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RESUMEN
Las bacteriocinas son péptidos de bajo peso molecular que exhiben propiedades
antimicrobianas, los cuales son sintetizados por los ribosomas por una amplia gama de
bacterias. Se han reportado multiples bacterias productoras de bacteriocinas aisladas de
diferentes origenes, y entre los mas interesantes se encuentran los alimentos
fermentados. En la siguiente investigacion se caracterizé una bebida fermentada (mala)
de una nacionalidad autdctona ecuatoriana, los Tsachilas, con el objetivo de aislar
bacterias capaces de producir sustancias inhibidoras de tipo bacteriocina en contra de E.
coliy R. stolonifer. Ademas se evaluaron distintas fuentes de carbono (glucosa, sacarosa,
lactosa, fructosa) para evaluar los parametros cinéticos de crecimiento de tres bacterias
aisladas (Bacillus licheniformis, Oceanobacillus sp y Staphylococcus sciuri) mediante un
disefio de blogues al azar con arreglo factorial AxB, para identificar diferencias
significativas entre los tratamientos estudiados se aplico la prueba de Tukey (p>0.05). Se
encontré que los resultados de pH, acidez, densidad Gptica y grados Brix fueron mejores
en Bacillus licheniformis en medio suplementado con sacarosa. En cuanto a la actividad
inhibitoria, la mejor interaccion encontrada fue de Bacillus licheniformis y Staphylococcus
sciuri con fructosa, por separado. Se recomienda continuar con investigaciones acerca
del potencial antimicrobiano de Bacillus licheniformis y Staphylococcus sciuri, con medios

ricos en fructosa y sacarosa.

Palabras clave:

e BACTERIOCINA

e FUENTE DE CARBONO

o BEBIDA FERMENTADA

e BACILLUS LICHENIFORMIS
e STAPHYLOCOCCUS SCIURI
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ABSTRACT
Bacteriocins are low molecular weight peptides that exhibit antimicrobial properties, which
are synthesized by ribosomes by a wide range of bacteria. Multiple isolated bacteriocin-
producing bacteria of different origins have been reported, and among the most interesting
are fermented foods. In the following investigation, a fermented beverage (mala) from an
indigenous Ecuadorian nationality, the Tsachilas, was characterized with the aim of
isolating bacteria capable of producing bacteriocin-type inhibitory substances against E.
coli and R. stolonifer. In addition, different carbon sources (glucose, sucrose, lactose,
fructose) were evaluated to estimate the kinetic growth parameters of three isolated
bacteria (Bacillus licheniformis, Oceanobacillus sp and Staphylococcus sciuri) by a
randomized block design with AxB factorial arrangement, to identify significant differences
between the studied treatments, the Tukey test (p>0.05) was applied. It was found that
the results of pH, acidity, optical density and ° Brix were better in Bacillus licheniformis in
a medium supplemented with sucrose. Regarding the inhibitory activity, the best
interaction found was of Bacillus licheniformis and Staphylococcus sciuri with fructose,
separately. It is recommended to continue with research on the antimicrobial potential of

Bacillus licheniformis and Staphylococcus sciuri, with media rich in fructose and sucrose.

Key words:

e BACTERIOCIN

e CARBON SOURCE

e FERMENTED BEVERAGE

e BACILLUS LICHENIFORMIS
e STAPHYLOCOCCUS SCIURI
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CAPITULO |

Introduccién
La fermentacién es un proceso que histéricamente se ha usado ya sea para
la preservacion de alimentos asi como para el mejoramiento de sus propiedades
organolépticas. Las bebidas fermentadas son aquellas producidas mediante el
crecimiento controlado de microorganismos y la conversibn de componentes
alimentarios por mecanismos enzimaticos, dentro de parametros ambientales

especificos. (Dimidi, Cox, Rossi, & Whelan, 2019)

Como sustratos para la elaboracién de bebidas fermentadas se han usado
distintos alimentos como leche, frutas, vegetales y cereales. Estos ultimos podrian
ser mayormente considerados para el diseflo de bebidas fermentadas con
caracteristicas probidticas si estas formulaciones cumplen con los requisitos
funcionales y tienen caracteristicas fisicoquimicas y propiedades organolépticas

aceptables. (Salmeron, 2017)

En las culturas antiguas alrededor del mundo, se han registrado una gran
variedad de bebidas fermentadas alcohdlicas, como chang en China, pulque en
México, chicha en Colombia, Ecuador y Perq, entre otras. (Rizo, y otros, 2018). Cabe
recalcar que en Ecuador, pais multiétnico y plurinacional, existen distintas bebidas
fermentadas propias de cada pueblo, sin embargo poca investigacion se ha hecho
en torno a sus propiedades microbiolégicas y fisicoquimicas, existiendo un gran

sesgo de informacion en cuanto a las bebidas tradicionales existentes.

En Santo Domingo, existe una nacionalidad Unica en el mundo, los Tsé&chilas.
Este pueblo cuenta con su bebida tipica que es el mal4, la cual es una bebida

fermentada a base de cafia de azlcar y maiz, cultivados en la zona. Es una bebida
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sagrada que se toma en festividades tales como la fiesta Kasama o Nuevo

Amanecer. (Espinosa, 2019)

Las bebidas fermentadas no solo constituyen un patrimonio cultural o un
punto de turismo; el estudio microbiolégico de estas puede permitir conocer a fondo
sus procesos fermentativos, reconocer las especies bacterias nativas responsables
del proceso y las propiedades fisicoquimicas que influyen en la elaboracién de estas
bebidas. El mala es una bebida consumida en festividades importantes dentro de la
nacionalidad Tsachila pero debido a su inexistente investigacion sobre la misma aln
no se tiene claro todos estos parametros, no se reconocen las bacterias responsables
del proceso y la conservacion de este bebida podria correr un riesgo debido a la falta
de informacion microbiol6gica. Ademas es importante identificar los compuestos
bioactivos que pueden generarse a partir de estos procesos fermentativos y

establecer sus beneficios dentro de la bebida preparada.

Objetivos
Objetivo general
Aislar y caracterizar bacterias productoras de bacteriocinas a partir de una bebida

fermentada tradicional de la nacionalidad Tsachila (mala).

Objetivos especificos

o Caracterizar los parametros fisicoquimicos y microbiol6gicos de la bebida
fermentada (mala).

. Estudiar el comportamiento de los parametros cinéticos microbianos y actividad
antimicrobiana de tres cepas de bacterias aisladas de la bebida fermentada (mala).

. Evaluar los parametros de crecimiento y produccion de bacteriocina en base a

cuatro fuentes de carbono distintas.
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Hipotesis
Hipotesis nula
e HO: Las cepas bacterianas estudiadas no influyen en los parametros cinéticos
microbianos y la actividad antimicrobiana.
e HO: Las cuatro fuentes de carbono empleadas no influyen en los parametros de

crecimiento y produccién de bacteriocina.

Hipotesis alternativa

e HI1: Las cepas bacterianas estudiadas influyen en los pardmetros cinéticos
microbianos y la actividad antimicrobiana.

e H1: Las cuatro fuentes de carbono empleadas influyen en los parametros de

crecimiento y produccién de bacteriocina.
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CAPITULO I

Revisiéon de Literatura

Bebidas tradicionales fermentadas

La fermentacion es un proceso que ha sido ampliamente utilizado por siglos
enteros por la humanidad con el fin de procesar y preservar los alimentos. Este proceso
consiste en el desarrollo de las actividades metabdlicas de los microorganismos que a su
vez mejoran la seguridad y propiedades sensoriales y nutricionales (olor, sabor, textura)
de la materia prima, ya sean carne, vegetales, frutas, productos lacteos, cereales, etc.

(Romero-Luna, Hernandez-Sanchez, & Davila-Ortiz, 2017)

Se ha visto el vasto desarrollo de productos fermentados a nivel industrial como
yogurt, cerveza, vino, pan, entre otros, que han sido estudiados a profundidad y por lo
tanto se tiene una amplia literatura cientifica acerca de estos productos. Por otro lado,
también existen un sinndmero de productos fermentados tradicionales, que son
producidos de forma artesanal por determinados grupos étnicos utilizando técnicas
ancestrales y equipos rudimentarios a partir de materias primas disponibles localmente,

como parte de su cultura gastronémica. (Bikila, 2020)

Especificamente las bebidas fermentadas de estos grupos suelen tener muchas
aplicaciones ya sea como alimento, medicina, reuniones sociales o en ritos religiosos. Se
conoce que estas bebidas al ser fermentadas contienen una gran diversidad
microbiol6gica que las enriqguecen con multiples nutrientes y probiéticos. Alrededor del

mundo se conocen varias bebidas fermentadas tradicionales tales como pulque, colonche
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en México, tella, areki en Etiopia, jann, apong en India, jiuniang, baijiu en China, chicha

en Ecuador.

Mala

Dentro de las nacionalidades de Ecuador, existe la chicha como bebida
representativa de sus pueblos y nacionalidades. Cada uno de ellos le llama de forma
distinta, en el caso de la comunidad Tsachila, ubicada en Santo Domingo, la chicha es

conocida como mala en su idioma tséfiqui.

El mala es la bebida representativa de esta comunidad, se bebe en ocasiones
especiales por ello se la conoce como una bebida de festejo. Especialmente se la
consume durante la fiesta Kasama o “Nuevo Amanecer” que se celebra a mediados de
abril. En esta festividad se celebra la culminacion de un afio y se espera comenzar uno
nuevo con abundancia y prosperidad para las comunas. Se realizan varias actividades
como representaciones artisticas, musicales, juegos, danza, comida, rituales de
purificacién y no puede faltar el mala. Ademas de esta celebracion, la chicha de los
Tsé&chilas también es consumida en demas dias festivos y reuniones especiales como los
matrimonios, y durante las mingas comunitarias porque se la considera como una bebida

para compartir.

Al ser una bebida fermentada se generan grados alcohélicos durante su proceso
de reposo por ello, entre mas tiempo tenga la bebida, mayor concentracién de alcohol
tendra, en el caso de los nifios también pueden tomarla, sin embargo para disminuir el

grado alcohdlico se le agrega jugo de cafia de azUcar.
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Figura 1 Mujeres Nativas elaborando mala durante la fiesta Kasama.

Proceso de elaboracion de mala

De forma general, el principal ingrediente es el jugo de cafia. Los vegetales son
ampliamente variados en sus versiones de la chicha. Existe el pa-ko mala que se realiza
con choclo tierno cocinado, lum mala hecho a base de maduro y es la chicha mas dulce
de todas; también aglie mala con chonta, cuchu mala con yuca, urd mala con yuca y
choclo, y el yo mala utilizado especificamente en rituales y es conocido como chicha del

sol.

En el caso del pa-ko mala, su proceso de elaboracién (Figura 2) empieza con la
extraccion del jugo de cafia de azUcar en el trapiche, molino rudimentario hecho con
pambil, bamb0 o cafia. Mientras tanto se recolecta el choclo tierno y es cocinado. Una

vez enfriado se le agrega un hongo rosado conocido como pa-ko ayan que es recogido
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del palo quemado de chonta, el cual aparece en su tallo luego de 7-15 dias. Se envuelve
una hoja de bijao y se deja reposar por una semana donde se produce mayor crecimiento
del hongo, posteriormente se afiade el jugo de cafia de azucar y se deja fermentar por
los dias que sean necesarios. Al cabo de tres dias ya se puede consumir la bebida pero

con un tenue sabor alcohdlico.

ELABORACION DE MALA

OBTENCION DEL JUGO DE CARNA En trapiche

RECOLECCION Y COCCION DE RECOLECCION DE HONGO
CHOCLO TIERNO ROSADO DE PALOQUEMADO

|

ENVUELTOEN HOJA DE BUAO
(CHOCLO+HONGO)

1 semana

ADICION DE JUGO DE

CRRA > 3 dias

OBTENCION DE LA
CHICHA

Figura 2 Proceso de elaboracién de mala. Elaboracion propia.
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Microorganismos fermentadores

Los alimentos fermentados de forma tradicional contienen tanto microorganismos
funcionales como no funcionales. Los microorganismos beneficiosos son los encargados
de transformar las biomoléculas de las materias primas, ya sean de origen vegetal como
animal, durante el proceso de fermentacion, produciendo ciertas caracteristicas unicas
en el alimento, por ejemplo mediante la mejora de la biodisponibilidad de nutrientes, la
intensificacion de ciertas cualidades sensoriales en los alimentos, ademas de presentar
efectos bioconservantes y mediante la produccién de metabolitos previenen el
crecimiento de patdgenos, degradan componentes téxicos y aseguran la calidad
alimentaria, estimulan las propiedades probié6ticas y ayudan a la salud. (Tamang, Shin,

Jung, & Chae, 2016)

Las bacterias mayormente conocidas que producen todos estos beneficios son
las bacterias acido lacticas (BAL), quienes estan presentes en una amplia variedad de
alimentos y bebidas fermentadas. Los géneros de BAL mas estudiados son Lactobacillus,
Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, entre otros. Asi
mismo especies del género Bacillus también se encuentran presentes en alimentos
fermentados especialmente a base de leguminosas. Del queso se aislan especies de
Bifidobacterium, Brachybacterium, Brevibacterium y Propionibacterium; asi como de
productos carnicos fermentados se aislan especies de Arthrobacter y Hafnia. (Tamang,

Shin, Jung, & Chae, 2016)

Por otro lado, también se pueden encontrar varios géneros de levaduras en
alimentos fermentados como Saccharomyces, Candida, Pichia, Debaryomyces,
Hansenula, Rhodotorula, Zygosaccharomyces, entre otros. (Tamang, Shin, Jung, & Chae,

2016)
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Los hongos, por su parte, se han utilizado en platos tradicionales especialmente
de Asia Oriental, como Aspergillus oryzae, utlilizado para la fermentacién de soja para
obtener miso, y arroz para obtener sake. Dentro de este grupo también se encuentran los
géneros Amylomyces, Rhizopus, Penicillium, Neurospora, entre otros. (Morocho & Leiva-

Mora, 2019)

Probidticos

En la actualidad se consumen microorganismos beneficiosos a través de varios
alimentos aunque ni siquiera sea de forma consciente. Estos alimentos estan
suplementados con probidticos, los cuales son microorganismos vivos que son ingeridos
en cantidades suficientes para tener un impacto positivo en la salud de los consumidores,
no solo a nivel nutricional, también afectan la microbiota natural del cuerpo, el epitelio

intestinal y al sistema inmunoldgico. (Wieérs, y otros, 2020)

Actualmente, se conoce que los probidticos integran una industria de millones de
ddlares, siendo uno de los nichos de mercado mas amplio en la industria alimentaria al
tener un amplio ratio de consumo en todo el mundo. Entre los alimentos preferidos por
los consumidores se encuentran el yogurt, quesos, helados, barras nutritivas, cereales y
formulas infantiles. De forma comercial, los probiéticos se venden en pildoras liofilizadas
de facil manipulacion y consumo. (Suez et al, 2019). (Suez, Zmora, Segal, & & Elinav,

2019)

Los alimentos con probiéticos son tan populares por tener respaldo de médicos y
nutricionistas. Entre los beneficios que presentan en la salud estén el control y prevencién
de la diarrea, enfermedades de inflacion intestinal, alergias, enfermedades respiratorias,
estreflimiento, infecciones en las vias urinarias, infeccion por H. pylori, altos niveles de
colesterol en la sangre y también se evidencian beneficios contra el cancer. (Min, Bunt,

Mason, & & Hussain, 2018)
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Las bacterias probidticas comunmente empleadas en la industria alimentaria son
las acido lacticas, estas pueden ser obtenidas de diferentes origenes ademas de que se
ha documentado que mediante procesos de fermentacion, estas bacterias no solo son
capaces de ayudar a la conservacion de los alimentos sino que también aumentan la
digestibilidad de ciertos alimentos, ademéas mejoran las propiedades del producto tanto
como sabor, olor y textura. Entre los géneros mas usados se encuentran Lactobacillus
spp. y Bifidobacterium spp, los cuales se conocen como GRAS (“Generalmente
reconocidos como seguros”) por agencias reguladoras. Entre las especies de
Lactobacillus estan L. casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. rhamnosus. (Min, Bunt,

Mason, & & Hussain, 2018)

Asi mismo, es importante tener presentes ciertas consideraciones para con los
probidticos con el fin de tener una beneficio claro en la salud. En primer lugar, un
probidtico debe ser previamente documentado cientificamente como valido y seguro para
la salud. Ademas debe presentar una buena tecnologia para su produccion, evitando la
pérdida de viabilidad y funcionalidad del alimento. Es necesario que existan altas tasas
de supervivencia y reproduccion durante el procesamiento y el almacenamiento de los
productos. (Gupta & Abu-Ghannam, 2012). Ademas, se debe tener en cuenta el correcto
uso individual o combinacion de los probiéticos, ya que dependiendo de las cantidades y
tipos de subproductos de sus metabolismos luego de la fermentacion, podria haber una
afectacién en la calidad del producto alimenticio. Se recomienda que un alimento
contenga al menos 108 UFC/g-ml de células viables en el alimento. (Min, Bunt, Mason, &

& Hussain, 2018)

Bacteriocinas
Dentro de los subproductos del metabolismo de las bacterias, existen multiples

metabolitos que han sido considerablemente estudiados, entre ellos se encuentran las
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bacteriocinas. Las bacteriocinas son polipéptidos de molécula pequefia que tienen
propiedades antisépticas, antimicrobianas y anticancerigenas, los cuales son sintetizados
por los ribosomas por una amplia gama de bacterias. Debido a esto se conoce el potencial
de estos péptidos para inhibir el crecimiento de varios microorganismos patégenos. Estas
bacteriocinas son clasificadas en dos grupos importantes: clase | aquellas que pasan por
modificaciones postraduccionales y péptidos de clase Il que permanecen sin modificar.
Del mismo modo, cada grupo puede subdividirse; la clase | se divide en lantibi6ticos (con
anillos de lantionina), glicocinas (con glucopéptidos), bottromicinas (con amidina
macrociclica), tiopéptidos (contiazol y otros deshidroaminoéacidos), sactibiéticos (con
enlaces S-a0-C), y linaridinas (péptidos lineales deshidratados). Por otro lado, la clase Il
se divide en: lla que son del tipo pediocina similares a PA-1. La clase llb son
bacteriocinas compuestas por dos péptidos no modificados. La clase lic son péptidos
circulares. La clase lld contiene demas péptidos individuales no modificados, lineales,
diferentes a la pediocina. (Zheng & Sonomoto, 2018) Algunos ejemplos de bacteriocinas

se encuentran referenciados en la tabla 1.

Tabla 1 Ejemplos de bacteriocinas y sus caracteristicas.
Bacteriocina Mecanismo de Receptor Bacteria Espectro de
accion productora accion
Nisina Lipidos Il L. lactis Bacterias Gram
positivas
Pediocina Permeasa manosa P. pentosaceus Bacterias Gram
PA-1 positivas y Gram
Permeabilizaci negativas
Leucocina on de Permeasa manosa Leuconostoc Bacterias Gram
membrana por gelidum positivas y Gram
formacion  de negativas
Plantaricina  pOros Undecaprenil L. plantarum Bacterias Gram
pirofosfato positivas
fosfatasa
Helveticina Desconocido L. helveticus Bacterias Gram
negativas
Thuricina Desconocido Desconocido B. thuringiensis  Bacterias Gram
positivas

Fuente: Kumariya et al, 2019
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La funcionalidad de las bacteriocinas dentro de los microorganismos productores
puede tener varios objetivos por ejemplo ayudar a la funcionalidad probidtica del
microorganismo que las producen. También pueden actuar como péptidos colonizadores
gue facilitan la induccién o dominio de un microorganismo en un nicho ocupado. Como
ya se menciono, las bacteriocinas tienen la propiedad antimicrobiana que inhibe de forma
directa el crecimiento de microorganismos competidores. Ademas, las bacteriocinas
pueden actuar como péptidos de sefializacion a través de quorum sensing y mediante la
intercomunicacion entre bacterias dentro de un nicho microbiano o sefializando células

del sistema inmune del hospedador (Figura 3). (Dobson, Cotter, Ross, & Hill, 2012)
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Figura 3 Mecanismos de funcionalidad probiética de las bacteriocinas. Tomado de: Dobson et al, 2012.

Mecanismo de accion de las bacteriocinas

Las membranas celulares de las bacterias estan compuestas por fosfolipidos,
lipopolisacaridos, y polimeros como el peptidoglicano, los cuales le confieren la propiedad
anionica a su superficie y sirven como objetivo a las bacteriocinas cationicas a través de
interacciones electrostéticas, atravesando la bicapa lipidica del microorganismo. Las
bacteriocinas promueven la permeabilidad de la membrana celular presuntivamente a
través de la formacion de poros de iones provocando la disipacion de la fuerza motriz del

proton y el consecuente agotamiento de ATP intracelular. Luego de la perforacién de la
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membrana, los péptidos se auotasocian o polimerizan formando complejos con alguna
molécula de acoplamiento con la membrana provocando la fuga de sustratos
intracelulares y la muerte final. No hay evidencia cientificamente suficiente que sustente

gue la accion bacteriocina dependa de su concentracién. (Kumariya, y otros, 2019)

Métodos de evaluacion de actividad bacteriocina in vitro

Método de difusidon en disco de agar

Los mas empleados son los métodos de difusidn, entre ellos el método de difusion
en disco de agar es una técnica bastante popular. Se basa en inocular un microorganismo
antagonico en cajas Petri para luego colocar sobre su agar, discos de papel filtro con el
compuesto a poner a prueba a una concentracion determinada, luego de incubarlas a
condiciones especificas, se mide los diametros de las zona de inhibicion del crecimiento

del patégeno. (Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda, 2016)

Método de gradiente antimicrobiano

Otro de los métodos de cuantificacion de actividad antimicrobiana es el método
de gradiente antimicrobiano. Este se basa en la creacion de un gradiente de
concentracion del compuesto a ensayar en el medio sdlido inoculado con el
microorganismo a testear, depositando sobre este, de un extremo a otro, una tira
empapada con el agente antimicrobiano. Los resultados se miden por el tamafio de la

elipse de inhibicién en el agar. (Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda, 2016)

Método de difusion de pozos

En el método de difusion de pozos de agar se procede a inocular microorganismos
a testear sobre la superficie de agar de manera uniforme en toda la caja Petri, para luego
proceder a realizar pocillos de aproximadamente 7 mm de didametro y 4 mm de

profundidad para dispensar sobre ellos un determinado volumen del compuesto
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antimicrobiano. Luego del tiempo de incubacién necesario, se procede a observar la zona

de inhibicion sobre el agar. (Nalawade, Bhat, & Sogi, 2016)

Método de difusion de tapon

El método de difusién de tapones es muy similar a la prueba de discos, a diferencia
del altimo, este método se basa en previamente dejar crecer al microorganismo productor
de la sustancia antimicrobiana en su medio especifico en condiciones favorables por un
tiempo determinado. Para luego proceder a cortar pequefios cortes de agar
asépticamente para proceder a colocarlos en una superficie de agar inoculada con el
organismo que se requiere testear. Después de la incubacién, se observa la actividad
antimicrobiana mediante la medicién de los halos de inhibicién. (Botta, Saladino, Barghini,

Fenice, & Pasqualetti, 2020)

Método de comida envenenada

El método de comida envenenada es usado para evaluar el potencial antifingico
de un compuesto. Este método inicia con la incorporacion del compuesto antifingico en
medio agar fundido a una concentracién deseada, para luego ser vertido en placas e
incubado por una noche. Luego se procede a la inoculacion de un disco de micelio del
hongo a prueba en el centro de la caja Petri. Luego del tiempo de incubacién requerido

se miden los didmetros de crecimiento del hongo. (Balouiri, Sadiki, & lbnsouda, 2016)

Método de dilucion en caldo

Este es uno de los métodos de ensayos antimicrobianos més basicos y sencillos
dentro del laboratorio. Este método consiste en la preparacion de diluciones del
compuesto antimicrobiano en un medio liquido en tubos o microplacas, para proceder a
su inoculacién con un microorganismo problema crecido en su medio especifico y con
una turbidez ajustada a 0.5 McF, en cantidades exactas en cada tubo o pocillo que

contiene el agente antimicrobiano. Luego de su incubacion en condiciones favorables, los
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tubos o pocillos se leen visualmente observando la turbidez del medio como indicador de

crecimiento microbiano. (Azrad, Tkhawkho, Isakovich, Nitzan, & Peretz, 2018)

Cromatografia de capafina (TLC) —bioautografia

Existen métodos poco mas complejos como la cromatografia de capa fina (CCF)
combinada con autobiografia, la cual permite aislar, localizar y evaluar los componentes
bioactivos de organismos, con resultados altamente sensibles y especificos. CCF es un
tipo de técnica de cromatografia que separa componentes de una mezcla biolégica a
través de diferentes capacidades de adsorcion de los componentes en la fase
estacionaria, logrando la separacion de los mismos. Mientras que la bioautografia es un
método que emplea componentes bioactivos para reaccionarlos con sustratos especificos
formando contrastes de colores permitiendo su identificacion y cuantificacion. Esta
combinacion de técnicas permite determinar la presencia, ausencia o potencial de la
actividad biolégica de un compuesto mediante la aparicion de manchas con diferentes

colores en la placa del equipo. (Wang, y otros, 2021)

Prueba de tiempo muerto

Este tipo de método es uno de los mas practicos para determinar el efecto
antimicrobiano de un determinado compuesto. Permite tener informacion detallada sobre
la interacciéon dinamica entre el compuesto bactericida y la cepa microbiana problema.
Consiste en tomar alicuotas de caldo con el microorganismo a testear y afadirlas tubos
con concentraciones distintas de los compuestos antimicrobianos. Luego se toma
pequefias alicuotas de estas suspensiones en distintos intervalos de tiempo para realizar
diluciones seriadas y sembrar en agar. Luego se realiza el conteo de las unidades
formadoras de colonias. Junto con un control sin la inclusion del compuesto

antimicrobiano. (Alayande, Pohl, & Ashafa, 2017)
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Aplicaciones de las bacteriocinas

Dentro del campo de la biomedicina y la industria alimentaria, las bacteriocinas
han sido puestas en la mira por su interesante potencial antagdénico ante cepas
patdgenas. Por su modo especifico de actuar en contra de sus objetivos bacterianos, se
consideran una alternativa a los medicamentos convencionales en la lucha contra
bacterias patdgenas gastrointestinales como E. coli, Salmonella, H. pylori, en problemas
dermatoldgicos y una alternativa a los antibiéticos. En el &mbito alimentario, las
bacteriocinas producidas por las bacterias acido lacticas han sido consideradas por sus
efectos antimicrobianos naturales, los cuales son seguros y viables para su aplicacion en
los alimentos. Se registra actividad potencial contra B. thuringiensis, B. cereus,
Salmonella, L. monocytogens; patégenos transmitidos por alimentos. Sin embargo, las
bacteriocinas presentan un estrecho espectro de inhibicion y se corre el riesgo de
desarrollo de resistencia a su efecto antimicrobiano con su prolongado uso, por ello el
descubrimiento de nuevas bacteriocinas con potenciales antagdnicos contra cepas
patégenas es aun un desafio en la industria de alimentos. Actualmente, la Unica
bacteriocina aprobada para su uso a nivel comercial es la nisina. Es necesaria la inversion
en investigacion y desarrollo de estrategias de produccion de bacteriocinas para mayores

aplicaciones. (Chanos & Mygind, 2016) (Jamaluddin, Stuckey, Ariff, & Faizal Wong, 2017)

Otro problema a considerar en la produccion comercial de bacteriocinas es el alto
costo de su produccién, debido principalmente a dos causas: el alto costo del medio de
crecimiento y los procesos de separacion de las bacteriocinas de la mezcla compleja
resultante de la fermentacion, ya que son necesarias técnicas y equipos complejos para
hacerlo como la cromatografia, membranas de filtracion, sistemas bifasicos acuosos,
entre otras. Una alternativa a estos costos podria ser la utilizacion de residuos

agroindustriales. (Jamaluddin, Stuckey, Ariff, & Faizal Wong, 2017)
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CAPITULO Il

Metodologia

Ubicacién del Area de Investigacion

Ubicacion Politica

Pais: Ecuador

Provincia:  Santo Domingo de los Tsachilas
Canton: Santo Domingo

Parroquia: Luz de América

Sector: Via Quevedo 23 1/,

Ubicacion Geografica

El presente trabajo se realizé en los laboratorios de Bromatologia y
Microbiologia de los Alimentos de la Universidad de las Fueras Armadas-

ESPE, sede Santo Domingo.

Latitud: 00° 24" 36"
Longitud: 79° 18 43"
Altitud: 270 msnm
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Figura 4. Mapa de ubicacion geografica del area de investigacion. Fuente: GAD Provincial Santo Domingo
de los Tséachilas - Direccion de Planificacion Territorial.

Ubicacion Ecoldgica

Zona de vida: Bosque himedo 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 lla”, Quevedo (Km 35).
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Materiales

pH

Tabla 2. Recursos utilizados para la determinacion de pH

Equipos Materiales

Vaso de precipitacion de

Potenciometro 200ml

Grados alcohdlicos

Tabla 3. Recursos utilizados para la determinacion de grados alcohdlicos

Instrumental

Alcoholimetro
Probeta

Determinacién de acidez

Tabla 4. Recursos utilizados para la determinacion de acidez

Instrumental Reactivos
Balanza analitica Hidroxido de sodio 0,1N
Vaso de precipitacién de 250ml Solucién indicadora de fenolftaleina
Bureta de 25ml Agua destilada

Densidad

Tabla 5. Recursos utilizados para determinacion de la densidad

Instrumental Reactivos
Picnémetro Agua destilada

Balanza analitica
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Grados Brix
Tabla 6. Recursos utilizados para la determinacion de grados Brix
Equipos
Refractometro

Caracterizacion microbiolégica

Tabla 7. Recursos utilizados para la caracterizacidbn microbioldgica
Equipos Materiales Reactivos
Céamara de flujo Pipetas Agua destilada
laminar Tubos de ensayo Agua peptonada
Balanza analitica Asa bacterioldgica Agar MRS
Plancha Agitadora Asas de vidrio Agar Sabouraud
Autoclave Mechero de alcohol Agar EMB
Incubadora Probeta de 100ml Agar Nutritivo
Cajas Petri

Tincién Gram

Tabla 8. Recursos utilizados para tincion Gram
Equipos Materiales Reactivos
Microscopio Portaobjetos Agua destilada
Asa bacterioldgica Cristal Violeta
Mechero de alcohol Lugol

Safranina
Aceite de inmersién

Ensayo de catalasa

Tabla 9. Recursos utilizados para el ensayo de catalasa
Materiales Reactivos
Peroxido de hidrogeno al

Portaobjetos 30%

Gotero
Asa bacterioldgica
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Tabla 10 Recursos utilizados para la implementacion de sistemas de fermentacion.
Equipos Materiales Reactivos
Incubadora Caldo MRS
Matraz Erlenmeyer 250 Glucosa
Sacarosa
ml
Lactosa
Fructosa

Parametros cinéticos

Tabla 11 Recursos utilizados para el Registro de parametros cinéticos.
Equipos Materiales Reactivos
pH metro Bureta Hidréxido de sodio 0.1N
Espectrofotébmetro Celdas de cuarzo
Refractometro

Obtencién de bacteriocina

Tabla 12 Recursos utilizados para la obtencion de extractos libres de células -

bacteriocina.

Equipos Materiales Reactivos
Centrifugadora Tubos de centrifugacién  Hidroxido de sodio 0.1N
pH metro Papel filtro

Matraz Erlenmeyer

Embudo

Ensayos in vitro

Tabla 13 Recursos utilizados para los ensayos de actividad bacteriocina.

Equipos Materiales Reactivos
Camara de flujo laminar  Cajas Petri Agar Nutritivo
Incubadora Micropipetas PDA

Discos de papel filtro
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Métodos

El siguiente proyecto consté de tres partes:

e Primera etapa: Caracterizacion fisicoquimica y microbiolégica de la bebida
fermentada.

e Segunda etapa: Establecimiento de sistemas de fermentacion bacteriano y
produccion de bacteriocina.

e Tercera etapa: Ensayos de actividad bacteriocina.

Obtencién de la materia prima

La bebida fermentada (mald) utilizada en el siguiente trabajo fue obtenida de la
Comuna Tsachila Chiglilpe, ubicada en el kilbmetro 7 de la Via Santo Domingo —

Quevedo, margen izquierdo, 2 km adentro.

Caracterizacion fisicoquimica de la bebida fermentada

Grados alcohdlicos (segun Norma INEN 340)

Se coloc6d la muestra en una probeta limpia y seca, luego se introdujo el
alcoholimetro suavemente por 10 minutos, dejando reposar hasta que desaparecieron las
burbujas de aire que se forman en el seno del liquido y se efectud la lectura en el

alcohdlimetro.
Densidad

Se peso el picndmetro vacio (m1), luego se peso el picnometro llenado con agua
destilada (m2). Finalmente se llend el picndmetro con la muestra y fue pesado (m3). Para

el célculo de la densidad se utilizo la siguiente formula:

m3 —ml

P =z —m1 " P
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° Brix
Se coloco una gota de la muestra en el refractometro (Atago) y se realizo la lectura.
Acidez

Se coloc6 250 ml de agua destilada en un matraz Erlenmeyer de 500ml, al cual
se le afiadié 25ml de muestra y 5 gotas de la solucion de fenolftaleina. Se procedi6 a
titular con ayuda de una bureta con hidroxido de sodio 0,1 N. Se calcul6 la acidez con la

siguiente formula.

_ Vnaon * Nyaon * PE
Vin

Donde:

A= acidez

Vnaon= Volumen de NaOH consumidos

Nnaon= normalidad de NaOH utilizado

PE= peso equivalente del acido acético (60g/Eq)

Vm= volumen de muestra

pH

Se determiné el pH con la ayuda del potenciémetro (Mettler Toledo).

Caracterizacion microbioldgica de la bebida fermentada

En primer lugar, se realizaron diluciones seriadas, para ello se tomaron 10ml de
muestra y se afadieron 90ml de agua peptonada en un matraz. Se homogenizé la mezcla

agitando por 10 segundos (dilucién 1071). Para la dilucién 102, se tom6 1ml de la dilucién
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anterior y se agrego 9ml de agua peptonada en un tubo de ensayo y asi sucesivamente

para las siguientes diluciones hasta 10,
Recuento total de aerobios mesofilos (segin Norma INEN 1529-5)

Se deposité 1ml de cada diluciéon (10?1, 102, 103, 10%) en una caja Petri y se
procedio a verter 12ml de agar nutritivo en cada caja Petri. Se agitaron suavemente para
permitir la mezcla del medio con la muestra. Se dej6 reposar las placas para que se
solidifique el agar. Se incubd (Incubadora Memmert) a 30°C por 48 horas. Se
seleccionaron las placas de dos diluciones consecutivas que presentaron entre 15y 300
colonias y se cont6 todas las colonias que hayan crecido en el medio. Para el calculo del
namero de aerobios mesdfilos se aplico la siguiente formula:

N = Lc
" V(nl+0.1n2)d

Donde:

2c = Suma de todas las colonias contadas en todas las placas seleccionadas

V = Volumen inoculado en cada caja Petri

nl = Ndmero de placas de la primera dilucion seleccionada

n2 = Namero de placas de la segunda dilucion seleccionada

d = Factor de dilucion de la primera dilucién seleccionada (d = 1 cuando se ha inoculado

muestra liquida sin diluir)

Coliformes (segun Norma INEN 1529-7)

Se tomd 1ml de cada dilucién (107, 102, 103, 10%) en una caja Petri y se afiadié
10 ml de agar EMB, agitando suavemente. Se dej6 reposar para que se solidifique, luego

se vertié 4ml de agar. Una vez enteramente solidificado se incub6 a 30°C por 24 horas.
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Mohos y levaduras (segun Norma INEN 1 529-11)

Se inoculé 1ml de muestra, en cada uno de dos tubos que contengan 15ml de

agar Sabouraud y se extendioé con un asa de vidrio. Se incubé a 25°C por 5 dias.
Bacterias acido lacticas (segln el método de Reuben et al, 2019; Unl, et al, 2015)

Se tom6 1ml de cada disolucion (10, 102, 103, 10*) en una caja Petriy se afiadié

15ml de agar MRS. Se incubé a 37°C por 72 horas.

Se seleccionaron las placas que mostraron colonias blancas y cremosas y se
aislaron mediante transferencias sucesivas en medio MRS. Las colonias individuales
recogidas de las placas se inocularon en caldo MRS y crecieron hasta que alcanzaron la
fase de crecimiento exponencial media o tardia (A600 de 1,5-3,5) para ser inoculadas en
los sistemas de fermentacion. (Reuben, Roy, Sarkar, Alam, & Jahid, 2019) (Unlu, Nielsen,

& lonita, 2015)

Establecimiento de un sistema de fermentaciébn y produccién de

bacteriocina

Caracterizacion e Identificacién bacteriana

Tincién Gram (segun Tripathi, 2021).

Se tomd una pequefia cantidad de colonia con el asa bacteriol6gica y se colocé
en una gota de agua destilada sobre un portaobjetos. Se extendio la colonia hasta obtener
una pelicula delgada uniforme, se fij6 pasando el portaobjetos por un mechero de alcohol
suavemente. Se agregaron_dos gotas de cristal violeta sobre el portaobjeto y se espero 1
minuto, luego se enjuago con agua destilada suavemente. Se agregaron 2 gotas de lugol
por 1 minuto, se enjuago con agua destilada. Se agregaron 2 gotas de alcohol-cetona por

15 segundos, se enjuagl. Se agregaron 2 gotas de safranina por 1 minuto, se enjuago.
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Se dej0 secar el exceso de agua del portaobjetos al aire. Finalmente, se colocé el

portaobjetos en el microscopio y observé. (Tripathi & Sapra, 2021)

Morfologia celular

Se observaron las colonias en las placas considerando forma, color, opacidad y

consistencia.

Caracterizacion molecular

Las colonias aisladas fueron secuenciadas para el gen 16S ARNr por la empresa
Macrogen (Corea del Sur). Las secuencias obtenidas fueron analizadas por la

herramienta BLAST de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Crecimiento en sistema de fermentacion

Los sistemas de fermentaciébn se construyeron en matraces Erlenmeyer con
medio de cultivo (MRS). En un matraz de 250ml se afiadié 200ml de caldo MRS con 2ml
de muestra de cultivo (1% v/v). En cada uno de los tratamientos se afiadio la fuente de
carbono (glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa) a una razén de 5% pl/v. (Jaramillo,
Melendez, & Sanchez, 2010) La fermentacion discontinua se realizé a 37 ° C, sin agitacion

durante 72 h.

Registro de parametros cinéticos microbianos
Las muestras del medio se recolectaron en diferentes intervalos de tiempo (0, 4,
23, 27h) para su medicion de pH, grados brix, % de acido lactico y espectrofotometria a

600 nm para determinar la densidad optica. (Cavicchioli, y otros, 2019)

Obtencién de bacteriocina (segun Fuentes y et al, 2016).
Los medios de cultivo con las bacterias aisladas se centrifugaron a 1000 rpm por

20 minutos. Se filtraron los sobrenadantes con membranas de papel filtro estéril en


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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matraces. El pH de los sobrenadantes fueron ajustados a 6,5 con NaOH 1N. (Fuentes,

Londofio, Durango, & etc, 2016)

Ensayos de actividad bacteriocina
Para testear la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células
gue contienen bacteriocina, se empled E. coli y Rhizopus stolonifer, de manera

separada.
Método de difusién de discos (segun Balouiri et al, 2016).

La actividad antimicrobiana se expresé como unidades arbitrarias por mililitro (AU
/ mL), para ello se realizé diluciones sucesivas en base 2 con los sobrenadantes con

bacteriocina, y se calcularon con la siguiente ecuacion:

AU b
—=a"x100
mL
Donde es a= 2 (factor de dilucién) y b = valor de la dilucién mas alta que muestra
al menos una zona de inhibicién de 2 mm. (Gutiérrez-Cortés, Suarez, Buitrago, Nero, &

Todorov, 2018)

Para ello se inoculé el patdégeno a testear en cajas Petri con su medio respectivo
(Agar nutriente para E. coli y PDA para R. stolonifer), esparciendo 100 ul del inéculo
microbiano sobre toda la superficie. Se colocé sobre la superficie del agar los discos de
papel de filtro (de 5 mm de didmetro), que contienen el sobrenadante libre de células con
bacteriocina (100ul). Se incubaron las cajas Petri en condiciones adecuadas. Luego del
tiempo requerido de incubacion, se examinaron para determinar las zonas de inhibicion

de crecimiento.



Disefio experimental

Factores a probar
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Tabla 14. Factores y niveles a probar en los parametros de crecimiento de las

bacterias aisladas.

Factores Niveles
Al: Bacillus licheniformis
Colonia (A) A2: Oceanobacillus
A3: Staphylococcus sciuri
B1: Glucosa
Fuente de carbono (B) B2: Sacarosa
B3: Lactosa
B4: Fructosa
Tratamientos a comparar
Tabla 15. Tratamientos a comparar en los pardmetros de crecimiento de las
bacterias.
Tratamientos Cddigo
T1 Al1B1
T2 Al1B2
T3 A1B3
T4 Al1B4
T5 A2B1
T6 A2B2
T7 A2B3
T8 A2B4
T9 A3B1
T10 A3B2
T11 A3B3
T12 A3B4

Tipo de disefio

Para la presente investigacion se utilizara un disefio de bloques al azar con arreglo

factorial AxB en los parametros de crecimiento de las bacterias, en donde A (Colonia), B
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(Fuente de carbono), con los niveles en A=3; B=4; dando como resultado un total de 12
tratamientos con tres repeticiones.

Analisis estadistico

Modelo matematico para para comparar los parametros cinéticos

Yik=p+Bi+Sj+Tk + STk + E

Donde:

Y: Variable respuesta de la unidad experimental

U: Media general del experimento

Bi: Efecto de los bloques

S;: Efecto del j-ésimo nivel del factor Colonia

T«: Efecto del k-ésimo nivel del factor Fuente de carbono

STi: Interaccion del j-ésimo nivel del factor BAL con el k-ésimo nivel del factor
Fuente de carbono.

E: Efecto del error experimental

Esquema del andlisis de varianza

Tabla 16. Esquema del andlisis de varianza para comparar los parametros de
crecimiento de las bacterias.
Fuentes de variacion Grados de Libertad
Bloque 2
Colonia 2
Fuente de carbono 3
Interaccion A*B 6
Error experimental 22

Total 35
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Coeficiente de variacion

vCMe

CV = x 100

Donde:

CV = Coeficiente de variacion

CMe = Cuadrado medio del error

X = Media general del experimento
Analisis funcional

Para evaluar la prueba de significancia se empleara la prueba de Tukey a nivel de

significancia del 5%.

Variables a evaluar
e pH
o Densidad celular (OD)
e Acidez (% de acido lactico)
e Grados Brix

e Diametro de inhibicion (mm)
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Caracterizacion de los pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos de la bebida
fermentada (mala).
En la tabla 17 se observan los parametros fisicoquimicos analizados en la bebida

fermentada.

Tabla 17 Pardmetros fisico-quimicos de la chicha.

pH ° Alcohdlico Densidad ° Brix Acidez

3,15 0,5° 1,01 g/ml 6.5 0,8 %

En la tabla 18 se observan los parametros microbiol6gicos analizados en la bebida
fermentada. Aunque se trate de una bebida realizada de forma rudimentaria se puede
establecer que es una bebida segura. Ademas el contenido de bacterias acido lacticas es
alto en relacién con las otras bacterias asegurando la produccion de acido lactico que

inhibe el crecimiento de microorganismos patégenos.

Tabla 18 Parametros microbioldgicos de la chicha.

Coliformes Aerobios Mohos y BAL

levaduras

<1,0x 10t U.F.C 0,8 x 10 U.F.C 4,5x10' U.F.C 3x10'U.F.C
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Aislamiento de bacterias con potencial bacteriocina a partir de la bebida
fermentada (mald).

Se logro aislar 6 colonias diferentes a partir de los aislados realizados en el medio
agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) para el crecimiento de bacterias acido lacticas. Este
al ser un medio selectivo para Lactobacillus se espera que crezcan bacterias de este tipo.
Todas las colonias aisladas presentaron un relieve cremoso blanco/amarillento con buen
y répido crecimiento en las cajas Petri. Los resultados de la tincion Gram realizada a cada

una de las colonias se detallan en la tabla 19.

Tabla 19 Cepas bacterianas aisladas de la bebida fermentada.
# CEPA TINCION GRAM (+) CARACTERISTICAS

" Bacilos

" Colonias  cremosas
blanquecinas
Catalasa: -

Cocos

Colonias  cremosas
blanquecinas con
medio amarillento.
Catalasa: -

Colonias amarillentas
palidas, cremosas.
Catalasa: -




De las cepas aisladas se escogieron: C1, C4, C5.

Secuenciacion
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Cocos

Colonias
blanquecinas
lechosas, diversos
Surcos.

Catalasa: -

Cocos pequefios

Colonias
blanquecinas, casi
transparentes, no
cremosas.

Catalasa: -

Cocos pequefios
Colonias amarillentas,
formaciéon de surcos
medio.

Catalasa: -

Los resultados de la secuenciacion y andlisis en la herramienta BLAST dieron

como resultado las siguientes especies:

Tabla 20

Resultados de la secuenciacion.

Cédigo Bacteria

Homologia

C1l Bacillus licheniformis

Cc4 Oceanobacillus sp

C5 Staphylococcus sciuri
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Estudio del comportamiento de los pardmetros cinéticos microbianos
En las figuras del 5 al 16, se observan el registro de los pardmetros cinéticos

dentro de los sistemas de fermentacion de las bacterias seleccionadas con las distintas
fuentes de carbono durante 27 horas, en ciertos intervalos de tiempo.

Cambios de pH - Colonia 1
™ ¥ glucosa
sacarosa
m lactosa
& fructosa
6+
s
[ .
4+ -
e T ——————— )
0 10 20 30
Horas
Figura 5 Cambios de pH en la colonia 1.
Cambios de pH - Colonia 2
T=-
@ Glucosa
Sacarosa

# & Lactosa

\ ¥ Fructosa
6 \
\
\l
\\

51 %
44 8- é
3T Ty ————————r 1
0 10 20 30
Horas

Figura 6 Cambios de pH en la colonia 2.
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Figura 8 Cambios de % de &cido lactico en la colonia 1.
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Figura 10 Cambios de % de &cido lactico en la colonia 3.
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Analisis de la actividad bacteriocina subproducto del proceso de fermentacion

bacteriana.
Se pudo evidenciar halos de inhibicion alrededor de los discos de papel sobre el

agar con los patdgenos a testear.

Tabla 21

Unidades Arbitrarias de los tratamientos estudiados.
Tratamiento E. coli R. stolonifer
(AU/mlI) (AU/mlI)
Colonia 1 + Glucosa 3200 3200
Colonia 1 + sacarosa 200 3200
Colonia 1 + Lactosa 3200 3200
Colonia 1 + Fructosa 3200 1600
Colonia 2 + Glucosa 3200 200
Colonia 2 + Sacarosa 3200 200
Colonia 2 + Lactosa 200 200
Colonia 2 + Fructosa 1600 3200
Colonia 3 + Glucosa 200 400
Colonia 3 + Sacarosa 3200 200
Colonia 3 + Lactosa 3200 1600
Colonia 3 + Fructosa 3200 400
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Las unidades arbitrarias por mililitro brindan un panorama general de la actividad

de la bacteriocina sin embargo no existe mayor distincién entre tratamientos porque se

basa en la dilucion més alta y no en datos mas precisos, por ello se realizo el andlisis

estadistico tomando en cuenta el diametro del halo de inhibicion.
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Andlisis estadistico
Andlisis de varianza para las variables de estudio

Andlisis de varianza para la variable Acidez

Tabla 22 Analisis de varianza para la variable Acidez
Grados de Suma de Cuadrados F Valor p
libertad cuadrados Medios
Colonia 2 175,216 87,608 291,61 0,000*
Fuente 3 92,282 30,761 102,39 0,000*
Colonia*Fuente 6 69,820 11,637 38,73 0,000*
Repeticiones 2 0,478 0,239 0,8 0,4635
Error 22 6,609 0,3
Total 35 344,406

Coeficiente de 4,73

variacion

En la tabla 22 de andlisis de varianza para la variable Acidez se puede apreciar
gue existe diferencia significativa en el Factor A (Colonia), Factor B (Fuente de Carbono)

y en la interaccién AxB. Mientras que en repeticion no existe diferencia significativa.
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Analisis de varianza para la variable pH

Tabla 23 Andlisis de varianza para la variable pH

Grados de Suma de Cuadrados F Valor p
libertad cuadrados Medios
Colonia 2 1,041 0,5205 87,8 0,000*
Fuente 3 0,3927 0,1309 22,08 0,000*
Colonia*Fuente 6 0,3782 0,063 10,63 0,000*
Repeticiones 2 0,0315 0,0158 2,66 0,0923
Error 22 0,1304 0,0059
Total 35 1,9738

Coeficiente de 1,915

variacion

En la tabla 23 de andlisis de varianza para la variable pH se puede apreciar que
existe diferencia significativa en el Factor A (Colonia), Factor B (Fuente de Carbono) y en

la interaccién AxB. Mientras que en repeticién no existe diferencia significativa.



Analisis de varianza para la variable ° Brix

Tabla 24 Andlisis de varianza para la variable ° Brix.
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Grados de Suma de Cuadrados F Valor p
libertad cuadrados Medios
Colonia 2 0,826 0,413 21 0,000*
Fuente 3 0,473 0,158 8 0,000*
Colonia*Fuente 6 0,289 0,048 2,4 0,0579
Repeticiones 2 0,027 0,013 0,7 0,518
Error 22 0,433 0,02
Total 35 2,048

Coeficiente de 1,487

variacion

En la tabla 24 de analisis de varianza para la variable ° Brix se puede apreciar que

existe diferencia significativa en el Factor A (Colonia), Factor B (Fuente de Carbono) y en

la interaccién AxB. Mientras que en repeticién no existe diferencia significativa.
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Analisis de varianza para la variable OD

Tabla 25 Andlisis de varianza para la variable OD.
Grados de Suma de Cuadrados F Valor p
libertad cuadrados Medios
Colonia 2 1,0634 0,5317 383,39 0,000*
Fuente 3 0,314 0,1049 75,67 0,000*
Colonia*Fuente 6 0,6235 0,1039 74,93 0,000*
Repeticiones 2 0,0001 0,0000 0,04 0,96561
Error 22 0,0305 0,0014
Total 35 2,0323

Coeficiente de 2,24

variacion

En la tabla 25 de analisis de varianza para la variable Densidad Optica se puede
apreciar que existe diferencia significativa en el Factor A (Colonia), Factor B (Fuente de
Carbono) y en la interaccion AxB. Mientras que en repeticibn no existe diferencia

significativa.



Analisis de varianza para la variable Zona de inhibicion para E. coli

Tabla 26 Analisis de varianza para la variable Zona de inhibicion para E. coli.
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Grados de Suma de Cuadrados F Valor p
libertad cuadrados Medios
Colonia 2 0,056 0,028 0,37 0,695121
Fuente 3 26,694 8,898 118,443 0,00000*
Colonia*Fuente 6 27,722 4,620 61,501 0,00000*
Repeticiones 2 0,514 0,257 3,420 0,050892
Error 22 1,653 0,075
Total 35 56,639

Coeficiente de 4,24

variacion

En la tabla 26 de analisis de varianza para la variable Zona de Inhibicién de E. coli

se puede apreciar que existe diferencia significativa en el Factor B (Fuente de Carbono)

y en la interaccion AxB. Mientras que en repeticiéon y Factor A (Colonia), no existe

diferencia significativa.
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Andlisis de varianza para la variable Zona de inhibicion para R. stolonifer.

Tabla 27 Analisis de varianza para la variable Zona de inhibicion en R. stolonifer.

Grados de Suma de Cuadrados F Valor p
libertad cuadrados Medios
Colonia 2 29,094 14,292 9,154 0,00128
Fuente 3 12,875 4,292 2,7008 0,0703
Colonia*Fuente 6 8,781 1,464 0,921 0,4988
Repeticiones 2 7,042 3,521 2,2157 0,1328
Error 22 34,958 1,589
Total 35 23,187

Coeficiente de 19,64

variacion

En la tabla 27 de analisis de varianza para la variable Zona de Inhibicién de R.

stolonifer se puede apreciar que existe diferencia significativa en el Factor A (Colonia) y

en la interaccion AxB. Mientras que en repeticion y Factor B (Fuente de Carbono) y no

existe diferencia significativa.
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Prueba de significancia de Tukey p<0.05 para los factores en estudio

Prueba de significancia de Tukey del Factor A

Tabla 28 Resultados de Tukey del Factor A (Colonia)

Niveles  Acidez ° Brix pH oD E. coli R. stolonifer

al Colonial 14,058(c) 9,465(a) 3,83 (a) 1,8391 (c) 7,166 (a) 7,687 (b)
a2 Colonia2 11,958 (b) 9,35 (a) 3,965 (b) 11,7317 (b) 7,166 (a) 5,750 (a)

a3 Colonia3 8,6962(a) 9,7125(b) 4,2387 () 1,4329 (a) 7,250 (a) 5,812 (a)

Box Plot of Acidez grouped by Colonia Box Plot of Brix grouped by Colonia
acidez disefio 8v*36¢ brix disefio 9v*36¢
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ph disefio 9v*36¢ OD disefio 9v*36¢
4,4 2,2
43 2,1
42 2,0
a1 1,9
o
40 18
z ° g

39 8 17

16
38

15
37

14
36 o

O Median
[ 25%-75% o2 O Median
22 1 = 3 T Non-Outlier Range [ 25%-75%
& o Outliers 12 T Non-Outlier Range
Colonia * Extremes at a2 a3 o Outliers

Colonia * Extremes




63

95

Box Plot of ZI grouped by Colonia
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En la tabla 28, con respecto a los resultados de la prueba de Tukey para el Factor

A (Colonia) se puede observar que la colonia 1 (14,0583 %) presentd mayor acidez que

Colonia 2 (11,95875%) y colonia 3 (8,69625%). En cuanto a ° Brix, Colonia 1 (9,465) y

Colonia 2 (9,35) presentaron resultados similares y menores en comparaciéon con colonia

3(9,7125). Con respecto a pH colonia 1 (3,83) presento menor valor que colonia 2 (3,965)
y colonia 3 (4,2387). Para la densidad Optica, la colonia 1 (1,8391) tuvo mayor OD que
colonia 2 (1,7317) y colonia 3 (1,4329). En cuanto a la zona de inhibicion de E. coli, todas
las colonias presentaron resultados similares. Para la zona de inhibicion de R. stolonifer,

la colonia 1 (7,687 mm) tuvo mayores resultados que colonia 2 (5,750 mm) y colonia 3

(5,812 mm).
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Prueba de significancia de Tukey del Factor B

Tabla 29 Resultados de Tukey del Factor B (Fuente de carbono).

Niveles  Acidez ° Brix pH oD E. coli R. stolonifer

bl Glucosa 10,611(a) 9,4 (a) 4,015(a) 1,5498(a) 6,333 (a) 6,166 (a)
b2 Sacarosa 14,127 (c) 9,483(a) 3,867 (b) 1,8018(d) 6,389(a) 5,583 (a)
b3 Lactosa 11,646(b) 9,7 (b) 4,001 (a) 1,6213(b) 7,722 (b) 7,166 (a)

b4 Fructosa 9,9000(a) 9,45(a) 4,161(c) 1,6986(c) 8,333 (c) 6,750 (a)

Box Plot of Acidez grouped by Fuente Box Plot of Brix grouped by Fuente
acidez disefio 8v*36c brix disefio 9v*36¢
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Box Plot of ZI grouped by Fuente Box Plot of ZI grouped by Fuente
diametro de inhibicion 9v*36c diametro hongo 9v*36¢
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En la tabla 29, se pueden observar los resultados de la prueba de Tukey para el
Factor B (Fuente de carbono), percibiendo que en cuanto a acidez, sacarosa tuvo mayor
porcentaje (14,127%) que lactosa (11,646%), glucosa (10,611%) y fructosa (9,9000%).
Para ° Brix, lactosa (9,7) tuvo mayores valores que sacarosa (9,483), fructosa (9,45) y
glucosa (9,4). Los valores de pH fueron mas bajos con sacarosa (3,867) mientras que
con fructosa (4,161) fueron altos. Con respecto a la densidad Optica, sacarosa (1,8018)
tuvo mayor OD y glucosa (1,5498) tuvo el menor. Para la zona de inhibicién en E. coli,
fructosa (8,333) mostré mayor diametro que glucosa (6,333) y sacarosa (6,389). Para la

zona de inhibicién de R. stolonifer, todos los niveles fueron similares.



Prueba de significancia de Tukey de la interacciéon AxB
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Tabla 30 Resultados de Tukey para la interaccidon AxB (Colonia x Fuente de carbono).

Acidez brix pH oD E. coli R. stolonifer
al bl 13,0233 d 94 abc 384 def 1646 ac 6,500 a 7,50 ab
al b2 18,48667 f 9,35 ac 3,655 d 2,0095 d 5,000 e 6,75 ab
al b3 136533 d 9,65 abd 3,795 de 19445 d 8,167 d 9,25 b
al b4 11,07 a 945 abcd 4,03 ae 1,7565 c¢ 9,000 f 7,25 ab
a2 bl 10,26 a 910 c 3,945 aef 16405 a 7,500 bcd 5,00 a
a2 b2 1593 e 930 ac 366 d 2,046 d 7,000 ab 5,00 a
a2 b3 11,205 a 960 abd 4,135 abc 16005 a 7,166 abc 6,00 ab
a2 b4 10,44 a 940 abc 4,12 abc 1,64 a 7,00 ab 7,00 ab
a3 bl 8,555 bc 9,70 abd 4,26 bc 1363 b 5,00 e 6,00 ab
a3 b2 7,965 b 9,80 bd 4,285 bc 1,35 b 7,166 abc 5,00 a
a3 b3 10,080 a 985 d 4075 ab 1319 b 7833 «cd 6,25 ab
a3 b4 8,19 b 950 abcd 4,335 c 1,6995 ac 9,00 f 6,00 ab
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Colonia*Fuente; LS Means
Current effect: F(6, 22)=38,734, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

Colonia*Fuente; LS Means
Current effect: F(6, 22)=9,0461, p=,00005
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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En la tabla 30, se pueden observar los resultados de la prueba de Tukey para la
interaccion AxB (Colonia x Fuente de carbono), encontrdndose que para la variable
acidez el grupo F (colonia 1- Sacarosa 18,48667%) tuvo valores mas altos en
comparacion con el grupo B (Colonia 3 — Sacarosa 7,965% y Colonia 3 — fructosa
8,19%).Para ° Brix, el grupo d (Colonia 3 — lactosa 9,85) tuvo mayores resultados que el
grupo c (colonia 2 — glucosa). en cuanto a pH, el grupo ¢ (colonia 3 — fructosa 4,335) tuvo
mayor valor que el grupo D (3,655). Para la densidad 6ptica, el grupo D (colonia 2-
sacarosa 2,046 y colonia 1- sacarosa 2,0095) presento mayores resultados que el grupo
b (colonia 3 — glucosa 1,363; colonia 3- sacarosa 1,35 y colonia 3- lactosa 1,319) con
menores resultados. Para la zona de inhibicién en E. coli, el grupo F (colonia 1- fructosa
9mm y colonia 3- fructosa 9 mm) tuvo mas altos valores que el grupo E (colonia 1-
sacarosa 5 mm y colonia 3 — glucosa 5 mm). Con respecto a la zona de inhibicion de R.
stolonifer, el grupo el grupo B (colonia 1- lactosa 9 mm) tuvo mayores valores que el grupo

A (colonia 2- glucosa 5mm, colonia 2- sacarosa 5mm y colonia 3-sacarosa 5mm).
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Resultado de gréficos de superficie de respuesta

Grafico de superficie de respuesta de la variable Acidez

3D Surface Plot of Acidez against Colonia and Fuente
acidez disefio 8v*36¢
Acidez = Distance Weighted Least Squares

I > 18
<17
B <15
[d<13
[O<11
B <9
<7

Figura 17. Gréfico de superficie de respuesta para Acidez.

En la figura 17 se puede observar que los valores mas altos de acidez se
encuentran en la parte inferior central de la grafica que coincide con colonia 1 y sacarosa,
mientras que los valores mas bajos se encuentran en la parte superior de la superficie,

coincidiendo con colonia 3 tanto con sacarosa como con fructosa y glucosa.



Grafico de superficie de respuesta de la variable ° Brix.

3D Surface Plot of Brix against Colonia and Fuente
brix disefio 9v*36¢
Brix = Distance Weighted Least Squares

Figura 18 Grafico de superficie de respuesta para ° Brix
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I >98
Bl <97
[C1<95
B <9,3
Bl <91

En el gréfico de superficie de la figura 18 se observan mayores valores de ° Brix

en colonia 3 y lactosa, mientras que entre la colonia 2 y glucosa estan los valores mas

bajos, segun la gréfica.
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Grafico de superficie de respuesta de la variable pH

3D Surface Plot of pH against Colonia and Fuente
ph disefio 9v*36¢
pH = Distance Weighted Least Squares

45

<4475
Bl <4275
[1<4,075
B <3,875
Bl <3675

Figura 19 Gréfico de superficie de respuesta para pH

En la figura 19, se observan valores mas altos en la parte superior de la gréafica
coincidiendo con la colonia 3, especialmente con fructosa y glucosa. Mientras que los
valores mas bajos de pH se evidencian en la parte inferior de la superficie coincidiendo

con colonia 1 y sacarosa.
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Gréfico de superficie de respuesta de la variable Densidad Optica

3D Surface Plot of OD against Colonia and Fuente
OD disefio 9v*36¢
OD = Distance Weighted Least Squares

Il >2
<2
B <18
[C1<16
<14
<12

Figura 20 Gréfico de superficie de respuesta para OD

En la figura 20, se muestran valores altos de OD en la parte central izquierda de
la superficie, coincidiendo con colonia 2 y sacarosa, ademas de colonia 1 y sacarosa.
Mientras que los valores mas bajos se ubican en la parte derecha de la superficie

coincidiendo con colonia 3 tanto con glucosa, sacarosa 1,35 y lactosa 1,319.
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Gréfico de superficie de respuesta de la variable Zona de Inhibicién en E.

coli.

3D Surface Plot of ZI against Colonia and Fuente
diametro de inhibicion 9v*36¢
Zl = Distance Weighted Least Squares

M ->s
B <s
<7
<6
B <5
<4

Figura 21 Grafico de superficie de respuesta para Zona de Inhibicién en E. coli.

En lafigura 21, se observa amplia dispersion de valores altos en toda la superficie,
denotando que los resultados han sido parejos entre la mayoria de los tratamientos. Sin
embargo hay que destacar la marcada mancha roja en la colonia 1 y 3 con fructosa,
siendo estos los valores mas altos. Por otro lado, los valores mas bajos se encuentran

en la colonia 1 y sacarosa, asi como también en colonia 3 y glucosa.
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Gréfico de superficie de respuesta de la variable Zona de Inhibicién en R.

stolonifer.

3D Surface Plot of ZI against Colonia and Fuente
diametro hongo 9v*36¢
Zl = Distance Weighted Least Squares

v
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Figura 22 Gréfico de superficie de respuesta para Zona de Inhibicién en R. stolonifer.

En la figura 22, se puede notar una similitud en los colores verdes en toda la
superficie demostrando la poca efectividad que se tuvo con esta variable, sin embargo se
puede expresar que los valores mas altos se encuentran en colonia 1 y lactosa. Mientras
gue la colonia 2 con glucosa y sacarosa, asi como la colonia 3 y sacarosa, fueron los

tratamientos con menores resultados.
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Resultado de andlisis de conglomerados

Dendrograma que utiliza un enlace promedio (entre grupos)
Combinacion de clister de distancia re-escalada

0 5 10 15 20 25
1 1 1 1 1
Colonia 2+Lactosa T
Colonia 2+Fructosa ]
Colonia 3+Lactosa 11
Colonia 2+Glucosa S
Colonia 1+Fructosa 4 ]

Colonia 3+Sacarosa 10

=
Colonia 3+Fructosa 12
Colonia 3+Glucosa 4
Colonia 1+Glucosa 1
Colonia 1+Lactosa 3
Colonia 1+Sacarosa 2
Colonia 2+Sacarosa 6

Figura 23 Dendrograma de los tratamientos estudiados.

En la figura 23, se representa el dendrograma mediante un cluster jerarquico que
muestra las proximidades entre los tratamientos en estudio. Se puede observar estrecha
relacion entre Colonia 2+Lactosa, Colonia 2+Fructosa, Colonia 3+Lactosa y Colonia

2+Glucosa.

Por otra parte, el tratamiento Colonia 3+Fructosa tuvo menor proximidad con

Colonia 1+Sacarosa.



Andlisis de componentes principales

Tabla 31 Matriz de correlacién de componentes principales
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Matriz de correlaciones

pH °Brix OD Acidez Bacteria Hongo
pH 1,000 376 -,728 -,912 ,238  -,232
° Brix ,376 ~ 1,000 -,523 -,350 ,043 ,154
oD -, 728 -523 = 1,000 ,803 ,043 ,206
Acidez -,912 -,350 ,803 1,000 -,354 221
Zona de inhibicion: Bacteria ,238 ,043 ,043 -,354 1,000 ,034
Zona de inhibicion: Hongo -,232 ,154 ,206 221 ,034 | 1,000

En la tabla 31, se puede observar que entre las variables acidez y densidad 6ptica

OD existe una fuerte correlacion (0,803) mientras que la variable pH tiene una ligera

correlacion con ° Brix y Zona de inhibicién en E. coli (0,376 y 0,2).

Grafico de sedimentacion

Autovalor

3 4

Numero de componente

Figura 24 Graéfico de sedimentacion del analisis de componentes principales.
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Tabla 32 Matriz de componentes

Matriz de componente?

Componente

1 2 3
pH -,925 -,091 ,059
° Brix -,559 ,625 -,209
oD 887 -,054 316
Acidez 952 ,095 -,152
Zona de -,268 -,009 ,934
inhibicién:
Bacteria
Zona de 257 .858 ,205

inhibicion: Hongo

Método de extraccién: analisis de componentes principales.
a. 3 componentes extraidos.

La figura 24 determina el nimero de componentes principales Utiles en este
estudio para ser extraidas. Tal como se puede observar en el grafico de sedimentacion,
las tres primeras componentes son requeridas para ser utilizadas en este estudio, por
ende se toman 3 componentes principales para el analisis. También es posible determinar
el nimero de componentes principales mediante los valores de varianza, los cuales

deben ser mayor a 1 para poder explicar mas de una variable por si sola.

La tabla 32 permite interpretar cada componente principal extraida tomando en
cuenta la magnitud y la direccion de cada uno de los coeficientes de las variables.
Tomando en cuenta el valor absoluto de los mismos, se puede tener una idea de cuan
significativa es la componente para cada variable. Entre més alto sea el valor absoluto
mejor explicada la variable en una determinada componente, por ende se puede observar
gue la primera componente explica muy bien las variables pH, OD y acidez, mientras que
la segunda componente explica ° Brix y zona de inhibicién en el hongo, y la tercera

componente detalla mejor zona de inhibicién de la bacteria.



Tabla 33 Tabla de comunalidades.

Comunalidades

Inicial  Extraccion
pH 1,000 ,867
° Brix 1,000 747
oD 1,000 ,888
Acidez 1,000 ,939
Zona de inhibicion: Bacteria 1,000 ,945
Zona de inhibicion: Hongo 1,000 ,845
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En la tabla 33 de comunalidades, se puede apreciar el porcentaje que estas

componentes pueden explicar de cada variable. La correlacién entre las 3 componentes

principales extraidas para la interpretacion de cada una de las variables de este estudio

es Optima para la explicaciéon de la variabilidad de los datos; por ejemplo, el analisis de

componentes principales logra explicar el 95% de la informacion de la variable zona de

inhibicion en E. coli.
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Grafico de componente en espacio rotado

Componente 2

Figura 25 Gréfico de componentes principales

La figura 25 resume toda la informacién recopilada de las correlaciones entre las
variables, obteniéndose que acidez y Densidad Optica mantienen una estrecha relacion.
Asi mismo, se puede observar que ° Brix se relaciona con la Zona de Inhibicion en el

Hongo. Y por ultimo se evidencia estrecha correlacion entre pH y Zona de Inhibicion en

E. coli.
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CAPITULO V

DISCUSION

Las especies del género Bacillus spp. poseen caracteristicas fisiol6gicas Unicas
asi como una amplia capacidad de produccion de enzimas, antibiéticos y metabolitos, los
cuales son utilizados en biomedicina, produccion de farmacos, aplicaciones agricolas e
industriales. Su utilizacion como probidticos ha sido ampliamente consumido,
especialmente a nivel de sus esporas, ya sea para uso animal o humano, comercializados
en muchos paises como Estados Unidos, Australia y demas paises de América del Sury

Europa. (Celandroni, y otros, 2019)

Las formulaciones probiéticos contienen diversas sustancias antimicrobianas,
como bacteriocinas, biosurfactante, exopolisacarido, sideréforo, acidos grasos de cadena
corta y 4cidos organicos, los cuales modulan los trastornos gastrointestinales por efecto
antimicrobiano y antiadherente contra distintas cepas patégenas, ademas de funcionar
como inmunomodulares, anticancerigenos y reducen el colesterol. (Lee, Kim, & Paik,

2019)

Especies del género Bacillus se pueden encontrar de forma extendida en la
naturaleza como en el suelo, aire, alimentos fermentados y en el intestino humano. Tienen
la ventaja de répida adaptacibn a condiciones ambientales extremas y rapida
esporulacién. Sin embargo, se conoce que ciertas cepas pueden transferir genes de
resistencia a antimicrobianos, ademas producen enterotoxinas y aminas biogénicas.

(Lee, Kim, & Paik, 2019)
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Bacillus licheniformis es una especie probidtica grampositiva formadora de
endosporas, que se ha reportado principalmente en el suelo, también en alimentos
fermentados tradicionales, tal como este estudio. Esta especie se ha utilizado
principalmente como probiético en simbiosis con otras cepas de Bacillus. (Lee, Kim, &

Paik, 2019)

Asimismo se han reportado que productos fermentados con Bacillus licheniformis
mejoran el crecimiento, ganancia de peso y perfiles hematoldgicos tanto en aves y
lechones, regulando la composicién de la microbiota intestinal. Varios estudios se han
realizado con esta especie como probiético en camarones, peces, ganado y pollos de
engorde, mientras que existe muy poca evidencia de su actividad en humanos. (Cheng,

Horng, Dybus, & Yu, 2021)

Por otro lado, en el estudio de (Yang, y otros, 2014) observaron que la pasta
fermentada de soja con Bacillus licheniformis evita la acumulacion de p-amiloide en el
cerebro causante de Alzheimer, mejora la homeostasis de la glucosa y previene la

diabetes.

La segunda colonia fue identificada a nivel género, siendo este Oceanobacillus
spp. Este género se caracteriza por ser bacterias aerdbicas, en forma de baston,
formadoras de esporas, haléfilas, aisladas de varios entornos. Al principio se clasificaron
como miembros del género Bacillus, pero debido a comparaciones de genes 16s ARNr
y caracteristicas quimiotaxonémicas se formé este género independiente. (Nam, W., &

Lee, 2008)

Este género se encuentra especialmente en suelos marinos, en entornos de
aguas profundas, algas marinas, lagos salados, aguas residuales, sedimentos marinos,

peces y mariscos, asi también se han encontrado en alimentos fermentados como kimchi,
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gochujang, Baijiu, licores fermentados y pasta de camarones fermentados. (Namwong,

Tanasupawat, Lee, & Lee, 2009)

La tercera colonia corresponde a Staphylococcus sciuri. Los estafilococos son
bacterias Gram positivas, aerdbicas, en forma de cocos, formadores de endosporas;
comunmente conocidos como patdgenos responsables de multiples infecciones en seres
humanos. Se pueden encontrar en la microbiota normal de la piel en humanos y
animales, asi como en el suelo, agua, plantas y rizosfera. (Alijani, Amini, Ashengroph, &

Bahramnejad, 2019)

La presencia de esta bacteria en alimentos fermentados se considera como un
contaminante debido a condiciones del entorno y por esterilizacion incompleta. (Wu,

Zhang, Shi, & al., 2013)

Sin embargo, otro autores suponen la presencia de esta bacteria en alimentos
fermentados como modulador esencial del sabor y el aroma de forma positiva, asi
también se ha utilizado como cultivo iniciador en la produccién de queso. (Parkouda, y

otros, 2010)

Se puede considerar que debido a su estatus como bacteria patégena, no existe
suficiente documentacion cientifica sobre fermentaciones con S. sciuri, y no se explora
extensamente su potencial antimicrobiano ni su papel como cultivo iniciador en
comparacion con las bacterias acido lacticas comunmente conocidas. (Van der Veken, y

otros, 2020)
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Con respecto a las cepas bacterianas (Factor A)

En cuanto a los niveles de acidez, o porcentaje de acido lactico, se observé que
Bacillus licheniformis (14,058%) tuvo mayores valores en comparacidbn con

Oceanobacillus spp (11,958%) y Staphylococcus sciuri (8,6962%).

Se ha informado que algunas de las especies del género Bacillus también
producen acido lactico en cantidades considerables a través de procesos fermentativos,

como Bacillus licheniformis. (Wang, Zhao, Chamu, & Shanmugam, 2011)

Oceanobacillus sp es un género que se caracteriza por poseer especies
alcalifilicas, que sin embargo pueden producir acido lactico en buenos ratios. Se
considera gque este tipo de bacterias pudieron haber evolucionado de forma diferente de
las bacterias acido lacticas comunes por ende sus metabolitos tendrian ciertas
caracteristicas diferentes. Debido a esto es necesario aislar y optimar el crecimiento de

este tipo de bacterias para futuras aplicaciones industriales. (Yokaryo & Tokiwa, 2014)

Staphylococcus sciuri es una bacteria que no se caracteriza por la produccion de
acido lactico, en el estudio de (Hartmann, Wilke, & Erdmann, 2011)fue una de las cepas

con menor produccion de acido lactico de entre las estudiadas.
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En cuanto a pH, B. licheniformis (3,83) demostr6 menores valores de pH, en
comparacion con Oceanobacillus spp (3,965) y Staphylococcus sciuri (4,2387). Estos
valores coinciden con los niveles inversos de acidez, esto es debido a que los dos

primeros son mejores productores de acido lactico en comparacion del estafilococo.

Especies de Bacillus spp. presentan alta estabilidad al calor y capacidad para
sobrevivir en pH bajo. (Niu, y otros, 2019) En el estudio de (Hsu, Yi, Lee, & Liu, 2018), B.

licheniformis sobrevivié después de la incubacién a pH 2.0 o 3.0.

Oceanobacillus spp es un género de bacterias generalmente alcalifilicas, que
poseen un rango de crecimiento de pH entre 4.5 a 10 (Lee, y otros, 2013). En el estudio
de (Yokaryo & Tokiwa, 2014) registraron reduccién de pH luego de 24 horas a 5 debido

a la produccion de los acidos organicos en el medio de fermentacion.

En el caso de Staphylococcus sciuri no presenta un amplio potencial de
decrecimiento de pH en el medio, ya que se mantiene estable en pH de entre 5 a 6,
ademds coincide con su baja capacidad para producir de acido lactico durante la

fermentacion. (Wei, y otros, 2013)
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La medida de los grados Brix permite dar una mirada a los azucares disueltos en
los medios de fermentacién. En este caso fue importante tomarlos en cuenta para conocer
el flujo de consumo de las fuentes de carbono (glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa) por
parte de cada una de las bacterias. Esto nos da un andlisis de la capacidad que tienen

estas cepas de consumir estos azucares.

En cuanto a los grados Brix, se obtuvo que Oceanobacillus spp (9,35) y Bacillus
licheniformis (9,485) no tuvieron diferencias significativas entre si, presentando menores

valores en comparacion con Staphylococcus sciuri (9,7125).

Estos resultados sugeririan que Oceanobacillus spp y Bacillus licheniformis son

bacterias con mayor disposicién de consumo de estos azucares.

En el caso de Staphylococcus sciuri presentd mayores valores de ° Brix al final
de la fermentacion, esto podria deberse a que esta bacteria tiene mayor predisposicion
de consumo de medios enriquecidos con péptidos, proteinas, amino acidos y demas
sustancias nitrogenadas complejas, tales como agar de soya triptico, Columbia Agar, agar

infusiéon de cerebro y corazoén.
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La densidad oOptica es un método de medicion relativo del crecimiento bacteriano.
Es un procedimiento rapido y sencillo que permite la comparacién en la turbidez de los
medios de cultivo. En este caso Bacillus licheniformis (1,8391) present6 una OD mayor

gue Oceanobacillus spp (1,7317) y Staphylococcus sciuri (1,4329).

Estos resultados podrian deberse a que el medio de cultivo utilizado para todas
las cepas fue MRS (Man, Rogosa y Sharpe), con suplementacion de diferentes fuentes
de carbono, siendo 6ptimo para Bacillus licheniformis al ser una bacteria con minimos
requerimientos nutricionales en comparacion con Oceanobacillus spp y Staphylococcus
sciuri. Estos dos Ultimos se caracterizan por necesariamente utilizar medios con

moderadas/altas concentraciones de sal.

La sal en el medio de cultivo ayuda a mantener el equilibrio osmético y ayuda a

regular el potencial de membrana celular al proporcionar iones de sodio, potasio y calcio.

Oceanobacillus spp es una bacteria halotolerante y alcalifilica, por ende el
contenido de sal y el pH influyeron en gran medida en su crecimiento dentro de los
sistemas de fermentacion. Debido a que son facultativamente alcafilico se podria
determinar que el bajo contenido de sal y minerales fue el causante principal que no

tuviera mayor crecimiento. (Osimani, y otros, 2019)

En el caso de Staphylococcus sciuri, sus medios de cultivo también se
caracterizan por tener altos contenidos de péptidos y amino &acidos, asi como
considerables cantidades de NaCl. El medio empleado en este estudio si contiene todos
estos requerimientos, sin embargo es posible que esta especie requiera de mayores

concentraciones.
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En los niveles de actividad bacteriocina en E. coli de las cepas estudiadas se pudo
determinar que entre estas no existen diferencias significativas, concluyendo entonces
gue las tres cepas producen similar actividad antibacteriana. En cuanto a su actividad
contra R. stolonifer se evidencié que Bacillus licheniformis si present6 diferencia debido

a su mayor potencial de inhibicién que las dos restantes bacterias.

Es importante reconocer que de forma general el género Bacillus sp posee una
gran cantidad de péptidos antimicrobianos con distintas estructuras quimicas basicas. En
el caso especifico de Bacillus licheniformis, se han reportado ciertas bacteriocinas como
bacilocina 490, bacitracina, liquenicidina vy liquenina. Debido a su capacidad de
produccion de compuestos antimicrobianos y formacién de esporas, estas bacterias
poseen doble ventaja para su supervivencia en diversos habitats de la naturaleza. (Smitha

& Bhat, 2013)

Al contrario de las bacterias acido lacticas comunes, las especies de Bacillus
poseen una amplia actividad inhibidora de multiples bacterias patogénicas. Por ello se
han realizado amplias investigaciones cientificas sobre bacteriocinas producidas por
especies de Bacillus en productos alimenticios con el fin de dar una mayor proyeccion de
estas en aplicaciones alimentarias, asi como en estudios clinicos. (Shobharani, Padmaja,
& Halami, 2015). Debido a todo esto, es importante considerar que la presencia de este
tipo de bacterias en los alimentos no siempre indica deterioro o intoxicacién alimentaria,
puesto que muchas de estas se utilizan en la produccion de alimentos para humanos y

animales de forma segura. (Smitha & Bhat, 2013)

(Vadakedath & Halami, 2019) mencionan que Bacillus licheniformis es capaz de

inhibir el crecimiento de una amplia variedad de patégenos. Los estudios de su actividad
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antimicrobiana tanto in vivo como in vitro mostraron que esta especie es segura para su

aplicacion en la industria alimentaria.

En el estudio de (Halami, 2019) se demostrd la capacidad de Bacillus licheniformis
para producir antibiéticos similares a la subtilina, encontrdndose con una bacteriocina
similar a la subtilina, la cual denominé sublicenina, este compuesto mostré una fuerte
actividad antibacteriana contra patégenos transmitidos por alimentos ademas de

bacterias acido lacticas resistentes a antibioéticos.

Hasta hace poco, las estudios entorno a las bacteriocinas se limitaba a evaluar la
actividad antibacteriana, y muy poco a evaluar su actividad contra hongos. Sin embargo,
debido a su amplio espectro de accion, en la actualidad se tienen méas estudios respecto
a estos microorganismos. Varias especies de Bacillus sp. han sido reportadas como
productoras de bacteriocinas eficaces contra hongos. En el estudio de (Dehghanifar,
Keyhanfar, & Emtiazi, 2019) demostraron que cepas de Bacillus pumilus presentaron
actividad antifungica contra Rhizoctonia solani y se seleccionaron para futuras
investigaciones. Asi también las preparaciones de sobrenadantes libres de células de las
cepas de Bacillus sp probadas en estudios de (Fira, Dimki¢, Beri¢, Lozo, & Stankovic,
2018) fueron activas contra muchos patégenos fingicos y bacterianos, tanto in vitro como
in vivo., siendo esta una alternativa para el biocontrol de patégenos en plantas. En cuanto
a Bacillus licheniformis, el trabajo de (He, Chen, & Liu, 2006)se evidencio la eficacia de
bacteriocinas de esta especie contra varias especies de bacterias Gram-positivas y
patdégenos fungicos, como Alternaria brassicae, Fusarium oxysporum, Guignardia sp.

entre otras.

Hasta la actualidad no se han reportado estudios sobre produccion de
bacteriocinas para especies de Oceanobacillus sp. En el trabajo de (Chen, y otros, 2018)

se identificaron tres compuestos activos (butiramidas y benzoato de bencilo) a partir de
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Oceanobacillus, que exihibieron actividad inhibitoria de deteccion de quorum contra
compuestos toxicos producidos por C. violaceum (violaceina) y P. aeruginosa
(piocianina). Este reporte supondria una evidencia de la capacidad de este género para
la produccion de metabolitos activos con capacidad de inhibiciébn de bacterias y sus
componentes toxicos. Por lo anterior, se recomienda realizar mayor caracterizacion y
aislamiento de nuevas cepas de Bacillus sp con el fin de elucidar su potencial

antimicrobiano.

Staphylococcus sciuri es considerada como una bacteria patogénica, pero esta
también es capaz de producir bacteriocina y su actividad antimicrobiana ha sido probada
en distintos estudios como en el de (Carson, Barkema, Naushad, & De Buck, 2017) que
determinaron la capacidad inhibitoria de distintos aislados de estafilococos no aureus,
encontrando que Staphylococcus sciuri y otros estafilococos demostraron capacidad de

inhibicion del crecimiento de S. aureus bovino en vitro.

En el estudio de (Hartmann, Wilke, & Erdmann, 2011), Staphylococcus sciuri
demostré eficacia en contra de varias bacterias Gram positivas como Brochothrix
thermosphacta, Enterococcus faecalis, Lactococcus, Leuconostoc carnosum, Listeria

monocytogenes, Staphylococcus aureus.

Por otro lado, (Van der Veken, y otros, 2020) explica que aln es esencial
comprobar la proliferacién suficiente de Staphylococcus sciuri en productos fermentados
mientras demuestra su actividad antibacteriana, ya que esta podria verse afectada por

las condiciones de crecimiento, por la composicion del medio, por el pH y la temperatura.

No existen registros de actividad inhibitoria de Staphylococcus sciuri aplicada en

hongos hasta la presente fecha.
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Con respecto a la fuente de carbono (Factor B)

Es necesario hacer hincapié en como la composicién del medio de cultivo puede
afectar a la produccion de compuestos antimicrobianos y demas metabolitos durante la
fermentacion. Por ello la determinacion del tipo y componentes del medio a emplear es
un paso importante en los estudios microbioldgicos. Siendo esta una estrategia
fundamental en el disefio del proceso fermentativo para la determinacion de la actividad
antimicrobiana. (Bolocan, y otros, 2017) recalcan la importancia del uso de distintos
medios de cultivo para aislar bacterias productoras de bacteriocinas, ya que en su estudio
solamente pudieron aislar 4 de las 11 cepas usando medio MRS o M17, los cuales son
los medios mas representativos en este tipo de aislamiento a partir de champifiones, pero
pueden limitar el aislamiento de mas o nuevas bacterias productoras de bacteriocinas.
Por ello también usaron otros medios alternativos como agar Luria-Bertani (LB), agar
triptona soja (TSA), agar BHI, agar de seleccién de Lactobacillus (LBS), agar LM17 y agar
de leche desnatada para recuento en placa. Esta claro que esta sugerencia ha pasado
por alto en este estudio por ende es recomendable implementarla para futuras

investigaciones.

El tipo o composicion del medio de cultivo, especialmente las fuentes de nitrdgeno
y carbono, siempre influye en la produccion de bacteriocina y demés parametros durante
la fermentacion. Asi también los medios bajos en ciertos nutrientes pueden facilitar el
aislamiento de bacterias que pueden producir nuevos compuestos antimicrobianos.

(Bolocan, y otros, 2017)
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Con respecto a Acidez, se observo que sacarosa (14,127%) mostré6 mayores
valores mientras que fructosa (9,9%) tuvo los valores mas bajos. Esto podria deberse a
la inclinacion de las bacterias por la sacarosa. En el estudio de (Rizo-Porro, Gonzalez-
Fernandez, Pérez-Martinez, & Beltran Ramos-Sanchez, 2015) se determind que la mejor

fuente de carbono para el cultivo de un probibtico para camarones era la sacarosa.

En cuanto a pH, la predisposicion de las bacterias por la sacarosa observada en
los niveles de acidez coincide con el pH, ya que la sacarosa (3,867) present6 menores

valores.

Estos resultados coinciden también en la inclinaciéon de las bacterias por la
sacarosa en los valores de densidad Optica, ya que con esta fuente de carbono (sacarosa:

1,8018) se observo mejor crecimiento.

En cuanto a grados Brix, se evidencidé que en los tratamientos con lactosa (9,7)
este fue el carbohidrato con menor disposicion de consumo por parte de las bacterias.
Considerando que las bacterias no son especialmente inclinadas hacia la fermentacién
acido lactica, especialmente Staphylococcus sciuri, se esperaria que no consuman

lactosa de forma rapida.

No existen mayores reportes cientificos a nivel molecular de esta bacteria en
cuanto a su fermentacion de lactosa pero podria considerarse que esta bacteria no puede
transportar la lactosa dentro de la célula, probablemente por la falta del operén Lac,
responsable del transporte de la lactosa a través de la membrana celular de los

microorganismos.
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En cuanto a la actividad inhibitoria en E. coli, fructosa (8,333mm) presentd mejor
producciéon de bacteriocina. En el trabajo de (Jawan, y otros, 2020) evaluaron distintas
condiciones de cultivo como pH, edad del in6culo y composicion del medio, entre estos
la fuente de carbono para produccién de sustancias inhibidoras del tipo bacteriocina por
Lactococcus lactis Ghl. Encontrandose que la producciéon mas alta de estas sustancias
se evidenciod en la fermentacién con fructosa en comparacion con las demas fuentes de
carbono utilizadas, entre otras, glucosa, sacarosa, lactosa. Asi mismo estudiaron un
medio BHI modificado reemplazando las fuentes de carbono por fructosa, encontrandose
qgue la producciébn de sustancias inhibidoras del tipo bacteriocina fue mayor en

comparacion con el medio BHI comercial.

En la matriz de componentes se observé una ligera correlacién entre pH y zona
de inhibiciéon en E. coli. (Yang, y otros, 2014) determinaron que el pH influye en gran
medida en la produccion de bacteriocina. Esto podria deberse a la dependencia de la
expresion de genes sintetizadores de bacteriocinas al pH. Sin embargo, estudios
revelaron que mayores ratios de produccién de bacteriocina se observan a niveles de
temperaturas y pH inferiores a los del crecimiento bacteriano 6ptimo. Esto indicaria que
una alta produccién de bacteriocina puede darse en condiciones fuera del rango 6ptimo
para el crecimiento de las bacterias sin embargo es necesario realizar un estudio mas

afondo para determinar la validez de esta hipotesis.

Asi mismo (Yang, y otros, 2014) explican que un pH final en la fermentacion,
inapropiado para el crecimiento de la bacteria en estudio, promovié el aumento de nisina

y pediocina, ya que la caida del pH mejoraba la produccion de bacteriocina por
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procesamiento posttraduccional y aumentaba la eficacia de consumo de nutrientes en el
medio. Sin embargo en este estudio fructosa tuvo la menor caida de pH de entre todas
las fuentes de carbono pero mostré una mejor actividad inhibidora en E. coli, esto podria
deberse a que el rango de pH de las demas fuentes de carbono cayé demasiado

inhibiendo toda produccion de bacteriocina en estas.

En cuanto a la actividad inhibidora de R. stolonifer, no se encontraron diferencias
significativas entre las fuentes de carbono empleadas en este trabajo. Ciertos estudios
percibieron que la produccion de metabolitos antimicrobianos era dependiente del pH,
sin embargo la actividad antifungica no se relacionaba necesariamente con niveles de pH

bajos. (Yang, y otros, 2014)

La glucosa es una de las fuentes de carbono con mayor rango de empleabilidad
en los medios de cultivos microbianos ya que mejora los ratios de crecimiento bacteriano,
sin embargo en el presente estudio no se demostraron los mejores resultados con esta
fuente, tal y como se present6 en el trabajo de (Carvalho, y otros, 2004) sin embargo se
recomienda investigar nuevamente la influencia de este carbohidrato en este tipo de

bacterias o verificar el estado del reactivo empleado.
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Con respecto ala interaccion (AxB)

En los niveles de acidez, se encontré que el tratamiento de Bacillus licheniformis
en medio sacarosa (18,48667%) tuvo mayores valores de acidez; mientras que los
menores valores se encontraron con Staphylococcus sciuri en sacarosa. Siendo estos
resultados coincidentes con los de los factores por separado, analizados con anterioridad.
En el caso de Staphylococcus sciuri y su bajo nivel de acidez en medio con sacarosa
podria deberse a su falta de capacidad fermentativa con este disacarido, ya que la
mayoria de los medios de cultivo para esta bacteria estdn suplementados con

carbohidratos simples/monosacéaridos como la glucosa.

En cuanto a pH, se observo que las interacciones con Bacillus licheniformis tienen
menores niveles de pH, como ya se informé anteriormente, esta cepa si demostré mejor
capacidad de fermentacién y produccién de acido lactico en comparacién con las demas
bacterias empleadas en este estudio. No asi con Staphylococcus sciuri en fructosa que

present6 mayores niveles de pH por ende menor fermentacion acido lactica.

Con respecto a grados Brix, la interaccion entre Oceanobacillus sp y glucosa
(9,10) tuvo los menores valores en esta variable, en comparaciéon con Staphylococcus
sciuri en lactosa (9,85), esto corroboraria la nula exigencia de lactosa en el medio por
parte de esta bacteria, ya que no se encuentra entre los requerimientos nutricionales

esenciales de este estafilococo.

En cuanto a densidad Optica, los tratamientos de Bacillus licheniformis con
sacarosa (2,0095); Bacillus licheniformis con lactosa (1,9445) y Oceanobacillus sp con

sacarosa (2,046) fueron los tratamientos con mayor crecimiento/turbidez en el medio,
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mientras que los tratamientos con Staphylococcus sciuri con glucosa (1,363); con
sacarosa (1,319) y con lactosa (1,35) fueron los de menor crecimiento/turbidez en el

medio.

En cuanto a la actividad bacteriocina, los tratamientos con Bacillus licheniformis
con fructosa (9mm) y Staphylococcus sciuri con fructosa (9mm) fueron los mejores
resultados. Recalcandose la relevancia de la fructosa en la produccién de bacteriocinas,
ya mencionada anteriormente, especialmente en este tipo de bacterias, ya que en cuanto
a Oceanobacillus sp el panorama de produccién de sustancias antimicrobianas no es del

todo claro.

Mientras que Bacillus licheniformis con sacarosa (5mm) y Staphylococcus sciuri
con glucosa (5mm) demostraron menor zona de inhibicion en E. coli. Estos resultados
deberian ser sometidos a revisibn y nueva evaluacién, ya que ambas cepas son
reconocidas como productoras de bacteriocinas, en comparacion con Oceanobacillus sp
gue no es el caso, ademas estas fuentes de carbono (sacarosa y glucosa) son
consideradas son necesarias para el crecimiento de estas bacterias, asi como los
resultados favorecedores con estas fuentes en las variables analizadas anteriormente.
Puede ser debido a una incorrecta manipulacién del medio de cultivo o algun error en el

proceso de obtencion de la bacteriocina.

Para la actividad antimicrobiana contra R. stolonifer, el tratamiento de Bacillus
licheniformis con lactosa presenté mejores zonas de inhibicion. Esto reiteraria la
capacidad de esta bacteria por el consumo de lactosa a diferencia de Staphylococcus
sciuri, el cual en su tratamiento con lactosa (5mm) fue de muy bajo rendimiento para la

inhibicion de este hongo.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Factor A (Colonias)

En base a la produccion de acido lactico, pH, densidad éptica y produccién de
sustancias de tipo bacteriocina, se concluye que Bacillus licheniformis fue la colonia con
mejor rendimiento. Asi mismo sus mediados valores de consumo de azucares
determinados por ° Brix son una representacién de la menor necesidad de consumo de

fuentes de carbono.

También se concluye que aunque Staphylococcus sciuri tuvo menores resultados

en acidez, densidad Optica, si reflej6 buen espectro de accion antimicrobiana.

Factor B (Fuentes de carbono)

En cuanto a los resultados de acidez, ° Brix, pH y densidad 6ptica, se concluye

gue sacarosa fue la fuente de carbono que presento mejores resultados en el medio.

Con respecto a la actividad inhibitoria, se concluye que los medios suplementados

con fructosa tuvieron mejores rendimientos.

Interaccion AxB

En base a los resultados de pH, acidez, densidad éptica y grados Brix, se concluye
gue la mejor interaccion fue la de Bacillus licheniformis en medio suplementado con

sacarosa.

En cuanto a la actividad inhibitoria, se concluye que la mejor interaccion

encontrada fue tanto de Bacillus licheniformis como Staphylococcus sciuri  con fructosa.
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Recomendaciones

En base al estudio de los parametros cinéticos microbianos y actividad
antimicrobiana de tres cepas de bacterias aisladas de la bebida fermentada (mala), se

recomienda Bacillus licheniformis como organismo modelo.

Con respecto a las cuatro fuentes de carbono distintas estudiadas, se recomienda
sacarosa por presentar mejores valores en los parametros de crecimiento y fructosa por

sus Optimos resultados para la actividad antimicrobiana.

A pesar de considerarse como un patégeno, es recomendable utilizar S. sciuri
como cultivo iniciador en productos fermentados pero es necesario estudiar

exhaustivamente su rol durante la fermentacion.
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