierra
ecuatoriana (Yamor) considerando distintas fuentes de carbono, para su aplicacién

como agente antimicrobiano

Heredia Sanipatin, Kimberly Kassandra y Suarez Jiménez, Elyan Alexander

Departamento de Ciencias de la Vida y Agricultura
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Trabajo de Integracién Curricular, previo a la obtencién del titulo de Ingeniera en
Biotecnologia

PhD. Sanchez Llaguno, Sungey Naynee

27 de febrero del 2023



Reporte de verificacion

‘.'m-m
B-*

Trabajo de Integracion Curricular.Final = 5, * wmewmeme—

Smtudes v iflsma ro recsncise

Wzrenre dal Trazajs oe MATON VINICIO UDAY PATINO Numere de palabras 04 141
Curreuisr Aval e Feacha Se depdute: W23 Ndmers g caracterss: 17446
Dol Tips de carga: rosciace

facha ge fin de sedlk: 2120023

Tamato del decorrents orignal 137 Mo

Usieasiae de lae umimdet e ¢ 2ocuments

L I L

principales d .
~ Ceacpciotes riiace Uticasares Daten adioraber
TRABAJD 06 TITULACON SERPAVITER paf | TRARAO OF TITULACON 503 stervee
- - -~ Fadaboas Mimmiae TNV
! » el o
Vet b .
. ‘:4~ - Polabeas M mias < W
: 8 - - -t pre.
" Nwe e e Gekebmet
TOPOATONC. 0epe adeaC | ANUSTI STEO Y CA RTIRTLIAC N 08 DACiRT A STOOLSTOr e S8 i
» 6 - 18 totat “tw rotatean by
T N e eovle
FOPOLEIiE. supe adsac | A1 8T 8710 8 (TTIATAC 4 Te T CTTITEAT RTER DUTEASET olohene MiBamuns ; < YO [V
« 8 - - <t e
rOPOISre. sape aduac | [WLTI Ta A% CHTTIRTE A1 28 BE T TerRrees varatace =
® e pyshoti i b s <
B
Fuentes con similitudes fortuitas
~ Tesrpciores Hrribtades Utizacares Dates adinorabes

Sdlhasdenst | Caractarimcdn e Sacteran Ackdo-dcices con progiedates snsime < L L

B abobens)

Pakabeas ibetas WD

2 e --:nun~:g <t

A DAL O STME Al paalian

3 oprincssam e | AnlaTiento e eniFicacen e Sacsras lccas de origen chmies o Pakaboas Wi < T4
MRSl cr eI AT S I gl Leahoan

. Sxdolarg | Changes Deorureing i Spontanecus Vsl 2e Fermestaron As Dwervies <% Padebens Mmuas < TR0
AN g T S e e A rotian

s @xdolorg | Werobis' Farmantion s tu Role In Qualty Irarowman: of Farment.. oo e i T
MR g V0 SIS e B B [

Fuentes mencionadas (sin similitudes detectadas) 77 famie =an 120 SIaler 40 8 SOOLTRTIS I AR U e
1 sthesu G UTBSACIAG

2 DR sttprael ang/10 MALEIIE-3-1 3-214067-7.00010-1

3 M sepee -
4 DN srpritc.og/I0 MEINO120TEE236.00
s R o1 2322 1791080

Firma:

Sanchez Llaguno Sungey Naynee, PhD.

C.C.: 1205348673



@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Certificacion
Certifico que el trabajo de integracion curricular, “Obtencion de bacteriocinas a partir de
la bebida fermentada tradicional de la sierra ecuatoriana (Yamor) considerando
distintas fuentes de carbono, para su aplicacion como agente antimicrobiano” fue
realizado por la sefiorita Heredia Sanipatin, Kimberly Kassandra y el sefior Suarez
Jiménez, Elyan Alexander, el mismo que cumple con los requisitos legales, teoricos,
cientificos, técnicos y metodoldgicos establecidos por la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE, ademas fue revisado y analizado en su totalidad por la herramienta de
prevencién y/o verificacion de similitud de contenidos; razén por la cual me permito acreditar

y autorizar para que se lo sustente publicamente.

Santo Domingo de los Tsachilas, 27 de febrero del 2023

Facmido slecteénicunente por:

UNGEY NAYNEE
ANCHEZ LLAGUNO

Sanchez Llaguno Sungey Naynee, PhD.
C.C.: 1205348673

Directora del Proyecto de Investigacion



@ESPE

IRMBVAGION FARA LA SNERLANEIA

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Biotecnologia

Responsabliidad de Autoria

Nosolros, Heredia Sanipatin, Kimberlty Kassandra y Sudrez Jiménez, Elyan Alexander, con
cédulas de ciudadania N° 2350205486 y N° 2300641079, declaramos que el contenido, ideas y
critenos del irabajo de integracion curmicular *Obtencion de bacteriocinas a partir de la bebida
fermentada tradicional de la sierra ecuatoriana (Yamor) considerando distintas fuentes de
carbono, para su aplicacion como agente antimicrobiano™ es do nuesira autoda y
responsabikdad, cumpliendo con los requisitos legales, ledricos, cienlificos, técnicos, y
matodologicos establecidos por |s Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, respetando los
derechos intelectuales de terceros y referenciando las citas bibliograficas.

Santo Domingo de los Tsachllas, 27 de febrero del 2023

Firmas
N
......... A S T
Heoredia Sanipatin Kimberly Kassandra Sudrez Jiménez Elyan Alexander

C.C :2350205486 C.C.- 2300641079



@ ESPE

UNIWERRIOAD OF LAS FURAZAS ARMADAS
INNBYACION FARA LA EXCELENCIA

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura

Carrera de Ingenieria en Blotecnologia

Autorizacion de Publicacion

Nosotras, Heredla Sanipatin, Kimberly Kassandra y Suéirez Jiménez, Elyan Alexander. con
chdulas de cudadania N° 2350205486 y N° 2300841079, autornzamos a la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE publicar el trabajo de integracion cumicular: “Obtencién de
bacteriocinas a partir de la bebida fermentada tradicional de |a sierra ecuatoriana (Yamor)
considerando distintas fuentes de carbono, para su aplicacion como agente
antimicrobiano” en el Reposilorio Institucional, cuyo contenido, ideas y criterios son de nuestra

responsabikdad.
Santo Domingo de los Tsachilas, 27 de febrero del 2023
Firmas
o’ 5
Heredia Sanipatin Kimberly Kassandra Suéirez Jiménez Elyan Alexander

C.C..23502054886 C.C.. 2300641078



Dedicatoria

Dedico este trabajo a Dios, por darme fortaleza para seguir adelante y por guiar mi
camino en todo momento.

A mis padres, Elizabeth y Leonel, por su amor incondicional, apoyo y confianza en
mi, por ensefiarme los valores y principios que rigen mi vida. Son mi fuente de inspiracion
y motivacion para alcanzar mis metas.

A mis hermanas, Kateryn y Kerly, por su amor, comprension y por ser mi apoyo
constante. Su presencia es invaluable en mi vida.

A mis queridos abuelos y a toda mi familia, quienes me han brindado su amor
incondicional y su apoyo en cada momento de mi vida.

A mis amigos Elyan y Susana, por su amistad, carifio y comprension que me han

brindaron a lo largo de mi formacién universitaria.

Kassandra



Dedico este trabajo a Dios que me dio la fortaleza y es mi guia para seguir
adelante en todo momento.

A mis padres, Yofre y Nancy, que han sido el pilar fundamental y la motivacion
diaria para cumplir todos mis objetivos, gracias al apoyo y paciencia que mantuvieron
durante toda esta trayectoria.

A mis hermanos, Sebastian y Milena, por su apoyo, comprension y carifio. Son
esenciales en mi vida.

A mis dos abuelas, Rosario e Isolina, por todo su amor y consejos impartidos,
fueron una fuente de motivacion para cumplir mis metas.

A todos mis tios, tias y primos, cada uno de ellos aportaron en gran medida para
cumplir con mis objetivos propuestos.

A mis amigos Susana y Kassandra, por su amistad, comprension y carifio brindado

durante toda esta trayectoria universitaria.

Elyan



Agradecimiento

A Dios, por darme fortaleza, salud y por haberme sostenido en los momentos de
dificultad y me han dado la fuerza para seguir adelante.

A mis queridos padres, Leonel y Elizabeth, quienes siempre han sido mi fuente de
inspiraciéon y apoyo incondicional en cada etapa de mi vida. Su amor, dedicaciéon y
sacrificios han sido fundamentales para mi formacion académica y personal. Gracias por
creer en mi, por motivarme a seguir adelante y por nunca dejarme rendirme ante los
obstaculos. Este logro es también suyo y les agradezco por estar siempre a mi lado.

A mis queridos abuelos y a mi familia, quienes siempre han estado a mi lado
brindandome su amor, apoyo y aliento en cada paso que he dado.

Agradezco a la Dra. Sungey Sanchez y el Dr. Juan Neira, por su guia, paciencia y
valiosas sugerencias que me permitieron llevar a cabo este trabajo de la mejor manera
posible. También, a aquellos profesores que, con su dedicacién, experiencia y
conocimientos, me permitieron expandir mi mente y disfrutar de la carrera que elegi.

A Elyan, quien ha sido una persona esencial en mi vida y a pesar de los desafios
gue enfrentamos juntos me ha brindado su apoyo y compafiia incondicional en todo
momento. Su presencia ha sido fundamental para el desarrollo de esta investigacion y
para mi crecimiento personal.

A mis amigos, Susana, Hadassa, Genecys y Deivis, quienes han sido una parte
fundamental de mi vida universitaria, tanto por su amistad como por su valiosa
contribucion a mi formacién académica.

A mis amigos Anderson y Milena, gracias por acompafiarme en cada etapa de mi
vida, por brindarme su amistad sincera y por ser un apoyo incondicional en los momentos
dificiles. Su presencia ha sido fundamental en mi formaciéon como personay como
estudiante, y han hecho que estos afios de estudio sean mas agradables e inolvidables.

Kassandra



Agradezco a Dios por ser mi guia y fortaleza siempre, mostrandome el camino
correcto y llenar mi corazén, a fin de hacer las cosas de la mejor forma posible.

A mis padres por todo su apoyo incondicional, por educarme de la forma correcta y
ensefiarme a luchar por mis suefios, yendo por el camino del bien. Gracias a ellos, estoy
donde he buscado estar

A mi abuelita Rosario e Isolina, por haberme permitido tener excelentes padres y
familia, ademas de todos los consejos recibidos y la motivacion a salir adelante, para
cuidar en un futuro de mi familia, como ellos lo hicieron conmigo.

A mi tutora y cotutor que, durante toda mi carrera universitaria, han sido unos
excelentes profesionales y permitieron llevar a cabo una excelente investigacion. Ademas
de, aquellos docentes que impartieron correctamente sus materias, gracias a ellos
logramos disfrutar de aprender.

A mis amigas y compafieras, Susana, Jazmin y Hadassa que, durante toda mi
trayectoria universitaria y personal, se mantuvieron con un apoyo incondicional,
apoyandome a culminar mis estudios

A mi amiga Kassandra, que me apoyo de forma especial en todo momentoy a
pesar de los altibajos, se mantuvo conmigo y fue fundamental para el desarrollo de esta
investigacion.

A mis tios Alvaro, Miguel, Mery y Miriam, junto a mis primos José Luis y Santiago,
gue me apoyaron incondicionalmente abriéndome las puertas de su casa, motivaron y
escucharon, para ser una mejor persona cada dia.

A Jessenia, Escarly y Lizbeth, por su apoyo especial en momentos dificiles,
motivandome y dandome razones para no decaer y esforzarme cada dia mas en cumplir
mis metas, las llevo siempre en mi corazon.

Elyan



10

indice de contenido

CArALUIBL ... 1
REPOrte de VEIfICACION........eeiiiiii e e e e e e et e e e e e e e e e eeaat e e eeeeeaenes 2
CertifICACION. ......oiiiiiiiiii e 3
Responsabilidad de @ULOITA ..........ooeiiiiiiiiiii et eeenaees 4
AUtorizacion de PUBIICACION ..........uuiiii e 5
[D7=Te [[or=1 (o] 1 = PO P PP PPUPPPPPPPPTTIN 6
YN = (o 1= Tod 10 V=T o | (o J 8
INAICE AE tADIAS.........veeeieiecee ettt ettt ettt e ete e re e e, 18
INOICE A FIGUIAS ...ttt ettt ettt et e e et e e et e et e s e e steeseeas 21
NS0 41T o PRSP 23
Y 011 1 =T PSPPI 24
(@F=T o1 (1] [0 18 S SPPPPPPPTT 25
Fa Lo o [UTotodTo ] o PSSR 25
L0 0] T=1 1Y/ 0L P 27

(O o)1= ()Y o T =T T = | PP 27

ODbjJEtiVOS ESPECITICOS ... .ceutii it e e e e e eans 27
HIDOLESIS ...ttt e e e ettt e bt e e e et et bbb e e 28

DISEM0 AXBXC ...ttt ettt s 28

Hipotesis Factor A (Fuentes de CarbOn0) ........coovveeiiiiiiiiiii e 28

Hipotesis Factor B (Concentracion de SUSIIAt0S) .........cuuvvuuiiieeeiiieiiiiiiiee e e 28

Hipotesis Factor C (Tiempo de fermentacion) ............oouuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 28



Hipotesis Interaccion AxB (Fuentes de carbono*Concentracion de sustratos) ............. 28
Hipotesis Interaccion AxC (Fuentes de carbono*Tiempo de fermentacion).................. 29
Hipétesis Interaccién BxC (Concentracion de sustratos*Tiempo de fermentacion)....... 29

Hipétesis Interaccion AxBxC (Fuentes de carbono*Concentracion de sustratos*Tiempo

(o SR (= g pT=T 01 = (ol 1o ] o ) PRSP 29
DISEIA0O AXB ...ttt eeae 30
Hipotesis Factor A (Tipo de SOIUCION) ......cviiiiieeeiie et e e e e e 30
Hipotesis Factor B (Microorganismos PatOgEN0S) ......cccuuueeerruieeeeeriieeeeeiiieeeeeaiineeeeenns 30
Hipotesis Interaccion AxB (Tipo de solucién * Microorganismos patégenos) ............... 30
(@F= 111 (V1[0 18 1 PP SPTPRRP 31
REVISION A IEIALUIA .....cceeeeiiiiiie et e e eeeeaeens 31
Bebidas fErMENtadas...........uiiiiiii e 31
ChiCha el YAMIOI ...t e e e eeaes 33
Variedades de maiz empleados en la Chicha del Yamor..............ccooviiviiiiiiiiccen, 33
MAIZ MOTAAO ... 33
MAIZ MOMOCKNIO ... 34
MAIZ CANQUIL «..ceeei e e e e e e e e e e e e e e aaaas 34
IMAIZ CRUIPI ...ttt e e e e e e e et e e e e e eeenenas 35

1Y =T o] = g (o] o SO PU PP TUUPPPPPPPRRN 35
MaIZ AMATTIIO ... e e e 36

1Y =T o] - VSO PP SUPPPPPRPTRIN 36

F O M BNTACION <. e e e et 36



Bacterias ACIAO JACLICAS ..........uuuuuiiiiiiiiiiii s 37
GENETAAUES ......veiie et 37
Métodos de IdeNntifiCACION ...........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiii e 39

BaACTEIOCINGS . ...ttt ettt e e 39
ClASITICACION. ...ttt e s s 40
Propiedades bioquimicas de las bacteriocinas .............ccccoeeeeviiiiiciiiii e, 41
Produccion y secrecion de bacterioCinas.........coecvvvvuiiieeiiiii e 41
MECANISIMO U8 BCCION ...ttt 41
Y o] To= T o] 1= PPN 42

Métodos para evaluar la actividad de bacteriocina en ensayos in Vitro ........................ 43
Método de difuSION A€ TISCOS........uuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiitii e 43
Método de difusion €N POZO A AQAT ......cccvvviiiiiiiee et 43

(OF= 01111 ] (o 11 1 1 S SPPPPPPRTR 44
1YL= (e o (o] [T |- WP 44

Ubicacion del area de inVeStIGaCiON ..............oiiiiiiiii e 44
UDICACION POIIICA . .....vui i e e s 44
(0] o] [or=Tod (0] TN =Too] [ To | [oF- LRSS 44
(0] o] o= To o] g Wo=To o[ £= [ o HAN RSO PPTTTT 45

IMBLEITAIES ...ttt e e e e ettt e bbb e e s 46
Elaboracion de la bebida fermentada tradicional “Chicha del Yamor” ...................... 46
Caracterizacion fisicoquimica de la “Chicha del Yamor’.............cccoooiiiiiiiiccvii, 46

Caracterizacién microbioldgica de la “Chicha del Yamor”............cccooovevviiiiiiciiiinnnn, 48



Siembra de muestra de bebida fermentada “Chicha del Yamor”.............cccccvvvnnnnnnn. 49
Aislamiento de bacterias acido lacticas de la bebida Yamor (Chicha) ...................... 50
Identificacion de bacterias ACIdO IACHICAS ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiii 50
Conservacion de la bacteria &cido lactica identificada...............ccccoeoe. 51
Cinética de crecimiento DaCLeran0 ..............oivieiiiiiiiiiiii e 52
Evaluacion de la actividad antimicrobiana de la bacteria &cido lactica ..................... 54
IMBLOTOS . .. 56
Elaboracion de la bebida fermentada tradicional “Chicha del Yamor” ...................... 56
Fermentacion de la Chicha del YamoOr.............uuiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeveeeieieee 57
Caracterizacion fisicoquimica de la Chicha del Yamor ...........cccccooiiiieiiiiieecceninnnnen, 57
Caracterizacién microbioldgica de la Chicha del Yamor..............ccoeeiiiiiiiieciinnnee, 59
Siembra de muestra de bebida fermentada “Chicha del Yamor”..............ccccvvvnnnnnnn. 60
Aislamiento de Bacterias ACido LACHCAS ............ccoovvrevereiieieeieeie e e 60
Identificacion de ACIHO LACHCAS ............ccveireeireeiieeeeee et 61
CaracterizaCion MOIECUIAY .........cooi i 61
Conservacion de la bacteria &CidO IACHICA............cooviiiiiiiiiii 62
Cinética de crecimiento bacterian ..o 62
Evaluacion de la actividad antimicrobiana de la bacteria acido lactica...................... 63
DiISefio @XPEIMENTAL .........coiiieiiiiii e e 65
Factores y niveles del eXperimento ..........oooviuiiiiiiiii e 65
Tratamiento 8 COMPAIAT .....cceuuuueeeetti ettt e et ettt e e e e e e e e et e e e eat e e e eeba e eeenes 66

Tipo de diSefio eXPEriMENTAl .........oouuiiiiiiii e 68



=T o= oA 0] 1= 69
ANALISIS ESLAdISTICO. ... eeeieeeiiieieiee ittt eeee e e eeeeees 69
ANANISIS FUNCIONAL ...ttt seebebenene 70
VariableS @ MEAIN ........ouuiiii e 71
(@20 1 LU0 T8 YR 72
RESUITAAOS ...ttt et 72

Resultados de la caracterizacién de las propiedades fisicoquimicas y microbiologicas de

la bebida Yamor (ChiCha) ...........cooiiiiii e 72

Resultados del aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas presentes en la

bebida tradicional Chicha del YamoOr .........c.uuiiiiiiiiii e 73
Analisis morfologico de las cepas aiSladas ..........coovvveeeiiiiiiiiiiiiie e 73
Analisis microscopico de las cepas aiSladas. ..........ooovvvvviviiiiiiiiiee e 74
Analisis molecular de las cepas aisladas............cooivieiiiiiiiiiiii e 75

Resultados de la evaluacion de los parametros cinéticos en el proceso fermentativo de

la produccion de bacteriocinas con adiccion de distintas fuentes de carbono .............. 76

Resultados del analisis de varianza para las variables estudiadas durante el proceso

fermentativo de la produccion de bacteriocinas con adiccion de distintas fuentes de

(o721 oo o [ U PPTTT TSR 79
Analisis de varianza para lavariable pH ... 79
Analisis de varianza para la variable acidez (acido I&CtiCO)............ccovvvviiiiiiiiiiiinnnns 80
Analisis de varianza para la variable densidad Optica ...........cccceeevvvviiiiiiiieeeereieiiins 81

Analisis de varianza para la variable solidos solubles ...............ccccvviiiiiiiiiiieiiiiiinns 82



15

Resultados del estudio de la adicion de distintas fuentes de carbono para el
enriquecimiento de chicha Yamor, en el proceso fermentativo de la produccion de

bacteriocinas para la estandarizacion de parametros cinéticos microbianos. (Tukey p <

Resultados del estudio de la concentracion 6ptima de las fuentes de sustratos en el

proceso fermentativo de la produccién de bacteriocinas de la Chicha Yamor.............. 85

Resultados del estudio de las condiciones para la produccion de bactericionas

evaluando los parametros cinéticos en distintos tiempos de fermentacion .................. 87

Resultados del estudio de la interaccion ABC (Fuente de carbono*Concentracion del

sustrato*Tiempo de fermentacion) en la produccion de bacteriocinas ...........ccccccevuee.. 89

Andlisis de conglomerados para los parametros cinéticos de la fermentacion para la

produccion de bacteriocinas empleando diferentes fuentes de carbono...................... 94
Analisis de componentes PriNCIPAIES .........ccvvveruuiiiiiie e e e e e e e eeenanne 95

Resultados del analisis de varianza para la variable evaluada en el estudio de la

actividad antagonista de las bacteriocinas producidas de la fermentacion bacteriana.. 99
Analisis de varianza para el halo de inhibiCION ..., 99

Prueba de Tukey (p < 0.05) para determinar la diferencia significativa entre los

diferentes factores establecidos para el estudio de la actividad antagonista.............. 100
(@72 1011 (11 [o I PSSR 104
DUSCUSION. ..o 104

Identificacion de la bacteria ACIAO [ACHCA ..........vvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiee e 104

Respecto a la cinética de crecimiento de la BAL implementando diferentes fuentes de

AT DON O . e 105



Con respecto a las fuentes de carbono (Factor A) .........ccoiviiiiiiiii i 105
Con respecto a la concentracion de sustratos (Factor B) ............cceeeeeviviieeeeiinnnnnnn. 107
Con respecto al factor C (Tiempo de fermentacion) ...........ccccoevvviiiiiieeeeeeeiiiinnn. 109

Con respecto a la interaccion ABC (Fuentes de carbono*Concentracion de

sustratos*Tiempo de fermentacion)............oooviiiiiiiiiiie e 111
Respecto al andlisis de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas ................... 113
Tipo de SOIUCION (FACLOr A)....ovveiiiiii e 113
Microorganismos patdgenos (Factor B) ...........oeeeiiiiiieiiiiie e 114

(@72 1011 (01 [o TV 4 PSPPSR 115
CONCIUSIONES ...ttt e e e et e e et e e e e e e ennnnnes 115
Identificacion de la bacteria ACidO |ACLICA ............viieeiiiiiiiiii e 115

Respecto a la cinética de crecimiento de la BAL implementando diferentes fuentes de

CANDONO. ... 115
Fuentes de carbono (FACTOr A) ......uuiiiiiii e 115
Concentracion de sustratos (Factor B) .........ooeevviiiiiiiiiiiiie e 115
Tiempo de fermentacion (FACtOr C)...........uiiiiiiiiiiieciiie e 116

Fuentes de carbono*Concentracion de sustratos*Tiempo de fermentacion (Interaccion

7 =T} IO 116
Respecto al andlisis de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas ................... 116
Tip0o de SOIUCION (FACION A)...uiiieieiieiiiit et 116
Microorganismos patdgenos (Factor B) .............oiivieeiiiiiiiiiiiiieee et 117



Referencias



18

indice de tablas

Tabla 1 Instrumentos utilizados en la elaboracion de la bebida tradicional "Chicha del

Tabla 2 Instrumentos utilizados para la determinacion del pH de la Chicha del Yamor ... 46
Tabla 3 Instrumentos utilizados para la determinacion de la acidez titulable de la Chicha

[0 =T =T o o P 47
Tabla 4 Instrumentos utilizados para la determinacion de la densidad relativa de la Chicha
[0 = = T 4o PP 47
Tabla 5 Instrumentos utilizados para la determinacion de los grados alcohdlicos de la

(@3 0 10d 0 F= 0 L= I =T 0 2T 47

Tabla 6 Instrumentos utilizados para la determinacion de sélidos solubles de la Chicha del

Tabla 7 Instrumentos utilizados para la determinacion de la densidad 6ptica de la Chicha
(0= I = o 4o PP 48
Tabla 8 Instrumentos utilizados para el conteo de mohos y levaduras, bacterias acido
lacticas y aerobios mesofilos de la Chicha del Yamor...........coooovvviiiiiiiiiii e, 48

Tabla 9 Instrumentos utilizados para la siembra de la muestra de la bebida Chicha del

Tabla 10 Recursos utilizados para el aislamiento de bacterias acido lacticas de la bebida
YamMOr (ChICHA). ...t e s 50

Tabla 11 Instrumentos utilizados para la tincion de bacterias acido lacticas de la bebida

= 11010 O (O o1 Tod o 7= ) TR PP 50
Tabla 12 Instrumentos utilizados para la prueba de catalasas .............c.ccceeeeviiieiinnnnnnn. 51
Tabla 13 Instrumentos utilizados para la conservacion de la BAL identificada................. 51
Tabla 14 Instrumentos utilizados para la preparacion del indculo..............cccovvvviiiieennnnn. 52

Tabla 15 Instrumentos utilizados para el establecimiento del sistema de fermentacién... 52



19

Tabla 16 Instrumentos utilizados para la determinacién de los parametros cinéticos a

BVAIUAT ...ttt e e s 53
Tabla 17 Instrumentos utilizados para la obtencidn de la solucién libre de células.......... 54
Tabla 18 Instrumentos utilizados para la replicacion de las bacterias patdégenas............ 54
Tabla 19 Instrumentos utilizados para la realizacion del antibiograma...................cccce.... 55

Tabla 20 Factores y niveles del experimento para probar la cinética de crecimiento de la
BAL implementando diferentes fuentes de carbono.............cccooviiiiiiii i, 65
Tabla 21 Factores y niveles del experimento para probar la actividad antimicrobiana de la
BAL frente a diferentes microorganismos PAtOGENOS ..........cceeverrrrviiniiieeeeeieeiiiiiaaeeeeeeee 65
Tabla 22 Tratamientos a comparar en la cinética de crecimiento .............ccceeeeveeveieeeennn. 66
Tabla 23 Tratamientos a comparar en la actividad antimicrobiana de la BAL frente a
diferentes MicroorganismMoSs PAtOGENOS .......c.cuuuueeeiiiiieeeieie e e e e eee e e e e e e e e et e e e aaaaaeeeene 67
Tabla 24 Esquema del andlisis de varianza para la cinética de crecimiento microbiano
para la produccion de DacCteriOCINAS.........cviieeiiiieeiiiiee e et e e e e e e e e e eeeanne 69

Tabla 25 Esquema del andlisis de varianza para la actividad antimicrobiana de la BAL

frente a diferentes microorganismos PatOgENOS ..........cccuuuuuuiiiiieeeiiiiiiiiiee e e e eeeeeiii s 70
Tabla 26 Propiedades fisicoquimicas determinadas de la Chicha del Yamor.................. 72
Tabla 27 Propiedades microbioldgicas determinadas de la Chicha del Yamor................ 72
Tabla 28 Resultados del analisis morfologico de las colonias identificadas .................... 73
Tabla 29 Resultados del analisis morfologica de las colonias identificadas .................... 74
Tabla 30 Resultados del analisis de varianza para la variable pH..............cccccviiiienen. 79
Tabla 31 Resultados del andlisis de varianza para la variable acidez............................. 80

Tabla 32 Resultados del andlisis de varianza para la variable densidad 6ptica
(10 TST0 g o T= T (o= ) PP 81

Tabla 33 Resultados del andlisis de varianza para la variable sdlidos solubles (°Brix) .... 82



20

Tabla 34 Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor A en las
variables pH, acidez, sélidos solubles y densidad Optica.............ccccvveeeeiiiiiieeeiiiiee e, 83
Tabla 35 Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor B en las
variables pH, acidez, sélidos solubles y densidad OptiCa............ccoveveviiiiiiiieeeeieiiiiiieen 85
Tabla 36 Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor C en las
variables pH, acidez, sélidos solubles y densidad OptiCa............ccccevuuriiiiiiieeeieiiiiinn 87
Tabla 37 Resultados de la prueba de significancia de Tukey para la interaccién ABC en
las variables pH, acidez, solidos solubles y densidad OptiCa ............cccoevvuiviiiiiiieeeiiiiinenns 89

Tabla 38 Matriz de correlacion de los componentes principales de los parametros

(o] 101 (o0 L PSP PTTTTR 95
Tabla 39 Porcentaje de varianza total explicada ..............ccoooeviiiiiiiiini e, 96
Tabla 40 Matriz de COMPONENTES. .......ciiiieiii e e e e e e e eaans 97
Tabla 41 Tabla de comunalidades............ooueeiiiiiiiiiiie e 97

Tabla 42 Resultados del andlisis de varianza para el diametro del halo de inhibicién ..... 99
Tabla 43 Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor A en la
variable didmetro del halo de inhibICION............ccooiiiiiii 100
Tabla 44 Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor B en la

variable diametro del halo de INNIDICION..........vieiie e 101



21

indice de figuras

Figura 1 Clasificacion de las bebidas fermentadas ..............ccoocoviiiiiiiiii i, 32
Figura 2 Procesos metabdlicos de las bacterias acido lacticas............cccoeeeevvieeeeinnnnn.... 38
Figura 3 Mapa de la ubicacion geografica del lugar de investigacion ................cccooeee... 45
Figura 4 Arbol filogenético realizado a base de secuencias 16S ARNr de BAL .............. 56
Figura 5 Cinética de fermentacion de la variable pH ... 76
Figura 6 Cinética de fermentacion de la variable acidez............cccccoeevviiiiiieiiiie e, 76
Figura 7 Cinética de fermentacion de la variable solidos solubles (°Brix) ....................... 77
Figura 8 Cinética de fermentacion de la variable absorbancia (densidad optica)............ 78

Figura 9 Efecto de las fuentes de carbono en las variables analizadas en los parametros
cinéticos de la fermentacion para la produccién de bacteriocinas.............ccccoeceevvieeeennnn. 78
Figura 10 Efecto de las concentraciones de los sustratos en las variables analizadas en
los parametros cinéticos de la fermentacion para la produccion de bacteriocinas ........... 84
Figura 11 Efecto del tiempo de la fermentacién en las variables analizadas en los
parametros cinéticos de la fermentacion para la produccién de bacteriocinas................. 86

Figura 12 Efecto de la interaccion ABC en la fermentacion de las variables analizadas en

los pardmetros cinéticos de la fermentacion para la produccion de bacteriocinas ........... 88
Figura 13 Dendograma para relacionar los parametros cinéticos evaluados................... 91
Figura 14 Grafico de SediMENTACION...........uuiiieeiiiiiiiiii ettt 94
Figura 15 Grafica de componentes pPrinCipales .............cooivieiiiiiiiiiiiineie e 96

Figura 16 Andlisis del efecto del tipo de soluciones en la formacion del halo de inhibicio

Figura 17 Analisis del efecto de los microorganismos patégenos en la formacion del halo
(o L= o1 o T o o P USPPRRRTR 100
Figura 18 Andlisis del efecto de los microorganismos patdgenos en la formacion del halo

(o (<3181 011 o1 le1 (0] VR T TR TR RPN 102



Figura 19 Gréfico de superficie de respuesta para la variable diametro del halo de

inhibicion en relacién la interaccion AB

22



23

Resumen

Las bebidas fermentadas son cada vez mas populares en dietas saludables y forman
parte de las tradiciones culturales en muchos paises, incluyendo la chicha, una bebida
alcoholica obtenida por la fermentacién de maiz. La presente investigacion tuvo como
objetivo obtener bacteriocinas a partir de la bebida fermentada tradicional de la sierra
ecuatoriana (Yamor), considerando distintas fuentes de carbono y evaluar la actividad
antagonista de estos frente a microorganismos patdgenos. Se realiz6é un aislamiento de
bacterias a partir de la Chicha del Yamor al tercer dia de su fermentacion, se identificd
cepas de bacterias acido lacticas mediante un andlisis morfoldgico y microscopico, luego,
tras la deteccion del gen 16s se identifico la especie Lactobacillus fermentum, después, se
evaluo la influencia de diferentes fuentes de carbono (fructosa, glucosa, sacarosay
lactosa), concentraciones (2%, 5%) y tiempos de fermentacion (Oh, 24h, 48h'y 72h) en el
crecimiento de la bacteria, se realizé un disefio trifactorial para determinar las diferencias
significativas, en base a los parametros cinéticos se encontré que el medio suplementado
con glucosa al 5% a las 72 horas resulto 6ptimo para el crecimiento de L. fermentum.
Para evaluar la actividad antagonista de las bacteriocinas producidas, se plante6 un
disefio experimental bifactorial en el que se compararon los diametros de inhibicién
(halos) entre los tipos de soluciones preparadas y microorganismos patégenos. Los
resultados indicaron que la preparacion de la solucion con glucosa y bacteria permitio la
mejor inhibicién en Bacillus cereus y Staphylococcus warneri. En conclusion, se identifico
la bacteria L. fermentum de la bebida Yamor y se determind que el mejor tratamiento fue
glucosa al 5% durante 72 horas. Ademas, se demostré que las bacteriocinas producidas
por esta cepa tienen actividad antagonista contra Bacillus cereus y Staphylococcus
warneri.

Palabras clave: bebidas fermentadas, Yamor, bacteriocinas, Lactobacillus

fermentum, glucosa.
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Abstract

Fermented beverages are becoming increasingly popular in healthy diets and are part of
cultural traditions in many countries, including chicha, an alcoholic beverage obtained by
fermenting corn. The aim of this study was to obtain bacteriocins from the traditional
fermented beverage of the Ecuadorian Sierra (Yamor), considering different carbon
sources, and to evaluate their antagonistic activity against pathogenic microorganisms.
Bacteria were isolated from Yamor Chicha on the third day of fermentation, and lactic acid
bacteria strains were identified through morphological and microscopic analyses. After the
detection of the 16s gene, the Lactobacillus fermentum species was identified. Then, the
influence of different carbon sources (fructose, glucose, sucrose, and lactose),
concentrations (2%, 5%), and fermentation times (Oh, 24h, 48h, and 72h) on bacterial
growth was evaluated. A trifactorial design was used to determine significant differences,
and based on kinetic parameters, it was found that the medium supplemented with 5%
glucose for 72 hours was optimal for L. fermentum growth. To evaluate the antagonistic
activity of the produced bacteriocins, a bifactorial experimental design was proposed in
which inhibition diameters (halos) were compared between prepared solutions and
pathogenic microorganisms. The results indicated that the preparation of the solution with
glucose and bacteria allowed the best inhibition of Bacillus cereus and Staphylococcus
warneri. In conclusion, the L. fermentum bacteria from Yamor beverage was identified, and
the best treatment was determined to be 5% glucose for 72 hours. Additionally, it was
demonstrated that the bacteriocins produced by this strain have antagonistic activity
against Bacillus cereus and Staphylococcus warneri.

Key words: fermented beverages, Yamor, bacteriocins, Lactobacillus fermentum,

glucose.
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Capitulo |

Introduccion

Las bebidas fermentadas son alimentos muy reconocidos a nivel mundial y forman
parte fundamental de las dietas locales en muchas culturas. Ademas, tienen un gran valor
sociocultural, ya que son consumidas durante festividades y eventos especiales (Ojeda-
Linares, et al., 2021). En todo el mundo, muchas culturas mantienen tradiciones culinarias
basadas en alimentos fermentados, los cuales pueden ser preparados a base de
cereales, como es el caso de América Latina y Africa, donde se utilizan maiz y sorgo para
la elaboracion de bebidas y panes (Anagnostopoulos & Tsaltas, 2019).

En la actualidad, las bebidas fermentadas han adquirido una gran importancia en
la alimentacién saludable, ya que pueden contribuir a prevenir enfermedades, proteger
organos, evitar padecimientos cardiovasculares, entre otros (Negrete-Romero, Valencia-
Olivares, Bafios-Dossetti, Pérez-Armendariz, & Cardoso-Ugarte, 2021). Un ejemplo de
estos productos es la Chicha, una bebida alcohdlica obtenida por la fermentacién de maiz
en agua azucarada, la cual es utilizada en diferentes festividades religiosas en algunas
culturas de los paises en América Latina (Castillas-Corzo, Burbano-Argotti, & Salazar-
Duque, 2020).

El objeto de estudio en este trabajo es la Chicha del Yamor, una bebida tradicional
que se prepara de forma exclusiva en Otavalo, Ecuador, durante el mes de septiembre y
surgié como una ofrenda de fertilidad de la tierra. Hoy en dia, muchos locales la preparan
durante todo el afio para compartir su cultura con los turistas y habitantes del pueblo que
la incluyen en su dieta diaria, debido a que, este producto es rico en vitaminas y minerales
esenciales, posee un alto nivel nutricional, tiene propiedades antioxidantes, digestivas y
nutricionales que mejoran el sistema inmunolégico (Insuasti-Pérez, 2018). Ademas,

investigaciones previas han logrado identificar cepas de bacterias acido lacticas a partir
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de esta bebida, lo que sugiere que es posible obtener bacteriocinas a partir de ella (Baca-
Armas, Caracterizacion de microorganismos con capacidad fermentativa en el proceso de
elaboracion de la chicha del Yamor [Tesis de ingenieria, Universidad Tecnolégica
Equinoccial], 2016).

En estos productos, la fermentacién es un proceso importante, ya que ocurre una
transformacion quimica de compuestos los primarios en metabolitos secundarios como
acidos organicos, vitaminas y péptidos antimicrobianos o bacteriocinas que ofrecen
beneficios para la salud (Cuvas-Limon, et al., 2020). Las bacteriocinas son proteinas
antimicrobianas producidas por ciertas cepas de bacterias, generalmente acido lacticas y
son una forma potencialmente prometedora de combatir las infecciones bacterianas en
humanos y animales (Castellanos-Rozo, et al., 2022).

En este contexto, la presente investigacion se enfoca en la obtencion de
bacteriocinas a partir de la Chicha del Yamor utilizando distintas fuentes de carbono y en
evaluar su aplicacion como agente antimicrobiano, la bacteria acido lactica fue identificada
mediante la secuenciacién del gen 16S, a su vez se realizd una fermentaciéon variando las
concentraciones de cuatro sustratos con el fin de favorecer la produccién de bacteriocinas

y se realiz6 un antibiograma para evaluacion su actividad antimicrobiana.
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Objetivos

Objetivo General

e Obtener bacteriocinas a partir de una bebida fermentada tradicional de la sierra
ecuatoriana (Yamor) considerando distintas fuentes de carbono, para su aplicacion

como agente antimicrobiano

Objetivos especificos

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas y microbiologicas de la bebida Yamor

(Chicha).

e Evaluar la adicion de distintas fuentes de carbono para el enriguecimiento de
chicha Yamor, en el proceso fermentativo de la produccion de bacteriocinas para

la estandarizacion de paradmetros cinéticos microbianos.

e Determinar la concentracién 6ptima de las fuentes de sustratos para el proceso

fermentativo de la produccion de bacteriocinas de la Chicha Yamor.

e Establecer las condiciones para la produccién de bacteriocinas evaluando los

parametros cinéticos en distintos tiempos de fermentacion

o Estudiar la actividad antagonista que generan las bacteriocinas obtenidas de la

bebida fermentada tradicional (Yamor), en distintos microorganismos patégenos.
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Hipotesis

Disefio AxBxC

Hipotesis Factor A (Fuentes de carbono)

HO: La adicién de fuentes de carbono no influye en los pardmetros cinéticos del
proceso fermentativo para la produccion de bacteriocinas
Ha: La adicion de fuentes de carbono influye en los pardmetros cinéticos del

proceso fermentativo para la produccion de bacteriocinas

Hipotesis Factor B (Concentracion de sustratos)

HO: La concentracion de sustratos no influye en el proceso fermentativo de la
produccion de bacteriocinas
Ha: La concentracion de sustratos influye en el proceso fermentativo de la

produccion de bacteriocinas

Hipdtesis Factor C (Tiempo de fermentacion)

HO: El tiempo de fermentacion no influye en los pardmetros cinéticos de la
produccion de bacteriocinas
Ha: El tiempo de fermentacion influye en los parametros cinéticos de la produccion

de bacteriocinas

Hipotesis Interaccion AxB (Fuentes de carbono*Concentracion de sustratos)

HO: El efecto de las interacciones entre los factores fuentes de carbono y
concentracion de sustratos no influyen en los parametros cinéticos de la
produccion de bacteriocinas

Ha: El efecto de las interacciones entre los factores fuentes de carbonoy
concentracion de sustratos influyen en los parametros cinéticos de la produccién

de bacteriocinas
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Hipo6tesis Interaccién AxC (Fuentes de carbono*Tiempo de fermentacion)

o HO: El efecto de las interacciones entre los factores fuentes de carbono y tiempo
de fermentacion no influyen en los pardmetros cinéticos de la produccién de
bacteriocinas

e Ha: El efecto de las interacciones entre los factores fuentes de carbono y tiempo
de fermentacion influyen en los parametros cinéticos de la produccion de

bacteriocinas

Hipotesis Interaccion BxC (Concentracion de sustratos*Tiempo de fermentacion)
e HO: El efecto de las interacciones entre la concentracion de sustratos y el tiempo
de fermentacion no influyen en los parametros cinéticos de la produccion de
bacteriocinas
e Ha: El efecto de las interacciones entre la concentracion de sustratos y el tiempo
de fermentacion influyen en los parametros cinéticos de la produccion de

bacteriocinas

Hipotesis Interaccion AxBxC (Fuentes de carbono*Concentracion de
sustratos*Tiempo de fermentacion)

e HO: El efecto de las interacciones entre las fuentes de carbono, la concentracion
de sustratos y el tiempo de fermentacion no influyen en los parametros cinéticos
de la produccion de bacteriocinas

e Ha: El efecto de las interacciones entre las fuentes de carbono, la concentracion
de sustratos y el tiempo de fermentacion influyen en los parametros cinéticos de la

produccion de bacteriocinas
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Disefio AxB
Hipotesis Factor A (Tipo de solucién)
e HO: El tipo de solucién no influye en la actividad antagonista generada por las
bacteriocinas obtenidas de la bebida Yamor
e Ha: El tipo de solucién influye en la actividad antagonista generada por las

bacteriocinas obtenidas de la bebida Yamor

Hipotesis Factor B (Microorganismos patdgenos)
e HO: La inhibicion de los microorganismos patégenos no se ve influenciada por la
actividad antagonista de las bacteriocinas
e Ha: Lainhibicion de los microorganismos patégenos se ve influenciada por la

actividad antagonista de las bacteriocinas

Hipo6tesis Interaccién AxB (Tipo de soluciéon * Microorganismos patégenos)
e HO: El efecto de las interacciones entre los factores tipo de solucion y
microorganismos patégenos no influyen en la actividad antagonista.
e Ha: El efecto de las interacciones entre los factores tipo de solucién y

microorganismos patogenos influye en la actividad antagonista.



31

Capitulo Il

Revision de literatura
Bebidas fermentadas

Las bebidas fermentadas son aquellos productos que han sido sometidos a
procesos de transformacion bioguimica por la accion de microorganismos o0 enzimas, que
descomponen los carbohidratos en una variedad de compuestos, a este fenomeno se lo
denomina fermentacion (Voidarou, et al., 2021). Los procesos microbianos que ocurren
durante la fermentacién tienden a mejorar de forma natural las propiedades de los
alimentos fermentados, por ello, estos productos tienen varias ventajas como una mayor
vida util, mejoras en las propiedades organolépticas, eliminacion de ingredientes no
deseados o0 nocivos en las materias primas, mejoras en las propiedades nutricionales,
reduccion del tiempo de coccion y mayor capacidad antioxidante in vitro, por estas
razones, las bebidas fermentadas cumplen un papel importante en la dieta humana
(Sharma, Garg, Kumar, Bhatia, & Kulshrestha, 2020).

La chicha, es un ejemplo de este tipo de bebidas, la cual es un producto autdctono
mas importante y antiguo de Sudameérica, originaria de ciertos paises de la region Andina,
incluyendo Ecuador, Bolivia 'y Peru, asi como algunas areas de Brasil, Argentina,
Venezuela, Chile y Colombia. Su produccion es un aspecto clave de las festividades
religiosas, sociales e incluso politicas de estas comunidades. Se trata de bebidas no
destiladas que pueden o no estar fermentadas, en caso de estarlo, su contenido de
alcohol rara vez supera el 5%, aunque esto puede variar hasta el 12%, dependiendo del
método de produccion utilizado (Chavés-Lopez, et al., 2014).

Ademas, se conoce que las poblaciones indigenas de Colombia, Perua, Bolivia'y
Ecuador utilizan comunmente el cacao, el maiz y la yuca como sustratos para producir

bebidas fermentadas (Faria-Oliveira, et al., 2015). Estos ingredientes se cultivan en las
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condiciones climaticas locales y se procesan de manera artesanal, lo que puede dar lugar
a variaciones en la calidad del producto final. Para su preparacién, la mayoria de estos
ingredientes requiere una coccion previa de los granos, seguida de un proceso de
triturado y filtrado (Marsh, Hill, Ross, & Cotter, 2014).

Figura 1

Clasificacion de las bebidas fermentadas

Fermentadas

‘ Bebidas ‘

Lacteas

I |

Leche: vaca, cabra,
oveja, camello, yak

A partir de otros
sustratos

I A partir de cerales

Fermentadas con
bacterias acido lacticas
(BAL)

Fermentadas con
bacterias acido lacticas
(BAL) + Hongos

Maiz, sorgo, arroz, mijo,
cebada, avena,
centeno, trigo, etc.

Frutas, vegetales,
leguminosas, té, otros

(Levaduras, mohos)

\\ Fermentadas con
Tipos: termdfilas, Tipos: alkcohdlicas, levaduras yo bacterias
acido-lacticas

Pueden ser alcohdlicas
o no alcohodlicas

probidticas, mesofiicas enmohecidas

Nota. Descripcion de las bebidas lacteas y no lacteas. Tomado de (Grijalva Vallejo, 2019).

Como se describe en la Figura 1, las bebidas fermentadas se clasifican en lacteas
y no lacteas. Las bebidas lacteas son ampliamente conocidas y consumidas en todo el
mundo debido a su popularidad en la cultura occidental y asociacion con la salud, en
especial aquellas que contienen bacterias acido lacticas, se conoce que el consumo de
estos productos proporciona diversos beneficios ya que se caracterizan por sus
propiedades antimicrobiana y antitumorales, asi como la estimulacion del sistema
inmunoldgico (Carballo-Marrero, Martinez-Rodriguez, Pérez, & Moya, 2019). Por otra
parte, las bebidas no lacteas son muy populares en las regiones tropicales, son

elaboradas a partir de materias primas como cereales, frutas, verduras, entre otros
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sustratos, ademas, son productos ricos en probioticos y prebioticos (Vilela, Cosme, &
Ines, 2020).
Chicha del Yamor

La chicha del Yamor es una bebida ancestral que se originoé entre los otavalefios,
aunque también se relaciona con la cultura kichwa. Antiguamente, se utilizaba para
ceremonias y curaciones. Aunque no existe una fiesta indigena especifica en relacién al
Yamor, esta festividad nacié mestiza y representa la identidad del pueblo. La chicha del
Yamor es una bebida antiquisima cuya procedencia es desconocida, pero se sabe que
fue elaborada por los kichwas Otavalo. Los ingredientes que la conforman incluyen siete
tipos de maiz y miel de panela para obtener su caracteristico sabor natural y dulce. La
preparacion es lenta y se realiza tradicionalmente en lefia, cocinandose durante
aproximadamente 12 horas y dejandose reposar en toneles de roble. Esta bebida es alta
en nutrientes y beneficia la salud en términos antioxidantes, digestivos, nutricionales, de la
flora intestinal y del sistema inmunoldgico. Es elaborada una vez al afio por un grupo de
personas que protegen y revalorizan esta bebida, y se ofrece tanto a propios como a
extrafos, lo que atrae a visitantes de otras etnias, como los kichwas Cayambi. La chicha
del Yamor es parte de un complejo rito de agradecimiento y celebracién por el ciclo
agrario andino, y representa una expresion de la identidad cultural otavalefia (Insuasti-
Pérez, 2018).
Variedades de maiz empleados en la Chicha del Yamor
Maiz morado

El maiz morado (Zea mays L.) es un cultivo y alimento comun en los Andes de
América del Sur, especialmente en Per(, Ecuador, Bolivia y Argentina. Este maiz es Gnico
en el mundo por su color morado a negro en granos, coronta y bracteas, gracias a su alto
contenido de antocianinas. Estos pigmentos son compuestos hidrosolubles pertenecientes

al grupo de los flavonoides, que poseen propiedades antioxidantes y anticancerigenas. El
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maiz morado contiene principalmente cianidina-3--glucdsido, pelargonidina-3-O-f3-D-
glucésido, peonidina-3-O-f-D-glucésido y sus derivados malonilglucdsidos, que se
encuentran en la coronta en mayor cantidad que en la cascara del grano. Ademas, el
maiz morado tiene un alto contenido de proteinas y minerales en comparacion con otros
tipos de maiz, lo que lo hace altamente valorado. El consumo de maiz morado se
relaciona indirectamente con beneficios para la salud debido a su contenido de
antioxidantes que pueden retrasar el dafio causado por los radicales libres y reducir el
riesgo de enfermedades como el cancer, la neurodegeneracion y la inflamacion (Sanchez
& Castro-Vargas, 2023).
Maiz morocho

El morocho es un tipo de grano que pertenece a la familia del maiz, el cual se
caracteriza por ser blando y facil de moler. Su composicion es una fragil unién de
proteinas, almidén y bolsas de aire, lo que permite que, al cocinarlo, absorba con facilidad
liquidos del medio en el que se encuentra, especialmente si contiene lipidos como la
leche de vaca. Al cocerse, su almidon se desprende de las proteinas expuestas, lo que
hace que sea débil ante la energia transmitida. EI morocho es una variedad de maiz de
grano grande y duro, con una mazorca de color blanco. En Quichua, se le conoce como
"muruchu". En Ecuador, el morocho se utiliza en varias recetas tipicas, como la sopa de
morocho, la bebida dulce de morocho, empanadas y coladas. Después de ser
decorticado, el maiz blanco o mote se consume en granos. Esta variedad de maiz es rica
en vitaminas, proteinas, fibras y sales minerales. El morocho es una variedad de maiz
mejorada que se cultiva en la Sierra ecuatoriana, especificamente en las provincias de
Pichincha, Cotopaxi, Imbabura y Chimborazo (Bolafios Vaca; Rubio Mero, 2020).
Maiz canguil

El maiz canguil es un cereal de grano, perteneciente a los siete tipos de maiz

originarios del continente americano. A diferencia de los otros tipos de maiz, el canguil es
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el Unico que tiene la particularidad de estallar. Se trata de una forma extrema del maiz,
que posee endospermo duro en la mayor parte del grano, y una pequefia cantidad de
almidon blando en la base del mismo. Los granos del canguil son pequefios y presentan
un pericarpio grueso, variando en forma de redondos a oblongos. Al ser sometido a calor,
el grano estalla 'y el endospermo se expande. La planta de maiz canguil es de tamafio
bajo, con tallos débiles y maduracion temprana. A pesar de producir mas de dos
mazorcas pequefias, su rendimiento en peso es bajo en comparacion a otros tipos de
maiz, aunque no en numero de granos (Aguilar Cortez, 2019).
Maiz chulpi

El maiz chulpi es un grano apetecido por su gran sabor, y es conocido por otros
nombres como chullpi y Zea Mays Amylosaccharata. Este maiz se obtiene de una
siembra en la region sierra y se caracteriza por su forma alargada y su color amarillo
intenso debido al alto valor en betacaroteno presente en la mazorca. A medida que
madura, el grano se vuelve arrugado. El maiz chulpi tiene multiples beneficios, siendo un
buen antioxidante, rico en carbohidratos y fibra, vitaminas y minerales como magnesio,
hierro y fésforo, que fortalecen los tejidos musculares y ayudan en la digestion. Ademas,
es capaz de disminuir el colesterol y metabolizar grasas a largo plazo, siendo una opcién
saludable para incluir en la dieta (Maza Martinez, 2021).
Maiz blanco

El maiz blanco harinoso se cultiva en la parroquia San José de Chazo, en el
canton Guano de la provincia de Chimborazo. Este tipo de maiz es de gran importancia
econdémica ya que es muy valorado en el mercado para su consumo y comercializacién
(Obando Arequipa, 2019). Es un maiz suave, semidentado o corona redonda, y
generalmente se utiliza como alimento humano. Algunas variedades se emplean en la

elaboracion de platos especiales y bebidas (Baca-Armas, Caracterizacion de
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microorganismos con capacidad fermentativa en el proceso de elaboracion de la chicha
del Yamor [Tesis de ingenieria, Universidad Tecnolégica Equinoccial], 2016).
Maiz amarillo

El maiz, originario de América, es un cereal fundamental en la alimentacion
mundial. Este tipo de maiz es utilizado tanto para consumo humano directo como para la
alimentacion de animales destinados a la produccién de carne, debido a su alta
conversion alimenticia. El maiz es un cereal muy versatil en cuanto a su uso industrial,
siendo el mas utilizado para la produccion de productos basicos como almidén, dextrosa,
jarabes y solubles. El grano de maiz se caracteriza por tener un endospermo corneo y
duro en su parte externa, rodeado de una porcion interna de almidon suave que se
extiende hacia la parte superior del grano, lo que le da su apariencia dentada
caracteristica (INIA, 2020).
Maiz jora

La jora es una forma especifica de maiz amarillo que ha pasado por un proceso de
malteado que incluye hidratacion, secado, germinacion, tostado y molienda en harina.
Esta harina se utiliza como ingrediente en algunos alimentos, particularmente en la
elaboracion de bebidas fermentadas tradicionales, como la chicha de Jora y la chicha del
Yamor (Baca-Armas, Caracterizacion de microorganismos con capacidad fermentativa en
el proceso de elaboracion de la chicha del Yamor [Tesis de ingenieria, Universidad
Tecnologica Equinoccial], 2016).
Fermentacion

La fermentacion es un proceso que implica la descomposicién de moléculas
organicas grandes en moléculas mas simples mediante la accién de microorganismos,
como las enzimas de levadura que convierten azUcares y almidones en alcohol y las
proteinas en péptidos y aminoacidos. Estas acciones microbianas o enzimaticas

fermentan los alimentos y conducen a cambios bioquimicos deseables que mejoran la
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calidad de los alimentos, como el mayor valor nutricional, los sabores y aromas mejorados
y una apariencia atractiva (Xiang, Sun-W aterhouse, Waterhouse, Cui, & Ruan, 2019).
Ademas, los microorganismos juegan un papel importante en la fermentacion de los
alimentos al mostrar cambios en las propiedades quimicas y fisicas de los alimentos,
también son responsables del mayor valor nutricional de los alimentos fermentados, ya
gue los microorganismos son tanto catabdélicos como anabdlicos, descomponen
compuestos complejos y sintetizan vitaminas complejas y otros factores de crecimiento
(Melini, Melini, Luziatelli, Ficca, & Ruzzi, 2019), por ello son considerados los principales
factores que influyen en los alimentos fermentados al igual que la composicion de los
sustratos. Ademas, para todos los alimentos y bebidas fermentados que se han
identificado, la bacteria del acido lactico (LAB) es la microbiota dominante y se considera
la parte mas critica que contribuye a los efectos beneficiosos en productos (Sharma,
Garg, Kumar, Bhatia, & Kulshrestha, 2020).
Bacterias acido lacticas
Generalidades

Las bacterias del acido lactico (BAL) son un conjunto de bacterias que se
caracterizan por ser grampositivas, no formadoras de esporas, no moviles, tolerantes a
los acidos, aerotolerantes, y se destacan por producir acido lactico (LA) como su principal
producto metabdlico final cuando fermentan carbohidratos, especialmente la glucosa
(Mora-Villalobos, et al., 2020). Existen varios géneros de bacterias del acido lactico, entre
ellos Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Aerococcus,
Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella. De todos ellos, Lactobacillus es el género
mas grande, con mas de 10 especies que se encuentran en abundancia en sustancias

ricas en carbohidratos (Khalid, 2011).
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Debido a la falta de un sistema respiratorio funcional, las BAL obtienen energia a
través de la fosforilacién a nivel de sustrato y utilizan dos vias metabdlicas para la
fermentacion de hexosas: la homofermentativa y la heterofermentativa. La primera via se
basa en la glucdlisis y produce principalmente LA, mientras que la segunda, conocida
como la via de las pentosas fosfato, produce CO 2 y etanol o acetato, ademas de LA, asi
como se observa en la figura 2 (Mokoena, 2017).

Figura 2

Procesos metabdlicos de las bacterias acido lacticas
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Métodos de identificacion

Tincién Gram

El propésito de esta técnica es la clasificacion de bacterias basandose en su pared
celular, distinguiendo entre Gram negativas y Gram positivas, lo que permite observar la
morfologia bacteriana. Los resultados de la tincién diferencial se basan en las
caracteristicas de la pared celular de las bacterias, como su morfologia que puede ser de
distintas formas, incluyendo bacilos, cocos, coco-bacilos, entre otros (Rodriguez
Gonzélez, 2009). En el caso de las bacterias del &cido lactico, se ha demostrado que son
Gram positivas, no formadoras de esporas, no motilidad, y con forma de cocos, ademas
de carecer de catalasa. Ademas, se ha observado que también pueden tener forma de
bacilos con diferentes dimensiones, y son anaerobias facultativas y se pueden clasificar
en heterofermentativas y homofermentativas (Parra Huertas, 2010). Para realizar la
tincién se requiere la utilizacién de colorantes, agua, alcohol y calor, con el objetivo de
tefiir la muestra bacteriana, eliminar los excesos de los reactivos y fijar la muestra en cada
etapa del proceso (Rodriguez Gonzalez, 2009).

Prueba de catalasa

Esta prueba es capaz de eliminar los productos toxicos del oxigeno producidos por
ciertas bacterias gracias a la enzima catalasa, que descompone el peréxido de hidrégeno.
En el caso especifico del género Lactobacillus, se sabe que es catalasa negativa, debido
a que sus especies son anaerobias facultativas y carecen de esta enzima. Para realizar la
prueba, se requiere tomar una muestra de la colonia sobre un portaobjetos y afiadir agua
oxigenada. Los resultados se diferencian por la presencia de burbujas en caso de ser
positivo o la ausencia de burbujas en caso de ser negativa (Rodriguez Gonzalez, 2009).
Bacteriocinas

Las bacteriocinas son proteinas o péptidos cortos que se producen en los

ribosomas y tienen la capacidad de inhibir bacterias. Estas sustancias estan
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estrechamente ligadas a la cepa que las produce y actiian destruyendo las células
bacterianas que tienen receptores especificos en su superficie (Sugrue, O'Connor, Hill,
Stanton, & Ross, 2020). Dependiendo de la capacidad de la bacteriocina para inhibir a
otras bacterias, se clasifican como de espectro reducido o de amplio espectro, el primer
caso ocurre cuando las bacteriocinas producidas por una bacteria solo inhiben a otras
bacterias de la misma especie, mientras que, el segundo caso se da cuando pueden
inhibir bacterias de otros géneros. Ademas, es notable que las células bacterianas
productoras de bacteriocinas son inmunes a sus propias sustancias antimicrobianas,
gracias a la produccion de proteinas de inmunidad especificas por las células huésped
(Juturu & Wu, 2018).
Clasificacion

Las bacteriocinas producidas por LAB suelen ser moléculas hidrofébicas o
anfifilicas con carga positiva compuestas por 20 a 60 residuos de aminoacidos. Las
bacteriocinas de bacterias Gram-positivas se dividen generalmente en tres clases. La
clase | incluye lantibiéticos, pequefios péptidos que contienen aminoacidos inusuales y se
subdividen en Tipo A y Tipo B segun su estructura quimica y actividad antimicrobiana. Los
lantibiéticos de Tipo A son péptidos alargados con carga positiva, mientras que los
lantibiéticos de Tipo B son péptidos mas pequefios con una carga negativa o neta nula.
Las bacteriocinas de Clase Il son péptidos no modificado, estables al calor y que no
contienen lanthionine, y pueden dividirse en tres subgrupos, incluyendo los péptidos tipo
pediocina de Clase llay las bacteriocinas de Clase Ilb que requieren dos péptidos
diferentes para su actividad. Las bacteriocinas de Clase Il son proteinas grandes y labiles
al calor, y se ha sugerido una cuarta clase de bacteriocinas complejas que requieren
moieties de carbohidratos o lipidos para su actividad, pero no se han caracterizado

adecuadamente (Davidson, Taylor, & David, 2021).
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Propiedades bioguimicas de las bacteriocinas

Las bacteriocinas producidas por BAL suelen ser estables a pH acido o neutro, lo
gue sugiere que pueden estar adaptadas a su entorno natural. Sin embargo, existen
excepciones como la nisina y la lactoestreptocina, cuya actividad antimicrobiana es
altamente dependiente del pH, alcanzando la nisina su méaxima estabilidad y solubilidad a
pH 2,0 y volviéndose inactiva a pH 7,0. A diferencia de estas, otras bacteriocinas pueden
mantener su actividad en un rango de pH entre 4,2 y 5,0 pero inactivarse a pH de 7,0 a
8,0. A pesar de esto, algunas bacteriocinas han demostrado ser resistentes a un rango de
pH entre 3,0 y 9,0 (Martin Katusic, 2002).
Produccion y secrecion de bacteriocinas

La produccién de bacteriocinas esta estrechamente relacionada con el crecimiento
y la actividad fisiol6gica de la cepa productora. Ademas, la cantidad de bacteriocina
producida esta correlacionada con la biomasa obtenida. Para determinar la cantidad de
bacteriocina que se producira, se debe tener en cuenta la naturaleza de la cepa
productora, la composicién del medio de cultivo (fuentes de nitrégeno, carbono y fosforo),
las condiciones de fermentacion (tiempo de crecimiento, temperatura, pH inicial y final, y
agitacion). En particular, el pH y la temperatura del medio son fundamentales para la
produccion de bacteriocinas por algunas BAL (Wu, Yin, & Jiang, 2004).
Mecanismo de accion

La accion de las bacteriocinas depende de varios factores como la composicion de
la membrana citoplasmatica, la estructura y expresion de proteinas de inmunidad y la
composicién quimica del ambiente. Un mecanismo comun de accion de las bacteriocinas
producidas por bacterias lacticas es la formacion de poros en la membrana citoplasmica
de células sensibles, lo que causa la liberacion de compuestos y iones como el ATP y K,
lo que afecta la fuerza motriz de protones necesaria para la produccion de energia 'y

sintesis de proteinas o acidos nucleicos. Esta pérdida de sustancias lleva a la disminucion
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de la sintesis de ADN, ARN y proteinas, lo que conduce a la inhibicién o muerte celular
(Agudelo Londofio, 2013).
Aplicaciones

Las bacteriocinas tienen aplicaciones importantes en la salud humana,
especialmente en el uso de los productores de bacteriocinas como probiéticos. Los
probidticos son cepas no téxicas y no patégenas que ofrecen beneficios al huésped, ya
gue pueden sobrevivir y mantener la actividad metabdlica en el ambiente intestinal
durante periodos prolongados de almacenamiento. Los probioticos tienen la capacidad de
producir antimicrobianos, competir por nutrientes, destruir patdgenos de forma competitiva
y modular el sistema inmunoldgico. Las bacterias del acido lactico, E. coli no patdgena,
bacilos y levaduras son algunos de los probioticos utilizados en la vida diaria. Ademas, los
probioticos producen diversas sustancias antibacterianas, como bacteriocinas, acidos
grasos de cadena corta y peréxido de hidrégeno, para inhibir los patégenos
gastrointestinales (Zimina, et al., 2020).

Otra de las aplicaciones es en la conservacion de alimentos donde la industria
alimentaria ha investigado extensamente el uso de estas sustancias en productos lacteos,
huevos, vegetales y productos carnicos. Ademas de su papel en la conservacién de
alimentos, las bacteriocinas también pueden mejorar la calidad de los mismos y sus
propiedades sensoriales, como aumentar la tasa de protedlisis o prevenir el defecto de
gasificacion en el queso. El envasado bioactivo es otra aplicacion de las bacteriocinas,
donde se utiliza este proceso para proteger los alimentos de contaminaciones externas, 1o
gue resulta en una mejora de la seguridad alimentaria y prolongacién de la vida util

(Negash & Tsehai, 2020).
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Métodos para evaluar la actividad de bacteriocina en ensayos in vitro
Método de difusion de discos

En la actualidad, hay distintos métodos in vitro que se utilizan para investigar la
actividad antimicrobiana de agentes terapéuticos. Uno de ellos es el método de difusion
de discos, que fue desarrollado por Heatley en 1940. Este procedimiento consiste en
sembrar el in6culo bacteriano sobre la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton y
colocar sobre ella discos de papel filtro impregnados con diferentes concentraciones del
producto que se esta evaluando. El producto se difunde desde el disco hacia el agar,
inhibiendo el crecimiento del microorganismo y formando halos de inhibicion de diferentes
tamaros. La medicion de estos halos permite obtener resultados semicuantitativos y
clasificar a las bacterias como susceptibles, intermedias o resistentes en funcion del
tamafio del halo de inhibicion (Balouiri, Moulay, & Ibnsouda, 2016).
Método de difusion en pozo de agar

El método de difusién en pozos de agar es comunmente utilizado para examinar la
efectividad antimicrobiana de plantas o extractos microbianos. El proceso es similar al del
método de difusion en disco, donde se extiende una cantidad de in6culo microbiano sobre
la superficie de la placa de agar. Luego, se hace un agujero aséptico de 6 a 8 mm de
diametro con un sacacorchos estéril 0 una punta y se afiade un volumen (20-100 uL) de la
solucién antimicrobiana. Las placas de agar se incuban en condiciones apropiadas segun
el microorganismo utilizado en la prueba, y el agente antimicrobiano se difunde en el
medio de agar, reprimiendo el crecimiento de la cepa microbiana en examen (Balouiri,

Moulay, & Ibnsouda, 2016).



Capitulo 1lI

Metodologia
Ubicacion del area de investigacion

Ubicacién politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tséachilas
Canton: Santo Domingo

Parroquia: Luz de América

Sector: Via Quevedo, Km 24

Ubicacién ecolégica

Zona de vida: Bosque humedo tropical

Altitud: 224 msnm

Temperatura media: 24,6 °C

Precipitacion: 2860 mm afio

Humedad relativa: 85 %

Heliofania; 680 horas luz afio

Suelos: Franco Arenoso

Fuente: Estacion Agro Meteoroldgica “Puerto Ila”, Via Quevedo km 34.
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Ubicacion geografica
El presente proyecto de Integraciéon Curricular se realizé en las instalaciones de la
Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE” Extensién Santo Domingo, especificamente

en los laboratorios de Bromatologia y Microbiologia de los Alimentos.

Latitud: 00° 24" 36"

Longitud: 79° 18 43"

Altitud: 270 msnm

Figura 3

Mapa de la ubicacién geogréfica del lugar de investigacion
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Materiales
Elaboracién de la bebida fermentada tradicional “Chicha del Yamor”
Tabla 1

Instrumentos utilizados en la elaboracion de la bebida tradicional "Chicha del Yamor"

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Moledor Cedazos Agua Canguil
Cocina de lefia Ollas Morocho
Sistema de fermentacion  Revolvedor de madera Maiz negro
Lefa Maiz amarillo
Chulpi
Jora
Maiz blanco

Caracterizacion fisicoquimica de la “Chicha del Yamor”
Determinacion de pH.
Tabla 2

Instrumentos utilizados para la determinacion del pH de la Chicha del Yamor

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Potenciometro Piseta Agua destilada Fermentado de la
Vaso de precipitacion 25 ml Chicha del Yamor

Probeta de 25 ml
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Determinacion de acidez.
Tabla 3

Instrumentos utilizados para la determinacion de la acidez titulable de la Chicha del Yamor

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Potencidmetro Probeta 25 ml NaOH 0,1 N Fermentado de la
Kit de titulacion Balon de aforo de 250 ml Agua destilada  Chicha del Yamor
Plato agitador Piseta

Vaso de precipitacion 50 ml

Agitador magnético

Determinacion de densidad relativa
Tabla 4
Instrumentos utilizados para la determinacion de la densidad relativa de la Chicha del

Yamor

Equipos Insumos Reactivos Muestra

Balanza analitica Picnémetro Agua destilada Fermentado de la Chicha

Piseta del Yamor

Determinacion de grados alcohdlicos
Tabla 5
Instrumentos utilizados para la determinacion de los grados alcohélicos de la Chicha del

Yamor

Insumos Muestra

Alcohdlimetro Fermentado de la Chicha del Yamor

Probeta 500 ml
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Determinacion de sélidos solubles

Tabla 6

Instrumentos utilizados para la determinacion de soélidos solubles de la Chicha del Yamor

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Refractometro Gotero Agua destilada Fermentado de la Chicha
Piseta del Yamor

Determinacion de densidad Optica

Tabla 7

Instrumentos utilizados para la determinacion de la densidad 6ptica de la Chicha del

Yamor

Equipos Insumos Reactivos Muestra

Espectrofotometro  Celdas de cuarzos Agua destilada Fermentado de la

Piseta Chicha del Yamor

Caracterizacion microbiolégica de la “Chicha del Yamor”
Recuento de mohos y levaduras, bacterias acido lacticas y aerobios
mesofilos

Tabla 8

Instrumentos utilizados para el conteo de mohos y levaduras, bacterias &cido lacticas y

aerobios mesofilos de la Chicha del Yamor

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Camara de flujo laminar Petrifilm Agua de peptona  Fermentado de la
Vortex Tubos de ensayo Chicha del Yamor

Balanza analitica Frasco para medio
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Equipos Insumos Reactivos Muestra
Autoclave Gradilla
Plato agitador y Puntas
calentador Micropipeta
Incubadora Espacidor Petrilfilm

Contador de colonias

Rotulador
Mechero

Barra magnética

Siembra de muestra de bebida fermentada “Chicha del Yamor”

Tabla 9

Instrumentos utilizados para la siembra de la muestra de la bebida Chicha del Yamor

Equipos

Insumos Reactivos

Muestra

Camara de flujo laminar

Vortex
Balanza analitica
Autoclave
Plato agitador y
calentador

Incubadora

Tubos de ensayo
Frasco para medio
Gradilla
Puntas
Micropipeta
Cajas Petri
Parafilm
Fundas ziploc
Asa de Brigalski
Rotulador
Mechero

Barra magnética

Agua de peptona

MRS Agar

Fermentado de la

Chicha del Yamor
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Aislamiento de bacterias acido lacticas de la bebida Yamor (Chicha)

Tabla 10

Recursos utilizados para el aislamiento de bacterias &acido lacticas de la bebida Yamor

(Chicha)
Equipos Insumos Reactivos Muestra
Céamara de flujo laminar ~ Frasco para medio MRS Agar Siembra del
Balanza analitica Cajas Petri fermentado de la
Autoclave Parafilm Chicha del Yamor
Plato agitador y Fundas ziploc
calentador Asa bacteroldgica
Incubadora Rotulador
Mechero

Barra magnética

Identificacién de bacterias acido lacticas

Tincion Gram

Tabla 11

Instrumentos utilizados para la tincion de bacterias &acido lacticas de la bebida Yamor

(Chicha)

Equipos

Insumos Reactivos

Muestra

Céamara de flujo laminar
Autoclave

Microscopio

Asa bacterologica Lugol

Rotulador Alcohol cetona
Portaobjetos Safranina

Mechero Cristal violeta

Piseta Agua destilada

Siembra del
fermentado de la

Chicha del Yamor
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Equipos Insumos Reactivos Muestra
Goteros
Prueba de catalasas
Tabla 12
Instrumentos utilizados para la prueba de catalasas
Equipos Insumos Reactivos Muestra
Céamara de flujo laminar ~ Asa bacteroldgica Peroxido de Siembra del
Autoclave Rotulador hidrégeno fermentado de la
Portaobjetos Chicha del Yamor
Mechero
Goteros

Conservacion de la bacteria acido lactica identificada

Tabla 13

Instrumentos utilizados para la conservacion de la BAL identificada

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Céamara de flujo laminar Micropipeta Glicerol Inoculado de la
Autoclave Puntas bacteria acido lactica
Rotulador indentificada
Mechero
Goteros

Tubos eppendorf




52

Cinética de crecimiento bacteriano
Preparacion del in6culo
Tabla 14

Instrumentos utilizados para la preparacion del in6culo

Equipos Insumos Reactivos Muestra

Céamara de flujo laminar Matraz de 200 ml MRS caldo Bacteria acido

Balanza analitica
Autoclave
Plato agitador y
calentador

Incubadora

Frasco paramedio = Agua destilada
Rotulador
Mechero

Asa bacteriologica

Barra magnética
Parafilm
Algodon
Cinta masking

Probeta

lactica identificada

Establecimiento del sistema de fermentaciéon

Tabla 15

Instrumentos utilizados para el establecimiento del sistema de fermentacion

Equipos

Insumos Reactivos

Muestra

Céamara de flujo laminar
Balanza analitica
Autoclave
Plato agitador y

calentador

Matraz de 250 ml MRS caldo

Frasco para medio Agua destilada

Micropipeta Glucosa
Puntas Fructosa
Rotulador Lactosa

In6culo de la
bacteria acido

lactica identificada
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Equipos Insumos Reactivos

Muestra

Incubadora Mechero Sacarosa
Barra magnética
Parafilm
Algoddn
Cinta masking
Probeta

Sistema de muestreo

Determinacion de parametros cinéticos

Tabla 16

Instrumentos utilizados para la determinacion de los parametros cinéticos a evaluar

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Kit de titulacion Celdas de cuarzo NaOH 0,1IN Fermentado de
Potenciometro Gotero Agua destilada los distintos
Plato agitador Piseta medios de cultivo
Espectrofotometro Probeta de 25 ml

Refractometro Vaso de precipitacion de 50
ml
Balon de aforo de 250 ml

Barra magnética




54

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de la bacteria acido lactica
Obtencidon de solucién libre de células
Tabla 17

Instrumentos utilizados para la obtencion de la solucion libre de células

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Centrifuga Tubos de ensayo NaOH 0,1N Fermentado de
Camara de flujo laminar ~ Frasco de vidrio de 50 Agua destilada los distintos
Potenciometro mi medios de cultivo
Kit de titulacion Jeringa de 10 ml
Plato agitador Barra magnética
Autoclave Papel filtro
Embudo
Rotulador

Replicacién de las bacterias patégenas
Tabla 18

Instrumentos utilizados para la replicacion de las bacterias patdgenas

Equipos Insumos Reactivos Muestra
Céamara de flujo laminar Cajas petri MRS Agar Banco de
Plato agitador y Frasco para medio Agua destilada  microorganismos
calentador Barra magnética patégenos
Autoclave Parafilm
Balanza analitica Rotulador
Vortex Asa bacteriol6gica

Incubadora




Antibiograma
Tabla 19

Instrumentos utilizados para la realizacién del antibiograma
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Equipos Insumos Reactivos Muestra
Céamara de flujo laminar Cajas petri Agar Mueller - Solucion libre de
Plato agitador y Frasco para medio Hinton células

calentador Sacabocados Agua destilada  Solucion MO de
Autoclave Barra magnética patdégenos
Balanza analitica Parafilm
Vortex Rotulador
Incubadora Hisopos estériles
Micropipeta
Puntas

Vaso de precipitacion

de 25 ml
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Métodos
Elaboracién de la bebida fermentada tradicional “Chicha del Yamor”

La preparacion de la Chicha del Yamor fue guiada por la sefiora Anita Albuja,
propietaria del restaurante “El auténtico Yamor” ubicado en la ciudad de Otavalo. Para
este proceso, se seleccionaron los mejores granos de morocho, canguil, maiz amarillo,
chulpi, maiz blanco, maiz negro y jora. Luego, estos granos fueron tostados y molidos con
el fin de convertirlos en harina. Se procedio a diluir la harina en agua a temperatura
ambiente y se coloc6 esta mezcla en ollas que contenian agua hirviendo. La coccion tarda
aproximadamente 12 horas. Una vez finalizado este tiempo, se procedio a cernirlos en
tres diferentes cedazos, el mosto resultante se va a utilizo en la investigacion. Ademas,
cabe mencionar que la preparacion fue realizada en una cocina de lefia.

Figura 4

Proceso de elaboraciéon de la Chicha del Yamor
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Maiz blanco

Chulpi
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Fermentacion de la Chicha del Yamor

Para comenzar el proceso de fermentacion, se coloc6 el mosto obtenido en un
fermentador compuesto por una botella de vidrio conectada a una trampa de agua
mediante una manguera. Luego, se cubrié con papel aluminio con el fin de proteger el
fermentador de la luz y se dejé fermentar durante 72 horas.

Caracterizacion fisicoguimica de la Chicha del Yamor

Determinacion de pH

Para la determinacion de los valores de pH se efectud la metodologia descrita en
la Norma INEN 2325 (2002)

En un vaso de precipitacion, se colocaron 25 mL del fermentado y se agitd
suavemente. Luego, se introdujo el electrodo del potencidmetro, asegurandose de que no
hiciera contacto con las paredes del recipiente. Finalmente, al observar la estabilidad del
equipo, se anotaron los valores marcados. Cabe mencionar que este analisis se realizé
por duplicado sobre la misma muestra.

Determinacion de acidez

Para la determinacion de la acidez se llevo a cabo considerando el procedimiento
establecido en la Norma INEN 381 (1985).

Para comenzar, se prepar6 la muestra afiadiendo 25 ml del fermentado en un
balén de aforo de 250 ml, luego se agreg6 agua destilada hasta la marca establecida y se
mezclo lentamente. Para medir la acidez, se tomé una porcién de 25 ml de la disolucién
preparada anteriormente y fue colocada en un matraz volumétrico. A continuacion, se
procedié a armar el equipo de titulacién que consistié en una bureta con hidroxido de
sodio (NaOH) 0,1N. En la muestra se introdujo un agitador magnético y fue colocada
debajo de la bureta. Se afiadio lentamente el NaOH hasta alcanzar un pH de 7. Luego, se
continud agregando el reactivo hasta conseguir un pH maximo de 8,3. Por ultimo, por

interpolacion se determiné el volumen de NaOH necesario para llegar a un pH de 8,1.
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El valor de la acidez titulable se calculé mediante la siguiente ecuacion:

(V,N;M)10
A=11r
v,

Siendo

A =g de acido en 1 litro de producto

V; = cm3 de NaOH utilizados en la titulacion

M; = normalidad de la solucion de NaOH

M = peso molecular del 4cido considerado como referencia (0,09 &acido lactico)

Determinacion de Sélidos solubles (°Brix)

Para la determinacion de los grados brix, se empleo un refractébmetro digital.
Primero, se procedio a calibrar el equipo utilizando agua destilada. Se presiono el boton
de Zero durante 4 segundos. Luego, se colocaron algunas gotas del fermentado en la
superficie de muestreo. Se presiono el boton de Start dos veces. Finalmente, se anot6 el
valor indicado en la pantalla.

Determinacion de la densidad 6ptica

Para la determinacion de la absorbancia, se utilizé un espectrofotébmetro. Para
comenzar, se calibré el equipo colocando agua destilada en una celda de cuarzo. El valor
resultante debe ser de 0,000A. Luego, se colocd la muestra del fermentado
cuidadosamente en una celda de cuarzo y se la coloc6 dentro del equipo. Se cerro la tapa
y se efectud la lectura.

Determinacion de grados alcohdlicos

Para la medicion del contenido de alcohol se consider6 la metodologia establecida
en la Norma INEN 340 (2016).

En una probeta limpia y seca se coloco la muestra del fermentado. Luego, se
sumergio el alcoholimetro suavemente durante 10 minutos. Es importante lavar y secar el

instrumental antes de utilizarlo, ya que cualquier cuerpo extrafio puede alterar los valores
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de lectura. Una vez que el alcoholimetro flote libremente en la probeta, se realiza la
lectura.

Determinacion de la densidad relativa

La determinacion de la densidad relativa se llevo a cabo siguiendo el
procedimiento descrito en la Norma INEN 349 (1978)

En la balanza analitica se pes6 el picnémetro que se encontraba limpio y seco,
luego se colocé cuidadosamente la muestra del fermentado hasta la marca establecida,
se tapo el instrumental y se peso. Por dltimo, se coloco agua destilada en el picndmetro,
se tapd y se pesdé nuevamente. Es importante mencionar que al momento de agregar el
contenido al recipiente se debe evitar la formacion de burbujas de aire, ademas la
determinacion se realizé por duplicado sobre la misma muestra.

La densidad relativa se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

m; —my
d=—
TTI3—m1

Donde:
d = densidad relativa a 20°C/20°C
m, = masa del picnémetro vacio, en gramos
m, = masa del picnébmetro con muestra, en gramos
m3 = masa del picnometro con agua destilada, en gramos
Caracterizacion microbioldgica de la Chicha del Yamor
Recuento de mohos y levaduras, acido lacticas y aerobios mesofilos
Después de 72 horas de fermentacion, se recolectd una pequefia cantidad de la
Chicha del Yamor para realizar diluciones seriadas hasta 10 usando agua de peptona.
Se prepararon 4 tubos con 9 ml de agua de peptona. En el primer tubo, se agregé 1 ml de
la muestra y se mezcld, lo cual corresponde a la dilucién 10?. A partir de este tubo, se

extrajo 1 mly se inoculé en el tubo 2 para obtener la dilucion 102 y asi sucesivamente
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hasta obtener la dilucion 10+. Posteriormente, con la ayuda de una micropipeta, se tom6 1
ml de la dilucién 10+, se coloc6 en el centro de la cuadricula del petrifilm, se presioné la
placa suavemente con el esparcidor y fue colocado en la incubadora. Los petrifilm
empleados correspondieron a mohos y levaduras, acido lacticas y aerobios mesofilos. La
incubacion de los petrifilm se llevo a cabo en condiciones especificas. Para acido lacticas
y aerébicos mesdfilos se incubd a una temperatura de 37 °C durante 48 h. En el caso de
mohos y levaduras fue por 72 h a 21 °C.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se utilizo un contador de colonias para
realizar el conteo de las mismas y se calculd el valor de las unidades formadoras de

colonias mediante la siguiente ecuacion:

UFC) namero de colonias x inverso del factor de dilusion

Recuento < =
ml

Volumen inoculado
Siembra de muestra de bebida fermentada “Chicha del Yamor”

De la dltima dilucién correspondiente a 10 preparada en la caracterizacion
microbioldgica, se extrajo 1 mly se coloc6 en una caja petri que contenia 20 ml de agar
MRS. Se realiz6 una siembra por extension utilizando un asa drigalski para espaciar las
células de forma uniforme por todo el medio de cultivo. Finalmente, se sellaron las cajas
con parafilm y se incubaron a 37°C durante 48 h.

Aislamiento de Bacterias Acido Lacticas

Después del periodo de incubacién de 48 h, se observaron diferentes colonias en
las placas sembradas, de las cuales, se realizaron nuevos aislamientos basados en
observacién morfologica eligiendo aquellas por color, opacidad, forma y consistencia, para
ello, se prepararon cajas petri con agar MRS y se realizé una siembra por estrias usando
un asa bacterioldgica. Por ultimo, se utilizd parafilm para sellar las cajas y fueron
colocadas en la incubadora por 48 h a 37 °C. Cabe mencionar que este proceso fue

repetido alrededor de 4 veces con el proposito de purificar las colonias.
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Identificacion de Acido Lacticas

Tincién Gram

Para preparar la placa, en un portaobjetos se colocé una gota de agua.
Seguidamente con un asa bacteriol6gica se recogié una pequefia cantidad de la caja que
contenia la bacteria a identificar. Luego se esparcié en el portaobjetos y se procedié a fijar
el contenido empleando la llama de un mechero. Una vez seco el extendido bacteriano, se
efectud la tincion. Para ello, primero se coloc cristal violeta en la placa durante 1 min.
Luego se agrego lugol por 1 min. Seguidamente, se afiadié alcohol cetona durante 15
segundos. Por ultimo, se coloco safranina por 1 min. Cabe mencionar que en cada paso
se realiz6 un lavado con agua destilada y que la placa fue secada con ayuda del mechero.
Para el analisis se utilizé un microscopio donde se observo bajo el lente de 100x usando
aceite de inmersion (Silva Zuta, 2021).

Morfologia celular

Se observaron las colonias de las placas donde previamente se efectu6 la tincion
Gram, durante este analisis se consideraron diferentes caracteristicas como el color,
opacidad, forma y consistencia (Pérez Pérez & Trinidad Diaz, 2022).

Prueba de catalasa

Se afiadié una gota de peroxido de hidrégeno en un portaobjetos. Luego, con un
asa bacterioldgica, se recolecté una pequefia porcion de la muestra y se procedio a
esparcirla por toda la gota. Durante 20 segundos se observo la reaccion que se producia.
Si la reaccion es positiva, se producen burbujas, caso contrario el resultado es negativo
(Rodriguez Arana, 2018).
Caracterizacién molecular

Se enviaron las bacterias obtenidas a la empresa Macrogen Inc., en Seul, Corea,
para confirmar su identificacion mediante la deteccién del gen 16s del ARNr, enviando las

muestras por duplicado en cajas Petri. Las secuencias obtenidas fueron procesadas
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mediante herramientas bioinformaticas, usando diferentes softwares como Bioedit y
MEGA X, y se realiz6 un Blast en la plataforma del NCBI. Ademas, se llevé a cabo un
analisis filogenético comparando con otras secuencias existentes en la base de datos del
GENEBANK.
Conservacion de la bacteria 4cido lactica

Para la conservacion de la bacteria identificada se llevé a cabo el proceso de
congelamiento descrito por (Ramirez-Lépez & Vélez-Ruiz, 2016), con ciertas
modificaciones. Primero, se extrajo 10 ml del inéculo de la bacteria y se afiadio glicerol al
30% (v/v). Luego, se homogeneizo6 la mezcla y se distribuy6 en tubos eppendorf, los
cuales fueron cerrados de forma hermética. Por ultimo, se almacenaron en un congelador
a - 20°C para garantizar su conservacion.
Cinética de crecimiento bacteriano

Preparacion del inéculo

La preparacion del inéculo se realizé en matraces Erlenmeyer con caldo de cultivo
(MRS). En un matraz Erlenmeyer de 250 ml se preparé 200 ml de caldo MRS y con ayuda
del asa bacterioldgica se agreg6 2 veces la muestra de cultivo. Dicho tratamiento se
realiz6 de forma discontinua a 37°C sin agitacion por 48 h.

Establecimiento del sistema de fermentacion

Para la fermentacion se considero la metodologia descrita por (Miao, et al., 2015)
con ciertas modificaciones, los sistemas fueron establecidos en matraces Erlenmeyer con
caldo de cultivo MRS. Se utilizaron matraces de 250 ml a los cuales se afadieron 200 ml
de caldo MRS, junto con una fuente de nitrégeno a razén de 1 % p/v para asegurar un
ambiente adecuado para el crecimiento de las bacterias. Adicionalmente, se afiadieron
diferentes fuentes de carbono, las cuales corresponden a glucosa, sacarosa, lactosa 'y
fructosa a una concentracion de 2 y 5 % plv, respectivamente, esto con el objetivo de

comparar los resultados obtenidos en cada tratamiento. Se agregaron 2 ml de la muestra
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de cultivo a una razén del 1 % v/v para iniciar la fermentacion. Finalmente, se implementé
un sistema de muestreo.

Determinacion de parametros cinéticos

Para recolectar los datos de los pardmetros cinéticos, se tomaron muestras de los
sistemas de fermentacion en diferentes momentos utilizando una jeringa. Los puntos de
recoleccion establecidos fueron a las O h, 24 h, 48 h, 36 h. Estas muestras se utilizaron
para medir el pH, grados brix, acidez y absorbancia.
Evaluacion de la actividad antimicrobiana de la bacteria acido lactica

Obtencioén de solucion libre de células

Transcurrido el tiempo de fermentacion, se retiraron las células mediante
centrifugacion. Se utilizaron tubos de ensayo y se afiadieron 7 ml de muestra de la mejor
fermentacion completando un total de 42 ml, este fue elegido en base al analisis
estadistico. Los tubos fueron centrifugados a 9000 rpm durante 20 minutos, este proceso
se repitié dos veces. Una vez finalizada la centrifugacion, se extrajo el sobrenadante y se
ajusto el pH a 6,2 para evitar la accion de los &cidos organicos. Finalmente, el liquido
obtenido se filtr6 a través de una membrana de 0,45 um y se almacend en refrigeracion
hasta su uso (Vasquez, Suarez, & Montoya, 2009).

Replicaciéon de bacterias patégenas
Para evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos libres de células que contienen
bacteriocinas, se utilizaron tres diferentes microorganismos patégenos: Lysinibacillus
fusiformis, Bacillus cereus y Staphylococcus warneri. Las muestras de estos fueron
aisladas en la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE. Debido a que se encontraban
preservadas se realiz6 una siembra y luego su replicacion. Ademas, fueron incubadas a

37 °C durante 48 h.
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Preparacion de placas parainmuno sensibilidad antimicrobiana

Se prepar6 el medio Agar Mueller Hinton especifico para pruebas de inmuno
sensibilidad antimicrobiana, mismo que se dispenso en cajas petri y en el cual se realizd
un frotis del inéculo para las 3 distintas bacterias patdgenas usadas, sobre la superficie
del agar selectivo mencionado que es especifico para este método. Cabe destacar que, el
in6culo se preparé tomando con el asa bacteriolégica una pequefia muestra de la bacteria
patégenay se diluyé en solucion salina, luego, fue ajustada a 0,5 escala de MacFarland,
para después con ayuda de un hisopo esteril realizar el respectivo frotis sobre el agar
mencionado (Martinez Alday, 2018).

Método de pozos

Con la ayuda de un sacabocados estéril se procedieron a hacer 7 perforaciones de
aproximadamente 6 mm de diametro en cada una de las placas con medio Mueller Hinton,
de los cuales, el orificio central sirvi6 como control negativo y en el resto de perforaciones
fue donde se coloc6 a distintos volimenes la solucién libre de células obtenida a partir del
mejor método de fermentacion obtenido. Dichas placas fueron incubadas por 24 h
(Martinez Alday, 2018).

Medicién de halos de sensibilidad antimicrobiana

Para medir cada caja petri, se la expuso de forma indirecta a la luz y se procedi6 a
medir e interpretar sus resultados con la ayuda de una regla graduada con forma
rectangular. De ello, se realizé una medida del didmetro que presento el halo,
considerando el pozo inicial hecho con el sacabocados de 6 mm. Dichas medidas fueron

tomadas a las 24.



Disefio experimental

Factores y niveles del experimento

Tabla 20

Factores y niveles del experimento para probar la cinética de crecimiento de la BAL

implementando diferentes fuentes de carbono

Factores Simbologia Niveles
Fuentes de carbono (A) A0 Fructosa
Al Glucosa
A2 Sacarosa
A3 Lactosa
Concentracion de sustratos (B) BO 2%
Bl 5%
Tiempo de fermentacion (C) Co Oh
C1 24h
C2 48h
C3 72h

Tabla 21
Factores y niveles del experimento para probar la actividad antimicrobiana de la BAL

frente a diferentes microorganismos patégenos

Factores Simbologia Niveles
Tipo de solucion A0 Solucion + bacteria + glucosa (SolGluBac)
bacteriana (A) Al Solucién + glucosa (SolGlu)
Microorganismos BO Lysinibacillus fusiformis

patégenos (B) Bl Bacillus cereus
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Factores

Simbologia

Niveles

B2

Staphylococcus warneri

Tratamiento a comparar

Tabla 22

Tratamientos a comparar en la cinética de crecimiento

Factores Simbologia Niveles

T1 AoByCy Fructosa + 2% + Oh

T2 AoByCy Fructosa + 2% + 24h
T3 AoByC, Fructosa + 2% + 48h
T4 AyByCs Fructosa + 2% + 72h
T5 AyB;C Fructosa + 5% + Oh

T6 AyB,C; Fructosa + 5% + 24h
T7 AyB,C, Fructosa + 5% + 48h
T8 AyB,C;5 Fructosa + 5% + 72h
T9 A1ByC, Glucosa + 2% + Oh

T10 A1ByCy Glucosa + 2% + 24h
T11 A1ByC, Glucosa + 2% + 48h
T12 A1ByCs Glucosa + 2% + 72h
T13 AB;C, Glucosa + 5% + Oh

T14 A{B.C, Glucosa + 5% + 24h
T15 A1B;C, Glucosa + 5% + 48h
T16 A{B;Cs Glucosa + 5% + 72h
T17 A,BCy Sacarosa + 2% + Oh
T18 A,ByCy Sacarosa + 2% + 24h
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Factores Simbologia Niveles

T19 A,ByC, Sacarosa + 2% + 48h
T20 A,ByCs Sacarosa + 2% + 72h
T21 A,B;C Sacarosa + 5% + Oh
T22 A,B,C; Sacarosa + 5% + 24h
T23 A,B,C, Sacarosa + 5% + 48h
T24 A;B,C5 Sacarosa + 5% + 72h
T25 A3BC, Lactosa + 2% + Oh

T26 A3ByC; Lactosa + 2% + 24h
T27 A3B,C, Lactosa + 2% + 48h
T28 A3ByCs Lactosa + 2% + 72h
T29 A3B;C, Lactosa + 5% + Oh

T30 A3B,C; Lactosa + 5% + 24h
T31 A3B,C, Lactosa + 5% + 48h
T32 A3B,Cq Lactosa + 5% + 72h

Tabla 23

Tratamientos a comparar en la actividad antimicrobiana de la BAL frente a diferentes

microorganismos patégenos

Factores Simbologia Niveles
T1 AoBy SolGluBac + Lysinibacillus fusiformis
T2 AoB; SolGluBac + Bacillus cereus
T3 AoB, SolGluBac + Staphylococcus warneri
T4 A4Bg SolGlu + Lysinibacillus fusiformis
T5 AB; SolGlu + Bacillus cereus
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Factores Simbologia Niveles

T6 A.B, SolGlu + Staphylococcus warneri

Tipo de disefio experimental

En el presente trabajo de investigacion, para evaluar la cinética de crecimiento
microbiana para la produccién de bacteriocinas aplicando diferentes fuentes de carbono,
se utiliz6 un ANOVA con arreglo factorial AXBXC (4x2x4) con un total de 32 tratamientos
con 3 repeticiones para cada tratamiento.
El modelo estadistico empleado es el siguiente:

Yijk=pu+Ai+ Bj+Ck+(AR)ij+(AC)ij+(BC)ij+(ALC)ijk+R1+Eijk1

Donde:
u = efecto global
Ai = efecto del nivel i-ésimo del factor A
Bj = efecto del nivel j-ésimo del factor B
Ck = efecto del nivel k-ésimo del factor C
(AB)ij = efecto de la interaccion doble del factor A por el factor B
(AQ)ik = efecto de la interaccion doble del factor A por el factor C
(BC)jk = efecto de la interaccion doble del factor B por el factor C
(ABQ)ijk = efecto de la interaccion triple de los factores A, B, C
R1= efecto de la replicacion del experimento
Eijk1 = error aleatorio

Para la actividad antimicrobiana se aplicé un ANOVA con arreglo factorial AxB
(2x3) con un total de 6 tratamientos y cuatro repeticiones por tratamiento. El modelo
estadistico utilizado es el siguiente:

yijk =+ AL+ Bj + (AB) ij + eijk
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Donde: u = media global
A = efecto del nivel i-ésimo del factor A
B = efecto del nivel j-ésimo del factor B
(ApB) ij = efecto de la interaccion doble del factor A por el factor B
eij = error aleatorio
k = nimero de replicaciones del experimento
Repeticiones
En la cinética de crecimiento microbiano se realizaron 3 repeticiones para cada
tratamiento, generando un total de 96 unidades experimentales.
Por otra parte, en la actividad antimicrobiana se realizaron 4 repeticiones para
cada tratamiento, generando un total de 24 unidades experimentales.
Analisis estadistico
Tabla 24
Esquema del analisis de varianza para la cinética de crecimiento microbiano para la

produccion de bacteriocinas

Fuente de variacion Formula Grados de libertad
Fuentes de carbono a-1 3
Concentracion de sustratos b-1 1
Tiempo de fermentacién c-1 3
Fuentes de carbono x Concentracion @a-1)((-1) 3

de sustratos
Fuentes de carbono x Tiempo de @-1)(c-1) 9
fermentacion
Concentracion de sustratos x Tiempo (b-1)(c-1) 3

de fermentacion
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Fuente de variacion Formula Grados de libertad

Fuentes de carbono x Concentracion @-1)(b-1)(c-1) 9

de sustratos x Tiempo de fermentacion

Réplicas r-1 2
Error experimental 62
Total abcr-1 95

Tabla 25
Esquema del analisis de varianza para la actividad antimicrobiana de la BAL frente a

diferentes microorganismos patégenos

Fuente de variacion Formula Grados de libertad
Tipo de solucion a-1) 1
Microorganismos patégenos (b-1) 2
Tipo de solucién x Microorganismos @-1)(Mm-1) 2

patdégenos

Réplicas r-1 3
Error experimental 15
Total abr -1 23

Andlisis funcional
Se aplico la prueba de significancia de Tukey (p < 0,05) para las variables que
indicaron diferencia significativa en el andlisis de varianza, esto fue aplicado en ambos

disefios empleados.
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Variables a medir

Para la cinética de crecimiento microbiano se evaluaron las variables pH, acidez,
solidos solubles y densidad Optica.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se analizé el didmetro del halo de

inhibicion.



Capitulo IV

Resultados
Resultados de la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas y
microbiol6égicas de la bebida Yamor (Chicha)
En la tabla 26 se muestran las propiedades fisicoquimicas la bebida fermentada
analizadas en funcion a las normas INEN correspondientes.
Tabla 26

Propiedades fisicoguimicas determinadas de la Chicha del Yamor

72

pH °Brix Densidad relativa °Alcohdlicos Acidez

3,49 6 1,01 g/ml 2° 0,007

En la tabla 27 se presentan las propiedades microbioldgicas de la bebida
tradicional estudiada, con las cuales se puede determinar a este producto como una
bebida apta para el consumo humano. Ademas, en el petrifilm correspondiente a las
bacterias acido lacticas se evidencio un valor incontable de las colonias, lo que asegura
presencia de este tipo de bacterias en la bebida Chicha del Yamor.

Tabla 27

Propiedades microbiol6gicas determinadas de la Chicha del Yamor

la

Mohos y levaduras Aerobios Bacterias acido lacticas

5x10* UFC 5,6 x 10°UFC 3 x10'UFC
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Resultados del aislamiento e identificacién de bacterias acido lacticas presentes en

la bebida tradicional Chicha del Yamor

Analisis morfolégico de las cepas aisladas

Después de la siembra del fermentado de Chicha, se identificaron cuatro cepas

morfologicamente diferentes, las cuales fueron caracterizadas como se muestra en la

tabla 28.
Tabla 28

Resultados del andlisis morfolégico de las colonias identificadas

Colonias llustracion

Caracteristicas

Cepal

Forma: Irregular
Color: Amarillo pastel
Borde: Ondulado
Elevacion: Convexa

Textura: Cremosa

Cepa?2

Forma: Circular
Color: Blanco opaco
Borde: Entero
Elevacion: Convexa

Textura: Cremosa

Cepa 3

Forma: Circular
Color: Beige
Borde: Entero

Elevacion: Convexa

Textura: Cremosa
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Colonias llustracion Caracteristicas

Forma: Irregular
Color: Amarillo pastel
Cepa 4 Borde: Lacerado

Elevacion: Plana

Textura: Lisa

Andlisis microscépico de las cepas aisladas

El resultado de la tincion Gram en las cepas obtenidas mostré que son Gram
positivas. Ademas, el ensayo bioquimico de catalasas dio resultados negativos para todas
las bacterias analizadas, asi como se muestra en la tabla 29.
Tabla 29

Resultados del analisis morfologica de las colonias identificadas

Cepa Tinciéon Gram (100X) Caracteristicas

Bacilos Gram (+), robustos,

dispuestos en pares y en

Cepal cadenas
Catalasa (-)
Bacilos Gram (+), cortos,
dispuestos solos o0 en pares
Cepa 2 Catalasa (-)
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Cepa Tincion Gram (100X) Caracteristicas

Bacilos Gram (+), cortos y
anchos, dispuestos solos y
Cepa 3 en pares

Catalasa (-)

Bacilos Gram (+), cortos y
delgados, dispuestos en
Cepa 4 cadenas

Catalasa (-)

Andlisis molecular de las cepas aisladas

De las cepas resultantes del fermentado de Chicha del Yamor se selecciono la
cepa dominante, de la cual se efectudé una secuenciacién y mediante un BLAST, se
determiné el nombre de la cepa aislada y se comparé la secuencia de 16S ARNr con 3
cepas relacionadas y 1 grupo externo, con esto se realizd un arbol filogenético utilizando
el programa Mega-X (Figura 5). Ademas, la formacion de un clado indica una similitud alta
entre Limosilactobacillus fermentum y la secuencia aislada, el porcentaje fue corroborado

con los resultados del BLAST que fue de 99,53%.
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Figura 5
Arbol filogenético realizado a base de secuencias 16S ARNr de BAL

Aislado

MK253805.1 Limosilactobacillus fermentum

MF5B2716.1 Lactobacillus delbrueckii

MT781347.2 Lactobacillus helveticus

LC732201.1 Escherichia coli

Nota. Elaboracion propia

Resultados de la evaluacion de los parametros cinéticos en el proceso fermentativo

de la produccién de bacteriocinas con adiccion de distintas fuentes de carbono
Durante 3 dias de fermentacion se registraron los parametros cinéticos de pH,

acidez, sélidos solubles y densidad oOptica en los sistemas de fermentacion que variaban

en la concentracion de las cuatro fuentes de carbono empleadas, los cuales se presentan

en las figuras 6, 7, 8 y 9, respectivamente.

Figura 6

Cinética de fermentacion de la variable pH

Variacion de pH - Concentracion 2%
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Variacién de pH - Concentracion 5%
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c
©© 70
3 60
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'g 20 Sacarosa
g— 10 —0— Lactosa
2 0
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pH
Nota. Elaboracion propia
Figura 7
Cinética de fermentacion de la variable acidez
Variacion de acidez - Concentracion 2%
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Variacion de acidez - Concentracion 5%
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Cinética de fermentacién de la variable sélidos solubles (°Brix)

Variacién de SS - Concentracion 2%
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Figura 9

Cinética de fermentacién de la variable absorbancia (densidad 6ptica)

Variacion de OD - Concentraciéon 2%
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—— Fructosa
Glucosa
Sacarosa

Lactosa

Resultados del analisis de varianza para las variables estudiadas durante el

proceso fermentativo de la produccidn de bacteriocinas con adiccion de distintas

fuentes de carbono

Andlisis de varianza para la variable pH

Tabla 30

Resultados del analisis de varianza para la variable pH

Fuente de Sumade  Grados de Cuadrado Razon-F  Valor-P
variancion Cuadrados libertad Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Sustrato 0,499803 3 0,166601 85,77 0,0000
B:Concentracion(%) 0,632126 1 0,632126 325,44 0,0000
C:Tiempo 62,4082 3 20,8027 10709,96  0,0000
D:Replica 0,00363958 2 0,00181979 0,94 0,3973
INTERACCIONES
AB 0,656553 3 0,218851 112,67 0,0000
AC 1,46929 9 0,163255 84,05 0,0000
BC 0,0705281 3 0,0235094 12,10 0,0000
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Fuente de Sumade Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
variancion Cuadrados Medio
ABC 0,0386427 0,00429363 2,21 0,0330
RESIDUOS 0,120427 0,00194237
TOTAL 65,8992

La tabla 30 presenta el analisis de varianza para pH durante la fermentacion de la

produccion de bacteriocinas, en este caso se encontrd diferencia significa en el Factor A

(Sustrato), Factor B (Concentracion %), Factor C (Tiempo), interaccion AB, interaccion

AC, interaccion BC e interaccion ABC. En cuanto a las réplicas no existio diferencia

significativa.

Andlisis de varianza para la variable acidez (acido lactico)

Tabla 31

Resultados del andlisis de varianza para la variable acidez

Fuente Sumade Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS
PRINCIPALES
A:Sustrato 0,0000340921 0,000011364 9,71 0,0000
B:Concentracion(%) 0,00028635 0,00028635 244,67 0,0000
C:Tiempo 0,000183048 0,000061016 52,14 0,0000
D:Replica 0,00000219271 0,00000109635 0,94 0,3974
INTERACCIONES
AB 0,000467564 0,000155855 133,17 0,0000
AC 0,0000105529 0,00000117255 1,00 0,4482
BC 0,0000820079 0,000027336 23,36 0,0000
ABC 0,0000143612 0,00000159569 1,36 0,2242
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Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
RESIDUOS 0,0000725606 62 0,00000117033
TOTAL 0,00115273 95

La tabla 31 muestra el andlisis de varianza para la variable acidez, donde se

observa que existe diferencia significa en el Factor A (Tipo de Sustrato), Factor B

(Concentracion %), Factor C (Tiempo), interaccion AB, e interaccion BC. Mientras que,

para las réplicas, la interaccion AC e interaccion ABC no se encontr6 diferencia

significativa

Andlisis de varianza para la variable densidad 6ptica

Tabla 32

Resultados del andlisis de varianza para la variable densidad éptica (absorbancia)

Fuente de variacion Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Sustrato 5,19598 3 1,73199 78,53 0,0000

B:Concentracion(%) 0,237109 1 0,237109 10,75 0,0017

C:Tiempo 112,62 3 37,5399 1702,06 0,0000

D:Replica 0,0742011 2 0,0371005 1,68 0,1944

INTERACCIONES

AB 0,759024 3 0,253008 11,47 0,0000

AC 0,297899 9 0,0330999 1,50 0,1677

BC 0,170874 3 0,056958 2,58 0,0613

ABC 0,404126 9 0,0449029 2,04 0,0499

RESIDUOS 1,36745 62 0,0220556
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Fuente de variacion Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
TOTAL 121,126 95

La tabla 32 de analisis de varianza para la variable densidad Optica, presenta que
existe diferencia significativa en el Factor A (Sustrato), Factor B (Concentracion %), Factor

C (Tiempo), interaccion AB, e interaccion ABC. Asi mismo indicé que no existe diferencia

significativa para la interaccion AC, interaccion BC y las réplicas.

Analisis de varianza para la variable solidos solubles

Tabla 33

Resultados del andlisis de varianza para la variable solidos solubles (°Brix)

Fuente de variacion Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Sustrato 17,7771 3 5,92569 73,64 0,0000
B:Concentracion(%) 99,2267 1 99,2267 1233,08 0,0000
C:Tiempo 12,8379 3 4,27931 53,18 0,0000
D:Replica 0,0508333 2 0,0254167 0,32 0,7303
INTERACCIONES

AB 2,5975 3 0,865833 10,76 0,0000
AC 0,347917 9 0,0386574 0,48 0,8824
BC 1,36833 3 0,456111 5,67 0,0017
ABC 0,604167 9 0,0671296 0,83 0,5875
RESIDUOS 4,98917 62 0,0804704
TOTAL 139,8 95
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La tabla 33 presenta el andlisis de varianza para la variable solidos solubles donde
se puede observar que existe diferencia significativa en el Factor A (Sustrato), Factor B
(Concentracién %), Factor C (Tiempo), interaccion AB e interaccion BC. Asi mismo indicé
gue no existe diferencia significativa para la interaccion AC, interaccién ABC y las
réplicas.
Resultados del estudio de la adicién de distintas fuentes de carbono para el
enriquecimiento de chicha Yamor, en el proceso fermentativo de la produccion de
bacteriocinas para la estandarizacion de parametros cinéticos microbianos. (Tukey
p <0.05)
Tabla 34
Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor A en las variables pH,

acidez, sdlidos solubles y densidad éptica

Fuentes de pH Acidez Sélidos Densidad
carbono solubles Optica
AO: Fructosa 4,80° 0,019¢ 8,8P 2,06734
Al: Glucosa 4,614 0,01878 7,77 2,6385¢
A2: Sacarosa 4,678 0,0188¢ 8,6°¢ 2,09494

A3: Lactosa 4,75¢ 0,0174 8,18 2,3763°8
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Efecto de las fuentes de carbono en las variables analizadas en los parametros cinéticos

de la fermentacion para la produccion de bacteriocinas

pH Acidez
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La tabla 34 presenta las medias obtenidas para el pH, acidez, sélidos solubles y

densidad Optica obtenidos de la fermentacion para la produccion de bacteriocinas
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aplicando diferentes fuentes de carbono. Para el pH, se encontré la formacién de cuatro
grupos independientes donde el grupo A de la glucosa presentd una media de 4,61, el
grupo B de la sacarosa mostré un valor de 4,67, el grupo C perteneciente a la lactosa
presentd una media de 4,75 y el grupo D de la fructosa mostré un valor de 4,80.

En cuanto a la acidez se encontré tres grupos homogéneos, donde el grupo A de
lactosa y glucosa presentaron valores de 0,017 y 0,018 respectivamente, el grupo B de
glucosa y sacarosa present6 valores de 0,018 en los dos casos y el grupo C de fructosa
mostré un valor de 0,019.

Para los solidos solubles se formaron cuatro grupos independientes donde el
grupo A de la glucosa presenté una media de 7,7, el grupo B de la lactosa mostro un valor
de 8,1, el grupo C perteneciente a la sacarosa presentd una media de 8,6 y el grupo D de
la fructosa mostré un valor de 8,8.

En la densidad Optica, se encontraron tres grupos homogéneos donde el grupo A
correspondiente a la fructosa y sacarosa no presentaron diferencias significativas y
mostraron valores de 2,0673 y 2,0949, respectivamente, el grupo B de la lactosa mostré
un valor de 2,3763 y el grupo C de la glucosa presenté una media de 2,6385.

Resultados del estudio de la concentracion 6ptima de las fuentes de sustratos en el
proceso fermentativo de la produccidn de bacteriocinas de la Chicha Yamor

Tabla 35

Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor B en las variables pH,

acidez, sdlidos solubles y densidad 6ptica

Concentracién de pH Acidez Solidos Densidad
los sustratos solubles Optica
BO: 2% 4,798 0,016* 7,34 2,24454

Bl: 5% 4,634 0,020° 9,38 2,3439°8




86

Figura 11
Efecto de las concentraciones de los sustratos en las variables analizadas en los

parametros cinéticos de la fermentacién para la produccion de bacteriocinas
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La tabla 35 presenta las medias obtenidas para el pH, acidez, sélidos solubles y

densidad Optica obtenidas de la fermentacion para la produccion de bacteriocinas
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variando las concentraciones de los sustratos empleados. Para el pH, se encontré la
formacion de dos grupos independientes, el grupo A corresponde a la concentracion 5%
con un valor de 4,63 y el grupo B perteneciente a la concentracion 2% muestra una media
de 4,79.

En cuanto a la acidez se mostraron dos grupos independientes donde el grupo A
de la concentracion 2% present6 una media de 0,016, mientras que el grupo B
perteneciente a la concentracion 5% mostré un valor de 0,020.

Para los solidos solubles se formaron dos grupos independientes donde el grupo A
de la concentracion 2% present6 una media de 7,3, por el contrario, el grupo B de la
concentracion 5% mostré un valor de 9,3.

En la densidad Gptica, se encontraron dos grupos independientes donde el grupo
A correspondiente a la concentracion 2% mostré un valor de 2,2445, en cambio, el grupo
B de la concentracién al 5% presenté una media de 2,3439.

Resultados del estudio de las condiciones para la produccion de bactericionas
evaluando los parametros cinéticos en distintos tiempos de fermentacion

Tabla 36

Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor C en las variables pH,

acidez, sdlidos solubles y densidad éptica

Tiempo de pH Acidez Sdélidos Densidad
fermentacion solubles Optica
C0:0h 6,10¢ 0,015% 8,8° 0,42844
Cl:24h 4,308 0,018°8 7,74 2,76678
C2:48h 4,224 0,0198¢ 8,6¢ 2,8981°

C3:72h 4,204 0,020°¢ 8,18 3,0838°
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Figura 12
Efecto del tiempo de la fermentacion en las variables analizadas en los parametros

cinéticos de la fermentacion para la produccién de bacteriocinas
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La tabla 36 presenta las medias obtenidas del pH, acidez, sélidos solubles y

densidad Optica obtenidos del tiempo de la fermentacion para la produccion de
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bacteriocinas. Para el pH, se encontr6 la formacion de tres grupos homogéneos donde el
grupo A perteneciente a los tiempos de 48h y 72h indicaron valores de 4,22 y 4,20,
respectivamente, el grupo B correspondiente al tiempo de 24h presentd un valor de 4,30,
el grupo C del tiempo de Oh mostré una media de 6,10.

En cuanto a la acidez se mostraron tres grupos homogéneos donde el grupo A del
tiempo Oh presentd una media de 0,015, el grupo B del tiempo 24h y 48h mostraron
valores de 0,018 y 0,019, respectivamente, mientras que el grupo C perteneciente al
tiempo 48h y 72h indicaron valores de 0,019 y 0,020.

Para los solidos solubles se formaron cuatro grupos independientes donde el
grupo A del tiempo 24h mostro un valor de 7,7, el grupo B perteneciente al tiempo 72h
presentd una media de 8,1, el grupo C del tiempo 48h mostr6 un valor de 8,6 y el grupo D
del tiempo Oh presenté una media de 8,8.

En la densidad Gptica, se encontraron cuatro grupos independientes donde el
grupo A correspondiente al tiempo Oh present6 un valor de 0,4284, el grupo B del tiempo
24h mostro un valor de 2,7667, el grupo C del tiempo 48h presenté una media de 2,8981
y el grupo D de 72h indicé una media de 3,0838.

Resultados del estudio de lainteraccion ABC (Fuente de carbono*Concentracion
del sustrato*Tiempo de fermentacién) en la produccién de bacteriocinas

Tabla 37

Resultados de la prueba de significancia de Tukey para la interaccién ABC en las

variables pH, acidez, solidos solubles y densidad optica

Interacciones ABC pH Acidez Densidad Sdlidos
Optica solubles
AOBOCO: Fructosa+2%+0h 6,02’ 0,013* 0,1473* 8.1fcH

AOCOC1: Fructosa+2%-+24h 4,65" 0,014%8 2,5340PF 7,9FFCH
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Interacciones ABC pH Acidez Densidad Sdlidos
Optica solubles
AOBOC2: Fructosa+2%+48h 4,65" 0,01448¢ 2,5594PE 7,8PEFG
AOBOC3: Fructosa+2%+72h 4,64 0,01448¢P 2,984(QPEFCH! 7,6CPEFG
AOB1CO: Fructosa+5%+0h 5,77 0,019FCGH 0,5063"8¢ 10,2N
AOB1C1: Fructosa+5%+24h 4 23DEFG 0,025 2,5100°¢ 10,0MN
AOB1C2: Fructosa+5%+48h 4,21 CPEFG 0,025% 2,6323PFF 9,7"MN
AOB1C3: Fructosa+5%+72h 4 22PEFG 0,026% 2,6650PFF 9,19kt
A1BOCO: Glucosa+2%+0h 6,03’ 0,015ABCDE 0,544078¢ 7,1ABCDE
A1BOC1: Glucosa+2%+24h 4,316 0,015ABCDEF 2,959QPEFCH! 6,9/BCP
A1BO0C2: Glucosa+2%+48h 4,27FFC 0,016ABCPEF 3,1733CGHY 6,7/
A1BOC3: Glucosa+2%+72h 4,30° 0,016ABCDEFG 3,2957 6,4"
A1B1CO: Glucosa+5%+0h 5,79 0,01 7BCDEFGH 0,8483¢ 9,2KM
A1B1C1: Glucosa+5%+24h 4,13/BCDE 0,019 3,2303H 8,81
A1B1C2: Glucosa+5%+48h 4,004 0,022V 3,4340 9 8,4CHIK
A1B1C3: Glucosa+5%+72h 4,04 A 0,023 3,6233’ 8,0FFCH
A2B0CO: Sacarosa+2%-+0h 6,18 0,018 EFcH 0,2430"8 8,1FCHY
A2BO0C1: Sacarosa+2%-+24h 4,19BCDEFG 0,019F¢H! 2,6833PFEF 7,8FF¢
A2B0C2: Sacarosa+2%+48h 4,14ABCDEF 0,019¢H 2,8463PEFCH 7,5BCPEF
A2B0C3: Sacarosa+2%+72h 4,0678 0,020" 2,9157PEFGH 7,1ABCDE
A2B1CO0: Sacarosa+5%-+0h 6,36" 0,015ABCDEF 0,1337A 10,0MN
A2B1C1: Sacarosa+5%+24h 4 25FFG 0,018FFCH 2,4970° 9,7"MN
A2B1C2: Sacarosa+5%+48h 4,14ABCDEF 0,018EFCH! 2,6917PFF 9,2KM
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Interacciones ABC pH Acidez Densidad Sdlidos
Optica solubles
A2B1C3: Sacarosa+5%+72h 4,06 "B 0,019¢H 2,7483PFEFC 8,9kt
A3BO0CO: Lactosa+2%+0h 6,36" 0,016ABCDEFGH 0,2960%8 7,1ABCDE
A3BO0OC1: Lactosa+2%+24h 4,29 ¢ 0,017BCDEFGH 2,7293PEFG 6,978C
A3B0C2: Lactosa+2%+48h 4,276 0,01 8CPEFGH 2,9613PFcH! 6,7/
A3BO0C3: Lactosa+2%+72h 4,25 EFG 0,018EFCH 3,0410F¢H 6,5%
A3B1CO: Lactosa+5%+0h 6.31%- 0,013 4 0,70878¢ 10,1MN
A3B1C1: Lactosa+5%+24h 4,316 0,018PEFCH 2,9903FFCH! 9,7"MN
A3B1C2: Lactosa+5%+48h 4,11 ABCD 0,018EFcH 2,8867PEFCH 9,3KLMN
A3B1C3: Lactosa+5%+72h 4,07 ABC 0,020 3,3970" 8,4CHIK
Figura 13
Efecto de la interaccion ABC en la fermentacion de las variables analizadas en los
parametros cinéticos de la fermentacion para la produccion de bacteriocinas
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La tabla 37 presenta las medias obtenidas para el pH, acidez, sélidos solubles y
densidad Optica para la interaccion ABC, en el caso del pH, el grupo A conformado por las
interacciones Glucosa + 5% + 24h (4,13), Glucosa + 5% + 48h (4,00), Glucosa + 5% +
72h (4,04), Sacarosa + 2% + 48h (4,14), Sacarosa + 2% + 72h (4,06), Sacarosa + 5% +
48h (4,14), Sacarosa + 5% + 72h (4,06), Lactosa + 5% + 48h (4,11) y Lactosa + 5% + 72
h (4,07) indicaron valores significativamente menores en comparacion al resto, por otra
parte, el grupo L perteneciente a Sacarosa + 5% + 0h (6,36), Lactosa + 2% +0h (6,36) y
Lactosa + 5% + Oh (6,31) indicaron mayores valores.

En cuanto a la acidez, se obtuvo un mayor contenido en el grupo K conformado
por las interacciones Fructosa + 5% + 24h (0,025) Fructosa + 5% + 48h (0,025), Fructosa
+ 5% + 72h (0,026) y Glucosa + 5% + 72h (0,023), por el contrario, el grupo A
perteneciente a Fructosa + 2% + Oh (0,013), Fructosa + 2% + 24h (0,014), Fructosa + 2%
+ 48h (0,014), Fructosa + 2% + 72h (0,014), Glucosa + 2% + Oh (0,015), Glucosa + 2% +
24h (0,015), Glucosa + 2% + 48h (0,016), Glucosa + 2% + 72h (0,016), Sacarosa + 5% +
Oh (0,015), Lactosa + 2% + Oh (0,016) y Lactosa + 5% + Oh (0,013) indicaron menor
contenido.

Para los sélidos solubles, se obtuvo el mayor valor en el grupo N perteneciente a
las interacciones Fructosa + 5% + 0h (10,2), Fructosa + 5% + 24h (10,0), Fructosa + 5% +
48h (9,7), Sacarosa + 5% + Oh (10,0), Sacarosa + 5% + 24h (9,7), Lactosa + 5% + Oh
(10,1), Lactosa + 5% + 24h (9,7), Lactosa + 5% + 48h (9,3), por otra parte, el grupo A
conformado por las interacciones Glucosa + 2% + 0h (7,1), Glucosa + 2% + 24h (6,9),
Glucosa + 2% + 48h (6,7) Glucosa + 2% + 72h (6,4), Sacarosa + 2% + 72h (7,1), Lactosa
+ 2% + 0Oh (7,1), Lactosa + 2% + 24h (6,9), Lactosa + 2% + 48h (6,7) y Lactosa + 2% +72h

(6,5), indicaron medias inferiores en relacion a los demas.
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En la densidad 6ptica, el grupo J conformado por Glucosa + 2% + 48h (3,1733),
Glucosa + 2% + 72h (3,2957), Glucosa + 5% + 24h (3,2303), Glucosa + 5% + 48h
(3,4340), Glucosa + 5% + 72h (3,6233), Lactosa + 5% + 72h (3,3970), indicaron medias
superiores, mientras que la media inferior la presenté el grupo A correspondiente a las
interacciones Fructosa + 2% + Oh (0,1473), Fructosa + 5% + Oh (0,5063), Glucosa + 2% +
Oh (0,5440), Sacarosa + 2% + 0h (0,2430), Sacarosa + 5% +0h (0,1337), Lactosa + 2% +
Oh (0,2960).

Analisis de conglomerados para los parametros cinéticos de la fermentacion parala
produccién de bacteriocinas empleando diferentes fuentes de carbono

Figura 14

Dendograma para relacionar los parametros cinéticos evaluados
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La figura 14 indica el dendograma realizado mediante el método de cluster
jerarquico para grupos vecinos mas cercanos y muestra las similitudes entre los
tratamientos de estudio. Se observé una mayor relacién entre los tratamientos Glucosa +
5% + 48h (T15), Glucosa + 5% + 72h (T16), Fructosa + 5% + 48h (T7), Fructosa + 5% +
24h (T6), Glucosa + 5% + 24h (T14), Fructosa + 5% + 72h (T8), Glucosa + 2% + 48h
(T11), Glucosa + 2% + 72h (T12), Glucosa + 2% + 24h (T10).

En cambio, los tratamientos que se encuentran mas alejados a los demas son
Fructosa + 2% + Oh (T1), Glucosa + 2% + Oh (T9), Fructosa + 5% + Oh (T5) y Glucosa +
5% + Oh (T13).

Analisis de componentes principales
Tabla 38

Matriz de correlacion de los componentes principales de los parametros cinéticos

Matriz de correlaciones?

pH Acidez Absorbancia Brix

Correlacién pH 1,000 -0,489 -0,964 0,175
Acidez -0,489 1,000 0,379 0,311

Absorbancia -0,964 0,379 1,000 -0,268

Brix 0,175 0,311 -0,268 1,000

La tabla 38 muestra una correlacién inversa entre la absorbancia y el pH.



Tabla 39
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Porcentaje de varianza total explicada

Componentes
Componente Autovalores iniciales Sumas de cargas al cuadrado de la
extraccion
% de % % de
Total Total % acumulado
varianza acumulado varianza

1 2,281 57,018 57,018 2,281 57,018 57,018

2 1,286 32,159 89,177 1,286 32,159 89,177

3 ,406 10,144 99,321

4 ,027 ,679 100,000
Figura 15
Grafico de sedimentacion

Grafico de sedimentacion
| 2 3 4

Numero de componente

En la figura 15, se muestra un grafico de sedimentacién, el cual indica el analisis

de los cuatro componentes analizados durante la fermentacion para la produccion de
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bacteriocinas. Ademas, la tabla 40 muestra los porcentajes de varianza, con el cual se
puede determinar que dos componentes son Utiles en la investigacion, debido a que el
porcentaje de varianza entre ambos componentes indican un valor alto.

Tabla 40

Matriz de componentes

Matriz de componente®

Componente

1 2
pH -0,979 0,056
Acidez 0,612 0,650
Absorbancia 0,956 -0,182
Brix -0,185 0,910

Tabla 41

Tabla de comunalidades

Comunalidades

Inicial Extraccion
pH 1,000 ,961
Acidez 1,000 7197
Absorbancia 1,000 ,947
Brix 1,000 ,862

La tabla 40 es util para identificar los principales componentes extraidos de un
conjunto de variables y nos permite evaluar la relevancia que cada uno de estos tienen en
relacion a las variables estudiadas, donde a medida que aumenta el valor absoluto, se
puede interpretar que la variable tiene mayor influencia en el componente en cuestion. Por

ejemplo, la primera componente esta altamente relacionada con las variables pH, Acidez
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y absorbancia, mientras que la segunda componente estd mas relacionada con la variable
Brix.

Por otra parte, la tabla 41 indica la matriz de comunalidades, donde se muestra el
porcentaje de cada variable que se puede obtener en relacion a los componentes
considerandos, es decir que, reteniendo dos componentes, se puede extraer el 96% de la
variable de pH, el 79% de la acidez, el 94% de la densidad 6ptica y el 86% de los sélidos
solubles. También, deja en evidencia que el componente 1 corresponde al pH y
absorbancia le pertenece al componente 2.

Figura 16

Gréfica de componentes principales

Componente 2
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La figura 16 demostré la informacién de forma agrupada de las correlaciones que
comparten las variables evaluadas, se evidencié que el pH, la acidez y °Brix mantienen de

alguna forma relacién. Mientras que, la absorbancia tiene menor relacion con el resto de

variables.
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Resultados del analisis de varianza para la variable evaluada en el estudio de la
actividad antagonista de las bacteriocinas producidas de la fermentacion bacteriana
Analisis de varianza para el halo de inhibicidn

Tabla 42

Resultados del andlisis de varianza para el diametro del halo de inhibicién

Fuente Sumade Grados de Cuadrado  Razén-F Valor-P
Cuadrados libertad Medio

EFECTOS
PRINCIPALES
A:Tipo de solucion 0,0816667 1 2,04167 31,96 0,0000
B:Microorganismos 0,0358333 2 0,447917 7,01 0,0071
patdégenos
C:Replica 0,0166667 3 0,138889 2,17 0,1336
INTERACCIONES
AB 0,000833333 2 0,0104167 0,16 0,8510
RESIDUOS 0,0383333 15 0,0638889
TOTAL 0,173333 23

La tabla 42 presenta el andlisis de varianza para el diametro del halo de inhibicién
producido por las bacteriocinas frente a diferentes microorganismos patégenos. Se
encontro diferencia significa en el Factor A (Tipo de solucién) y Factor B
(Microorganismos patdgenos). En cuanto a las réplicas y la interaccion AB no existio

diferencia significativa.
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Prueba de Tukey (p < 0.05) para determinar la diferencia significativa entre los
diferentes factores establecidos para el estudio de la actividad antagonista

Tabla 43

Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor A en la variable diametro

del halo de inhibicion

Tipo de solucion Didmetro del halo del inhibicion
SolGluBac 3,13*
SolGlu 2,548

La tabla 43 presenta las medias obtenidas del didmetro del halo de inhibicién con
respecto a cada los tipos de soluciones. Se encontr6 la formacion de dos grupos
independientes donde el grupo A de la solucién con glucosa mas bacteria presenté una
media de 3,13 mm, mientras que el grupo B de la solucién con glucosa libre de bacteria
mostro una media de 2,54 cm de didmetro.

Figura 17

Andlisis del efecto del tipo de soluciones en la formacién del halo de inhibicion
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La figura 17 indica la diferencia significativa entre las medias obtenidas de la
actividad antagonista que presentan los tipos de solucién evaluados. Se observa que la
solucién con glucosa mas la bacteria (SolBacGlu) presenta mayor inhibicion.

Tabla 44
Resultados de la prueba de significancia de Tukey para el Factor B en la variable diametro

del halo de inhibicion

Microorganismos patégenos Diametro del halo del inhibicion
Lysinibacillus fusiformis 2,56
Bacillus cereus 2,948
Staphylococcus warneri 3,008

La tabla 44 presenta las medias obtenidas del diametro del halo de inhibicion con
respecto a cada los microorganismos patégenos evaluados. Se encontr6 la formacion de
dos grupos homogéneos donde el grupo A de la Lysinibacillus fusiformis presenté una
media de 2,56 mm de diametro, mientras que el grupo B de Bacillus cereus y

Staphylococcus warneri mostraron valores de 2,94 y 3,00 mm, respectivamente.
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Figura 18
Andlisis del efecto de los microorganismos patdgenos en la formacion del halo de

inhibicion
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La figura 18 indica la diferencia significativa entre las medias obtenidas de la
actividad antagonista que presentan los microorganismos patdgenos evaluados. Se
observa que Bacillus cereus y Staphylococcus warneri presentan valores altos de

inhibicion.



Figura 19

Gréfico de superficie de respuesta para la variable diametro del halo de inhibicién en

relacion la interaccién AB
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La figura 19 muestra que los valores mas altos se encuentran en la parte superior
izquierda de la grafica que coincide con la solucion con glucosa mas bacteria (SolBacGlu)

con Bacillus cereus y Staphylococcus warneri, mientras que los valores mas bajos se

encuentran de la parte inferior derecha de la superficie que coinciden con la solucién con

glucosa libre de bacteria con Lysinibacillus fusiformis .
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Capitulo V

Discusion
Identificacién de la bacteria acido lactica

Segun lo sefialado por Velazquez-Lopez, Covatzin-Jirdn, Toledo-Meza, & Vela-
Gutiérrez (2018), las bebidas fermentadas como el pozol que es elaborado a base maiz
contienen una gran cantidad de microorganismos beneficiosos, incluyendo ciertas
bacterias lacticas que se desarrollan durante el proceso de fermentacién. Estas bacterias
son las responsables de la acidificacion de la mezcla mediante la produccion de una
combinacion de acidos, y ademas contribuyen a proporcionar un sabor fresco y agradable
al producto final.

En el presente estudio, se lograron aislar cuatro cepas bacterianas presentes en la
chicha de Yamor utilizando el método de estria en Agar MRS. Las cepas aisladas
presentaron caracteristicas similares, como la forma de bacilos en la colonia, tonalidades
gue oscilaban entre el blanco y el amarillento, tincién gram positiva y prueba negativa de
catalasay al aplicar la identificacion del gen 16S, se pudo determinar que la bacteria L.
fermentum fue la cepa predominante encontrada en esta bebida.

Agati, Guyot, Morlon-Guyot, Talamond, & Hounhouigan (1998), indicaron que las cepas
amiloliticas de L. fermentum se aislaron por primera vez del ogi y el mawe' de Benin,
bebidas a base de cereales. De acuerdo con Calderon, Loiseau, & Guyot (2003), la
fermentacion natural de las masas de cereales africanos esta dominada por bacterias
heterolacticas debido a que el almiddn es el principal carbohidrato en los cereales.
Ademas, Wells, Krause, Callaway, & Russell (1997), indicaron que L. fermentum puede
prosperar bajo las condiciones acidas impuestas por una dieta de 80% de cereales, lo que
coincide con las caracteristicas de la bebida tradicional chicha del yamor, ya que es un

producto a base de siete variedades de maiz, es decir, con un alto porcentaje de almidon.
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Ademas, el pH de la bebida fue de 3,49, lo que coincide con el rango acido que estas
bacterias pueden resistir.

Respecto a la cinética de crecimiento de la BAL implementando diferentes fuentes
de carbono

Con respecto alas fuentes de carbono (Factor A)

Las bacterias del género Lactobacillus se cultivan comunmente en medio MRS
(DeMan, Rogosa y Sharpe), el cual, esta disefiado para satisfacer sus necesidades
nutricionales y proporcionarles un ambiente optimo para su crecimiento. No obstante, se
ha indicado que complementar la formulacion de este medio mediante la adicion de sales
y carbohidratos derivan en un aumento de la masa celular y genera una mejor produccién
de compuestos bioactivos (Ledn-de la O, et al., 2013). Esto ultimo, de acuerdo con Mckee
& Mckee (2014), se correlaciona a que, en la busqueda de mantener las bacterias acido
lacticas, resulta indispensable contar con una reserva de energia, pues si se parte desde
los alimentos, se tiene que los carbohidratos que se consideran la fuente de carbono, que
realizan tal suministro.

Como menciona en su investigacion, Wang, Tashiro, & Sonomoto (2015), se
requiere buscar nuevas fuentes de carbono, a fin de reemplazar los carbohidratos
refinados existentes, por lo que se han ido implementando fuentes con naturaleza
heterogénea en azucares, que como resultado genere una mayor produccion del &cido
lactico y se disminuyan los costos en estos procesos.

Forero & Sanchez (2008), mencionan que ciertas fuentes de carbono, que no se
ven favorecidas, solo deben ser incluidas de forma limitada, por lo que aportan baja
eficiencia hasta que esté agotada la fuente preferencial. Ademas, Gaspar, Carvalho,
Vinga, Santos, & Neves (2013), identificaron que se pueden obtener beneficios generando
subproductos finalizada la fermentacion, como lo son producir acido acético, CO2, etanol

acido férmico, entre otros.



106

En cuanto al pH, se observé que la glucosa con (4,61) mostré valores bajos,
comparados a los obtenidos para fructosa (4,80) el cual mostr6 valores altos. Asi, segun
Bamforth (2005), se logra evidenciar que los valores de pH obtenidos, se mantienen
dentro del rango 6ptimo que va desde 4,0 a 6,0, considerando que las bacterias acido
lacticas se denominan aciddfilas. En ello, es importante considerar que, dependiendo la
especie a estudiar tendran su propio intervalo de crecimiento y a su vez un pH éptimo.
También, se considera que las BAL pueden crecer a un rango de pH amplio, pero si se
sobrepasa sus limites de tolerancia, pueden darse dafios en el microorganismo como
dafios en su membrana plasmaética, volviendo al microorganismo poco disponible (Willey,
Sherwood, & W oolvertonn, 2009).

Los valores de pH obtenidos, hacen referencia también a su ambiente natural, por
el cual se logran obtener bacterias acido lacticas. Asi, la variacion de pH logra simular su
comportamiento en varios ambientes, como menciona Rivera, Pertierra, Gaitan, Gutiérrez,
& Oltras, (2006) las BAL pueden interactian en nuestro intestino delgado a un rango de
pH que varia entre 5 a 7. Ademas, Jurado & Jarrin (2015) mencionan que a un pH de 4,5
a 5,0 es cuando logran reproducirse, tal como se evidencio en los valores obtenidos en la
presente investigacion.

Con respecto a la acidez, en este estudio, se encontré que la glucosa con un valor
de 0,018 produjo valores de acidez superiores a los de la fructosa que fueron de 0,017. Lo
cual comprueba que la acidez es inversamente proporcional al pH, por lo que se evidenci6
gue, al tener una acidez mayor en el caso de la glucosa, el valor de pH fue menor. Esto
segun Castellanos, Garcia, Astudillo, L6pez Galan, & Florez Pardo (2011), mencionan que
puede deberse a que las bacterias utilizadas en el estudio tienen una mayor afinidad por
la glucosa, es por eso que es importante considerar el pH y sus efectos en el proceso de
fermentacion al elegir una fuente de carbono para las bacterias. Ademas, es esencial

tener en cuenta que la acidez esta estrechamente relacionada con el pH. Por ende, un
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aumento en la acidez titulable puede indicar una mayor acidificacion del medio durante la
fermentacion, lo que puede ser beneficioso 0 no dependiendo de las preferencias de la
bacteria y del producto final que se esta buscando obtener.

Respecto a los sélidos solubles los resultados presentaron diferencias
significativas, la glucosa arrojé un valor menor siendo de 7,7, comparado al obtenido por
la fructosa que fue de 8,8. Como se muestra en la investigacién de Benavides (2019), se
evidencia que debido al crecimiento de las bacterias inoculadas, lo esperado es un
descenso en los solidos solubles, lo cual se encuentra relacionado a los carbohidratos
solubles, que dentro de este estudio, se considera a las fuentes de carbono, debido a que
son el componente que mas incide en esta medida.

La densidad optica presento valores mas altos para la glucosa con 2,6385,
mientras que la fructosa con un valor de 2,0673 fue mas baja. Benavides (2019),
menciona que es importante comprender que, al buscar la produccion de bacteriocinas,
se implica tener un conteo de bacterias lacticas minimo, a fin de detener una accion
funcional. Asi, segun Casaus (1998), el valor minimo debe ser de 1 x 106/g UFC para que
luego se dé la estimulacién o produccion futura de bacteriocinas. Cabe mencionar que,
aunque se puedan presentar distintas velocidades en el crecimiento celular, cuando el
medio de cultivo es acondicionado, dependiendo el tiempo de fermentacion, se pueden
alcanzar fases de crecimiento bacteriano similares (Benavides, 2019).

Con respecto ala concentracion de sustratos (Factor B)

Respecto al pH, se observo que a la concentracion del 5%, mostré un valor de
4,63, siendo menor en comparacion al obtenido para la concentracién al 2%, que
evidencio un pH mas alto de 4,79. Mismas que, a pesar de la variacién en la
concentracion de la fuente de carbono, no sobrepasa el punto 6ptimo de pH, manteniendo
sus rangos entre 4,0 a 6,0 (Bamforth, 2005; Willey, Sherwood, & W oolvertonn, 2009).

Bamforth (2005), indic6 que, mantener un pH 6ptimo favorece el correcto funcionamiento
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celular lo que a su vez permite mantener el pH intracelular deseado comparado a los
resultados obtenidos por Torres (2017), se evidencié que el pH disminuye a medida que
crece el microorganismo durante el tiempo, esto se da porque los microorganismos
utilizan los carbohidratos que se agregaron al medio de cultivo, sirviendo como fuente de
energia, llegando en algunos casos a formar hasta acidos organicos.

Otro factor a considerar segun es que, el pH puede ser controlado si se utilizan
agentes neutralizantes, como lo serian el hidroxido de potasio, calcio, sodio, solucion de
amonio o carbonato de calcio. También Wang, Tashiro, & Sonomoto (2015), mencionan
gue, un pH optimo, podria mejorar los niveles de inhibicién y a su vez mejorar la eficacia
de la fermentacion, pero puede verse afectada la presion osmdética debido a la presencia
de bastante solutos en el medio de fermentacién Finalmente, la investigacién de Ramirez
(2009), mostro que a un pH de 3,2 a 3,8, se puede detener su actividad, pero presentan
rendimientos del acido lactico distintos, siendo dependientes de si son bacterias
homofermentativas o heterofermentativas

Con respecto a la acidez, se observé que la concentracion al 5% tuvo la mayor
acidez con un valor de 0,020, mientras que la concentracion al 2% arrojo un valor menor
con 0,016. Este aumento de acidez segun Torres (2017), esta relacionado a la
disminucién del pH, dado por el crecimiento de microorganismos y ademas que existe una
acumulacion de &cidos organicos conforme pasa el tiempo. Evidenciado con el valor de
pH que fue de 4,63 y una alta acidez con un valor méximo de 0,02. Otra referencia se
presenta en la investigacion de Avtonomova, Krasnopol’skaya, & Maksimov (2006), en la
cual, también se demostro que si se tiene un pH menor a 4,0 resulta estresante para
cultivos liquidos con bacterias acido lacticas.

Respecto a los solidos solubles, se observé que a la concentracion del 5% arrojé
un valor de 9,3, mismo que fue mas alto que el obtenido en la concentracion al 2% que

arrojo valores mas bajos de 7,3. Como menciona Benavides, (2019), cuando se
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mantienen sustancias solubles incluidas en el sustrato, se tiene mas disponibilidad a fin
de gue sean aprovechadas por los microorganismos, por tanto, un potencial favorable en
la fermentacion es tener un mayor aumento en los sélidos solubles. Cabe mencionar que,
segun la investigacion de Quan, Liu, Guo, Ye, & Zhang (2022), la utilizacién de diferentes
cepas de bacterias acido lacticas, presenta caracteristicas comunes en la utilizacion de
azlcar, pero como es el caso de Lactobacillus fermentum, presenta sus caracteristicas
Unicas para metabolizar azUcares. En este caso, el tener una concentracion mayor de
carbohidratos, arroja una mayor cantidad de solidos solubles.

La densidad oOptica a una concentracion del 5 % fue de 2,3439 siendo un valor
mayor, en comparacion a la concentracion al 2% que fue de 2,2445 con un valor menor.
De ello, segun la investigacion de Castellanos, Garcia, Astudillo, Lopez Galan, & Florez
Pardo (2011) la principal influencia sobre la densidad 6ptica, se basa en la concentracion
de la fuente de carbono empleada, debido a que pueden actuar positiva 0 negativamente.
Asi, a una concentracion superior, se obtuvo mayor cantidad de biomasa, en la que su
velocidad de formacién es mas lenta, la cual resulta en fases exponenciales largas,
misma que se relaciona a la investigacion presentada, que hasta las 72 h se obtuvo un
aumento en la densidad éptica. Cabe mencionar que, la investigacion de Castellanos,
Garcia, Astudillo, Lépez Galan, & Florez Pardo (2011), también evidencié que glucosa es
la mejor fuente de carbono para obtener mayor densidad Optica, al igual que esta
investigacion.

Con respecto al factor C (Tiempo de fermentacion)

Con respecto a la acidez, se observé que a las 0 horas (0,015) mostré valores
inferiores mientras que a las 48 y 72 horas (0,019 y 0,020) tuvieron valores superiores. El
valor de acidez se ve afectado por el grado de acidez que tiene la bebida fermentada, a
medida que avanza la fermentacion el pH disminuye junto con el contenido de azlcar

mientras que sube la acidez (Guaman, 2013).
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Segun la investigacion de Anrango (2013), el valor referencial de la acidez de la
chicha de maiz debe estar entre 0.1 a 3, basado en la Norma INEN 341.

Con respecto al pH, se observo que, al iniciar la fermentacién (0 horas), su valor
fue de 6,10, mismo que se mostré mayor valor, comparado al obtenido a las 72 horas, que
logro mantenerse en un valor de 4,20, el cual resulto inferior. Segun la investigacion de
Torres (2017) se mostro que el pH se ve disminuido, conforme vaya creciendo el
microorganismo al transcurrir el tiempo, lo cual se debe a que los microorganismos
aprovechan los carbohidratos que suplementan el medio de cultivo, mismos que sirven
como fuente de energia, llegando a formar incluso &cidos organicos. Ademas, segun
Anrango (2013) se menciona que la fermentacion puede continuar de forma satisfactoria,
si el pH del mosto se logra ajustar a un valor entre 4 y 4,5, de forma tal que se puede
favorecer el desarrollo de levaduras y que, al mantener un pH bajo, se logre inhibir el
desarrollo de una gran variedad de microorganismos.

Para los sélidos solubles, se observo que a las 0 horas (8,8) mostré valores altos,
mientras que a las 24 horas indic6 valores bajos siendo este de 7,7. Morales (2018),
sefiala el efecto de la temperatura de pasteurizacion y la letalidad sobre los soélidos totales
en la chicha, en donde se afirmé que la temperatura de pasteurizacién logra afectar en el
contenido de solidos solubles de la chicha, siendo el caso que si se alcanza temperaturas
de pasteurizacion mayores a los 80°C, se obtiene una bebida con un mayor nimero de
solidos totales, siendo el caso contrario si se aplican temperaturas menores a los 70°C.
Cabe mencionar que la humedad de la bebida, ser& la variacion de los sdlidos totales,
afirmando que la hidrélisis de polisacaridos causa dichas diferencias.

Ademas, como lo menciona la investigacion de Quan, Liu, Guo, Ye, & Zhang
(2022), la disminucion de los °Brix confirma alin mas las caracteristicas que presenta el

metabolismo de los azlcares solubles al procesar las bacterias acido lacticas.
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En la densidad Optica, se observo que a las 0 horas (0,4284) mostro valores bajos,
mientras que a las 72 horas (3,0838) indic6 valores mayores de 3,0838 a comparacion
con los valores reportados por la investigacion de Baca-Armas (2016) en el que el valor
de densidad relativa de la chicha del Yamor puede presentar un valor de 1.02 durante el
proceso fermentativo, en el cual los valores de densidad de bebidas fermentadas a base
de maiz negro y de la combinacién de maiz negro y blanco tienen un valor de 1.01.
Segun la investigacion de Castellanos, Garcia, Astudillo, Lopez Galan, & Florez Pardo
(2011) evidencia que la temperatura es un factor importante a considerar, ya que, a mayor
temperatura, se tienen velocidades de crecimiento mas altas y a menos temperatura, el
crecimiento es mas lento, pero mas duradero. La misma cobra importancia al tener efecto
positivo en su interaccion con la concentracion.

Con respecto alainteracciéon ABC (Fuentes de carbono*Concentracion de
sustratos*Tiempo de fermentacién)

En el caso del pH, el grupo A conformado por las interacciones Glucosa + 5% +
72h (4,04), indicaron valores significativamente menores en comparacion al resto. Mismo
gue segun Bamforth (2005) y Willey, Sherwood, & W oolvertonn (2009) se mantiene el
valor del pH dentro del rango 6ptimo que corresponde de 4,0 a 6,0, por lo cual ain se da
el crecimiento. Ademas, como menciona Ramirez (2009) el pH logra una disminucién
hasta un nivel que las bacterias indeseables quedan inhibidas, pero es importante
considerar que a un pH entre 3,2 y 3,8, su actividad puede detenerse. Otro factor
importante, es el mencionado por Torres (2017), donde se evalla que la disminucién de
pH se da a medida que crece el microorganismo, como se evidencio en esta
investigacion, después de haber transcurrido 72h de fermentacion.

Por otra parte, el grupo L perteneciente a Lactosa + 2% +0h (6,36) indic6 mayores
valores, en el cual segun Melini, Melini, Luziatelli, Ficca, & Ruzzi (2019) factores como el

tipo de azlcar, junto a su disponibilidad limitada o no de nutrientes, afectan en el proceso,
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ademas como muestra la guia técnica del medio MRS de Britania (2021), respecto al pH
del medio, si no ha transcurrido tiempo de fermentacion, se mantendra un pH aproximado
de 6,4, como se muestra en el presente estudio.

En cuanto a la acidez, se obtuvo un mayor contenido en el grupo K conformado
por las interacciones Fructosa + 5% + 72h (0,026) y Glucosa + 5% + 72h (0,023), como
menciona Torres (2017), la acidez es inversamente proporcional al pH, por lo que el
aumento en la acidez, se basa en la disminucién del pH, dado por el crecimiento de
microorganismos.

Guaman (2013), también menciona que conforme avance la fermentacion, para
gue se dé el aumento en la acidez, el contenido de azucar disminuye. Por el contrario, el
grupo A perteneciente a Fructosa + 2% + Oh (0,013), indicaron menor contenido, como se
evidencia en la guia técnica del medio MRS de Britania (2021), al no haber transcurrido la
fermentacion y mantener un pH alto, los valores de la acidez seran bajos.

Para los sélidos solubles, se obtuvo el mayor valor en el grupo N perteneciente a
la interaccién Fructosa + 5% + Oh (10,2), que, segun Benavides (2019), menciona que los
sélidos solubles son una medida indirecta de aquellas sustancias que se presentan
disueltas, siendo el caso, dentro del medio, considerando que la mayoria son aquellos
carbohidratos, se puede entender resulten en un alto valor de °Brix, como lo evidencian
los resultados obtenidos. Ademas, al estar en un tiempo Oh y no haber iniciado la
fermentacion, dicho valor no presenta variacion alguna. Por otra parte, el grupo A
conformado por las interacciones Glucosa+2%+72h (6,4), indicaron medias inferiores en
relacion a los demas. Segun Benavides (2019), debido a que se tiene un crecimiento de
las bacterias que se inoculd, el descenso de esta propiedad, trascurridas las 72h es
esperado, de forma especial porque es una medida indirecta de las fuentes de carbono,
gue son aquellos componentes que mas inciden y han sido consumidos durante la

fermentacion.
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En la densidad 6ptica, el grupo J conformado por Glucosa + 5% + 72h (3,6233),
indicaron medias superiores, lo que, segun Wang, Tashiro, & Sonomoto, 2015 se
encuentra relacionado al medio, ya que las bacterias acido lacticas pueden crecer en el
mismo, si se suplementa con carbohidratos, entre los cuales prefieren metabolizar
aquellos més faciles de degradar y que a su vez, logran presentar una tasa mayor de
crecimiento. Esto se relaciona a los datos obtenidos por Castellano, Garcia, Astrudillo,
Lépez Galan, & Florez Pardo (2011) que evidencia que glucosa, se considera como la
mejor fuente de carbono para el crecimiento de bacterias acido lacticas. Mientras que la
media inferior la presento el grupo A correspondiente a las interacciones Fructosa + 2% +
Oh (0,1473) y Sacarosa + 5% +0h (0,1337), en las cuales, al no presentar un tiempo de
fermentacion, adn no logran desarrollar mayor cantidad de biomasa, por lo que no se ha
generado todavia un crecimiento microbiano, tal como lo menciona Castellanos, Garcia,
Astudillo, L6pez Galan, & Florez Pardo (2011).

Respecto al andlisis de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas
Tipo de solucién (Factor A)

En cuanto al tipo de solucidn, se observé que el tratamiento que incorpor6 la
glucosa y bacteria acido lactica inoculada mostré un mayor didametro de inhibicion (3,13
mm) en comparacién con la solucién con glucosa libre de bacteria (2,54 mm). Como
mencionan Serna Cock & Enriquez Valencia (2013), esto se debe a la capacidad de
inhibicidn contra bacterias patégenas, que dependera del tipo de cepa de bacteria acido
lactica que se evalué, lo que se evidencia en esta investigacion donde resulto el diametro
de inhibicién mayor para aquella solucién suplementada por glucosa con la bacteria acido
lactica inoculada. Ademas, segun Parada, Caron, Medeiros, & Soccol (2010), gracias a la
fermentacion de azlcares y consiguiente disminucion de pH, un factor importante para la
inhibicion del crecimiento de microorganismos patdgenos, es la produccion de acidos

organicos en la fermentacion, como el &cido lactico, ademas que, el mismo bajo pH hace
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gue los acidos organicos se vuelvan liposolubles, por lo cual pueden atravesar la
membrana celular y llegar al citoplasma. Ademas, las bacterias acido lacticas tienen un
amplio espectro de accion y pueden inhibir tanto bacterias Gram-positivas como Gram-
negativas, lo que aumenta su capacidad para combatir microorganismos patégenos
(Phumkhachorn & Rattanachaikunsopon, 2010).

Microorganismos patégenos (Factor B)

Bacillus cereus y Staphylococcus warneri mostraron mayor inhibicion con valores de 3,00
y 2,94 mm, respectivamente y se observd menor efecto en el caso de Lysinibacillus
fusiformis (2,56 mm). Segun Serna Cock & Enriquez Valencia (2013) esto se debe a que
la actividad antimicrobiana de las bacterias acido lacticas, frente a las Gram positivas se
ve influenciada por la accion principal de las bacteriocinas. Esto segin Favaro, Penna, &
Todorov (2015) se debe a que se favorece la formacién de poros para luego producir la
muerte celular. Cabe mencionar que, otros estudios como el de Serna Cock & Enriquez
Valencia (2013) han demostrado que las BAL, pueden también inhibir el crecimiento de
patégenos Gram negativos, pero principalmente se debe a su produccion de acidos

organicos.
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Capitulo VI

Conclusiones
Identificacién de la bacteria acido lactica

La cepa bacteriana L. fermentum fue identificada mediante analisis morfoldgico y
pruebas bioquimicas que revelaron su forma de bacilo, coloracion blanquecina y resultado
negativo en la prueba de catalasa. La confirmacion de su identidad se obtuvo mediante la
identificacion del gen 16S.

Respecto a la cinética de crecimiento de la BAL implementando diferentes fuentes
de carbono
Fuentes de carbono (Factor A)

En base a los resultados obtenidos, a partir de las fuentes de carbono tratadas en
el medio de cultivo, se concluye que la mejor fuente fue la glucosa. La eleccién de este
sustrato se fundamenté en varias observaciones como el alto contenido de acido lactico
registrado (0,018) y la alta densidad 6ptica (2,6385), que son indicadores del crecimiento
celular. Ademas, se registro un bajo nivel de solidos solubles (7,7) y un bajo valor de pH
(4,61), lo que sugiere que la glucosa fue mas efectiva para promover el crecimiento de L.
fermentum en particular.

Concentracion de sustratos (Factor B)

La concentracién mas efectiva para el crecimiento y produccion de bacteriocinas
de L. fermentum fue del 5%. Esta eleccidn se baso en varios indicadores de crecimiento
celular, como el alto contenido de acido lactico registrado (0,020) y la alta densidad 6ptica
(2,3439). Ademas, se observo un bajo valor de pH (4,63) y en sélidos solubles se obtuvo
(9,3), lo que sugiere que la concentracion influye en para la supervivencia y crecimiento

de la bacteria en particular.
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Tiempo de fermentaciéon (Factor C)

El tiempo de fermentacién mas efectivo es el de 72h, dado que a dicho tiempo se
evidencio un alto crecimiento celular. Esta eleccion se baso en los valores de los
pardmetros cinéticos donde se obtuvo alta densidad 6ptica (3,838), ademas que la
concentracion de acido lactico (0,020) fue alta, misma que se correlaciona con un bajo
valor de pH (4,20), esto debido al crecimiento celular, ademas, evidencié desde las 24h
un descenso en los soélidos solubles (7,7), por lo que se concluye que hasta las 72 horas
hubo suministro de nutrientes adecuado para que se mantenga una fase exponencial de
crecimiento.

Fuentes de carbono*Concentracion de sustratos*Tiempo de fermentacion
(Interaccion ABC)

El tratamiento que demostré el mejor crecimiento celular fue el suplementado con
glucosa al 5% durante 72 horas de fermentacién. Esto se baso6 en los parametros
cinéticos obtenidos, como un pH de 4,04, una acidez de 0,023, sélidos solubles de 8,0 y
una densidad Optica de 3,6233. Ademas, se observo que el bajo pH resultante de este
tratamiento permitié inhibir el crecimiento de bacterias no deseadas durante la
fermentacion, lo que les permite a las bacterias de interés mantenerse en ambientes mas
acidos.

Respecto al analisis de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas
Tipo de solucién (Factor A)

La solucién mas efectiva para la produccién de bacteriocinas fue la que contenia
células bacterianas y glucosa (SolBacGlu), ya que se observo un promedio alto en los
didmetros de los halos de inhibicion, con un valor de 12,25 mm de diametro. Esto indica
gue la SolBacGlu tiene una mayor capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias
patégenas evaluadas, como Lysinibacillus fusiformis, Staphylococcus warneri y Bacillus

cereus.
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Microorganismos patogenos (Factor B)

Los microorganismos patdégenos Bacillus cereus y Staphylococcus warneri
presentaron mayor sensibilidad ante la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas
producidas por L. fermentum, con valores de inhibicién de 3,00 y 2,92, respectivamente.
En contraste, Lysinibacillus fusiformis tuvo una menor actividad con un diametro de halo

de inhibicién de 2,56 mm.
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Recomendaciones

Se recomienda elaborar la bebida fermentada con los procesos de coccion
tradicionales, a fin de, por medio de elevadas temperaturas evitar la contaminaciéon y que
la fermentacién, dure aproximadamente 48 horas.

Realizar una correcta desinfeccion de los distintos tipos de cedazos a fin de evitar
la contaminacion y que ademas logre retener los sedimentos indeseados. También, es
importante realizar una perfecta seleccién de los granos pertenecientes a las distintas
variedades de maiz, para que los mismos no interfieran en la fermentacion

Identificar correctamente las distintas caracteristicas morfologicas en la
identificacion de bacterias acido lacticas a fin de aislar distintas cepas microbianas
Iniciado el aislamiento de bacterias acido lacticas se debe optar por aquellas colonias con
apariencia blanquecina y cremosa, a fin de que sean solo bacterias acido lacticas si asi lo
requiere la investigacion

En base a las cuatro fuentes de carbono estudiadas, se recomienda utilizar
Glucosa como suplemento principal en el medio de cultivo MRS especifico para BAL,
dado que fue el que mostré mejores valores respecto a los pardmetros cinéticos

Asi mismo se recomienda tener en cuenta el pH inicial de la bebida para mantener
un acondicionamiento similar durante los procesos de fermentacion. También, que
posibles estudios evalien como interfiere la adicion de endulzante natural agregado al
finalizar el proceso de fermentacion.

Para la identificacion de bacterias acido lacticas se recomienda recurrir a la
secuenciacién molecular de las bacterias, a fin de determinar su especie.

Para las pruebas antimicrobianas se recomienda usar el medio Agar Muller Hinton
debido a que es un medio especifico para pruebas de inmunosensibilidad, por lo que los

microorganismos pueden crecer en el mismo
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Se recomienda realizar futuras investigaciones que presenten modificaciones en la
temperatura de fermentacion a fin de analizar cémo la misma interfiere en el crecimiento
celular.

Se recomienda mantener el pH en un rango 6ptimo de 4,0 a 6,0, ya que como
demostro la presente investigacion, permite que las bacterias acido lacticas se sigan
reproduciendo. Cabe mencionar que, a menor pH se logra inhibir el crecimiento de
microorganismos no deseados en el medio.

Dado que el mejor tratamiento con fuentes de carbono fue a una concentracion del
5%, se recomienda usar la misma concentracion para suplementacion del medio a fin de
gue existan suficientes nutrientes y se mantenga la etapa de crecimiento, considerando
gue un exceso puede causar un estrés bacteriano que inhibe su crecimiento.

Para evitar la etapa de muerte de las bacterias, se recomienda mantener como
maximo 72 horas de fermentacion para las cepas bacterianas utilizadas. Dado que, hasta
dicho periodo, se logran mantener nutrientes si se utiliza la suplementacion del medio
antes recomendada.

Se recomienda la utilizacion de SolBacGlu para la produccion de bacteriocinas con
potencial antimicrobiano. Ademas, se sugiere la realizacion de futuras investigaciones
para evaluar la efectividad de las bacteriocinas producidas con SolBacGlu contra otros
patogenos alimentarios relevantes.

Se recomienda continuar investigando la actividad antimicrobiana de las
bacteriocinas producidas por L. fermentum sobre otros microorganismos patégenos de
interés en la industria alimentaria, con el objetivo de determinar su potencial uso como
conservante natural y reducir el uso de quimicos sintéticos en la conservacién de

alimentos.
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