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Resumen

Se recolecté un total de 2 muestras de chicha de coccion tradicional (1 Litro) provenientes
de la Provincia de Pichincha de las Parroquias Amaguafia y Fajardo, con la finalidad de
aislar bacterias y levaduras acido lacticas (BAL) fermentadoras de acidos organicos. Se
aislaron 2 cepas, mediante la técnica de estriado. Se identific6 2 colonias mediante
observacidn microscopica. Se analiz6 la actividad antimicrobiana frente a
microorganismos indicadores de calidad Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Las cepas BAL 1 y BAL 2 presentaron un promedio de 15%
de inhibicién frente Staphylococcus aureus y Escherichia coli segun revision bibliogréfica.
Las cepas aisladas presuntamente pueden producir un halo de inhibicion frente a
microorganismos patdgenos indicadores. Por bibliografia el diametro de inhibicién fue de
2 a 26 mm frente a Staphylococcus aureus mientras que para Escherichia coli fue de 12
a 14 mm. Para Pseudomonas aeruginosa no existe evidencia de actividad bacteriana de
cepas aisladas de alimentos fermentados, se considerd cepas ATCC que presentaron
inhibicion del 72.7% con un diametro de 20 a 21 mm. La identificacion bioquimica de las
cepas se realizd6 mediante prueba de oxidasa y catalasa. Se registrdé valores de pH,
grados de alcohol y contenido de azlcar. Los valores obtenidos para la muestra de
Amaguana (M1) fueron 0°GL, 3.40 de pH a 23.3°C y 1.050 SG a 12.2% mientras M2

present6 10°GL, 3.55 de pH a 23.4°C y 1.017 SG a 4.2%.

PALABRAS CLAVE

e CHICHA
e BACTERIAS ACIDO LACTICAS
e IDENTIFICACION

e ANTAGONISMO.
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Abstract

A total of 2 samples of traditional chicha (1 liter) from the province of Pichincha were
collected from the parishes of Amaguana and Fajardo, in order to isolate lactic acid
bacteria and yeasts (LAB) fermenting organic acids. Two strains were isolated, by means
of the striated technique. Two colonies were identified by microscopic observation. It was
analyzed the antimicrobial activity against quality indicator microorganisms
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. BAL 1 and BAL
2 strains presented an average of 15% inhibition against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli according to bibliographic review. Isolated strains presumably can
produce an inhibition halo against pathogenic indicator microorganisms. According to
literature, the diameter of inhibition was 2 to 26 mm against Staphylococcus aureus while
for Escherichia coli it was 12 to 14 mm. For Pseudomonas aeruginosa there is no evidence
of bacterial activity of isolated strains from fermented foods, it was considered ATCC
strains that presented 72.7% inhibition with a diameter of 20 to 21 mm. The biochemical
identification of the strains was carried out through oxidase and catalase test. It was
registered pH values, alcohol degrees and sugar content. The values obtained for
Amaguarfia's sample (M1) were 0°GL, 3.40 pH at 23.3°C and 1,050 SG at 12.2% while M2

presented 10°GL, 3.55 pH at 23.4°C and 1,017 SG at 4.2%.

KEY WORDS

CHICHA

LACTIC ACID BACTERIA

IDENTIFICATION

ANTAGONISM
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Capitulo 1

Generalidades

Planteamiento del problema

Los procesos de urbanizacion han generado un cambio demografico en los paises
tercermundistas y en desarrollo (Zuo et al., 2018). La urbanistica promete mejorar la
calidad de agua, limitar el espacio territorial, aumentar el nUmero de cesareas y uso de
antibidticos de pretemporada, disminuir la tasa de lactancia y condicionar a mas de 60
afios de uso generalizado de antibiéticos, en particular en los nifios pequefios (Stewart &
Costerton, 2001). Ademas incrementa la incidencia de enfermedades autoinmunes,
incluida la enfermedad inflamatoria intestinal Ell (Zuo et al., 2018). Aun cuando existe
evidencia en varios paises tercermundistas el impacto es mas dramatico en los paises en
vias desarrollo, donde aproximadamente 3.2 millones de nifios menores de 5 afios
mueren anualmente (Bresee et al., 2002)

Dentro de la Ell consta la gastroenteritis, una de las causas mas comunes en la
poblacion de morbilidad y mortalidad en todo el mundo (Coria José et al., 2001). La
sintomatologia implica procesos diarreicos agudos que representan un problema de salud
mundial, y aunque hay variaciones geograficas en su epidemiologia, los paises como los
de América Latina, reportaron altos indices de morbimortalidad (Vaningelgem et al.,
2004).

La identificacion del agente causal representa un reto para los galenos, sin
embargo su aparicion se asocia a virus, bacterias y parasitos (Barrett & Fhogartaigh,
2017). La Organizacion Mundial de la Salud OMS asocia algunas de estas muertes a
patdégenos transmitidos por los alimentos, la manipulacion de los mismos durante la
cadena de transporte y el proceso de comercializacion son susceptibles de contaminacion

con microorganismos como Acinetobacter, Pseudomonas y varias enterobacterias como
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Klebsiella, E. coli, Serratia, y Proteus (Ramon-Pardo et al., 2018). Alimentos especificos
0 grupos de alimentos son considerados como vehiculo de contagio (Andino & Castillo,
2010; Flint et al., 2005).

La seguridad alimentaria presenta desafios por la globalizacién del suministro de
alimentos y contribuye a la problematica internacional de salud puablica de las males
transmitidos por los comestibles (Flint et al., 2005). Este tipo de microorganismos estan
inmersos en superficies sin desinfeccion, corrientes de viento y malas practicas higiénicas
(Basualdo et al., 1996), ademas son los principales agentes etiolégicos de alteraciones
en el sistema digestivo (Riveros & Ochoa, 2001). Las estimaciones de la carga microbiana
de este tipo de padecimientos se complican al vincularse con las provisiones alimentarias
(Barrett & Fhogartaigh, 2017). Existen factores ambientales, del huésped y del agente
causal que contribuyen a la aparicion de esta patologia (Lopez, 2018).

El uso de cultivos convencionales y métodos moleculares han identificado
patégenos intestinales. Campylobacter es el principal agente causal encontrado en los
casos graves, mientras Escherichia coli es el principal agente causal de los Gltimos 20
afios y productora de toxinas (Barrett & Fhogartaigh, 2017). E. coli generalmente se aisla
en casos esporadicos de diarrea y episodios de gastroenteritis en diversas regiones del
mundo (Hebbelstrup Jensen et al.,, 2018). Se ha identificado también Salmonella y
Pseudomonas aeruginosa (Riveros & Ochoa, 2001; Von Klitzing et al., 2018). Los brotes
de diarrea de origen alimentario se han atribuido a Campylobacter y E. coli (Barrett &
Fhogartaigh, 2017). Las bacterias representan la principal causa de diarrea de tipo viajero
(Riveros & Ochoa, 2001).

La gastroenteritis es un tipo de infeccién pequefia no inflamatoria a nivel intestinal
y del colon (Hebbelstrup Jensen et al., 2018). Los sintomas de estos trastornos pueden
causar molestias, que van desde inconvenientes sociales hasta angustia personal

profunda (Zuo et al.,, 2018). La sintomatologia manifiesta dolor abdominal, nauseas,
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vomitos y fiebre; existe diferente espectro de gravedad puede iniciar con una molestia
simple y convertirse en una afectacion sistémica; capaz de provocar deshidratacion
aguda y muerte en pocas horas (Lopez, 2018). Para aguellos con sintomas severos, los
trastornos pueden ser debilitantes, dejandolos incapaces de participar de una vida plena
(Baldi et al., 2009). También puede presentar movimientos intestinales alterados: diarrea
o estrefiimiento y sangrado del tracto gastrointestinal, su presencia es sin previo aviso o
esta precedido por uno o mas de los antes mencionados (Cervantes-Garcia et al., 2014).
La estimacion del grado de deshidratacion requiere evaluar la apariencia de los 0jos,
presencia de lagrimas, humedad en la boca y en lengua, turgencia de la piel y presencia

de sed (Abdul-Mumin et al., 2019)

La diarrea se presenta de forma comin como consecuencia de varias
enfermedades gastrointestinales (Hebbelstrup Jensen et al., 2018). La evaluacién de
procesos diarreicos en las enfermedades y afecciones digestivas permite distinguir si son
agudas o cronicas (Cisternas, 2011). Se considera diarrea cuando las heces pierden
coherencia es decir se vuelven blandas o liquidas y la frecuencia de evacuacion aumenta
a mas de 3 deposiciones por dia (Baldi et al., 2009). Los procesos diarreicos prolongados
0 recurrentes se asocian a proceso de desnutricion y efectos adversos sobre el
crecimiento y desarrollo de la poblacién (Barrett & Fhogartaigh, 2017). La clasificacion del
tipo de diarrea en acuosa, grasa e inflamatoria y el tiempo de tendencia son los
pardmetros considerados por los galenos al momento de decidir el diagnéstico y el
tratamiento Optimo basado en antibiéticos (Cisternas, 2011). Las peculiaridades de las
heces diarreicas: sangrientas, mucosas 0 acuosas ayudan a determinar con mayor
certeza los pacientes que requieren de terapias antimicrobianas suplementarias (Goldfarb

et al., 2014).
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La diarrea infecciosa en paises en desarrollo es una preocupacion de salud
publica, los nifios menores de cinco afios presentan tres o cuatros episodios anuales, con
mortalidad significativa (Barrett & Fhogartaigh, 2017). En paises desarrollados como
Estados Unidos representa la tercera causa mortal de los episodios por persona y afio; el
80% se asocian al origen alimentario (Baldi et al.,, 2009). Los casos diarreicos
identificados en Reino Unido representan el 30% del total de las muertes asociadas a
esta etiologia (Riveros & Ochoa, 2001). Ademés de las elevadas pérdidas econdmicas
estimadas en miles de millones de délares anualmente (Bresee et al., 2002). Cerca del
30% del total de muertes anuales corresponde a infantes de 5 afios, en paises como
Africa y Asia Sudoriental, es decir cerca de 125.000 nifios (OMS, 2015). Los episodios de
diarrea que contribuyen a la mortalidad infantil en las regiones en desarrollo y la
morbilidad sustancial representa del 20 — 40% _(Barrett & Fhogartaigh, 2017). En Ecuador
la gastroenteritis representa la principal causa de morbilidad en hombres adultos (INEC,
2017). Dentro de las diez principales causas de morbilidad, la diarrea y gastroenteritis de
presunto origen infeccioso representa la cuarta causa de un total de 21.241 egresos,
10.239 corresponden a hombres como quinto principio de morbilidad, en mujeres e
infantes representa la séptima causa con 11.002 egresos para mujeres y 2.763 de

infantiles (INEC, 2019).

La fisiopatologia aun representa un enigma por descubrir; la eficiencia de un
tratamiento a base de farmacéuticos ha desatado un debate mundial sobre el uso de
antibiéticos y antidiarreicos de venta libre (Hebbelstrup Jensen et al., 2018). El tratamiento
con ciprofloxacina, o con ejemplares de venta libre no acorta la duracion de la diarrea
(Riveros & Ochoa, 2001). La prescripcion médica ha sido reemplazada por gran cantidad
de informacion que reposa en sitios web, se ha estandarizado la sintomatologia y de

forma general se suministra un tratamiento sin evaluacién médica (Riveros & Ochoa,
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2001). Procesos de resistencia antibidtica se han visto como consecuencias de la
automedicacion (Cervantes-Garcia et al., 2014; Riveros & Ochoa, 2001). La OMS ha
calificado a las bacterias gramnegativas resistentes a multiples farmacos en humanos y
animales, como una grave amenaza para la salud publica por su creciente incidencia
(Heimesaat et al., 2019). La resistencia antimicrobiana en patégenos gastrointestinales
limita la prescripcion de un tratamiento efectivo (Barrett & Fhogartaigh, 2017). El principio
de accion inhibido de multiples farmacos y el 58% de las cepas resistentes se presenta
en los casos de diarrea de los viajeros (Barrett & Fhogartaigh, 2017). El plan de manejo
alternativo se basa en la correccion de la deshidratacion y la optimizacién nutricional de

fluidos (Abdul-Mumin et al., 2019).

La regulacion biologica subyacente que estabiliza las diversas poblaciones
microbianas frente al huésped, representa un tratamiento preventivo para contrarrestar la
incidencia de enfermedades gastrointestinales (Kareb et al., 2018). ElI consumo de
probidticos se considera como un tipo de tratamiento alternativo de primera mano para
pacientes ambulatorios u hospitalizados (Abdul-Mumin et al., 2019; Durchschein et al.,
2016). Los microrganismos comensales protectores facilitan la adquisicion de nutrientes
y vitaminas; promueven el desarrollo de microorganismos benéficos ademas de
conservar la integridad de los tejidos, y estimular multiples aspectos de la inmunidad
(Motta & Gomes, 2015). El cuerpo desarrolla respuesta inmunolégica en las primeras
etapas de vida, la infancia (Riveros & Ochoa, 2001). Las defensas se desarrollan en
funcién a las trayectorias metabdlicas basadas en la disponibilidad de recursos y la
adaptacion a condiciones microbianas locales (Riveros & Ochoa, 2001). La exposicion a
microbios ambientales durante los primeros afios desarrollan propiedades
inmunorreguladoras mediante exposicion directa a ambientes que fortalecen la capacidad

del sistema inmunitario para resolver la inflamacion (Herrero, 2011; Houck, 2017).
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A partir del siglo XIX y apresurando el siglo XX, se han presentado cambios y
alteraciones draméticas en la ecologia humana (Vilnitzky, 2018). Los principales pilares
de la estabilidad biol6gica considera el comensalismo entre la humanidad con los
microorganismos endémicos y el equilibrio en la composicién de la microbiota intestinal
(Blaser & Falkow, 2009). Existen multiples beneficios asociados a su consumo moderado
de probiédticos (Hernandez, 2010). Estudios aplicados a grupos humanos sugiere que la
microbiota confiere beneficios conservados a la barrera intestinal (Blaser & Falkow,
2009). Algunos de estos organismos tienden a conservan propiedades patdgenas y, a
través de las practicas médicas y los cambios en el estilo de vida, su prevalencia en las
poblaciones humanas esta cambiando, a menudo en un grado extremo (Pogreba-Brown
et al., 2020). Es necesario el suministro de la dosis adecuada en funcién al peso y
volumen del paciente (Hernandez, 2010). La sobredosis de consumo desliga efectos

adversos para la salud humana (Cisternas, 2011).

Descripcion resumida del problema

En esta investigacion se plantea evaluar la actividad antibacteriana de
microorganismos acido lacticos aislados de chicha tradicional expendida en mercados de
Quito contra bacterias de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus. Proporcionara una perspectiva de la biodiversidad microbiana de una bebida
tradicional de consumo frecuente y aportara una alternativa de probiético, de facil
adquisicion, consumo frecuente y bajo costo, ademas de no representar riesgos para la
salud. Por otro lado, promover el consumo de este tipo de bebidas fermentadas que

tienden a desaparecer por la influencia de la industrializacion de productos comerciales.

Los microrganismos fermentadores de acido lactico Gram positivos, han recibido
recientemente atencion debido a su condicion, son reconocidos por ser cepas seguras y

sus potenciales efectos promotores de la salud como probioticos (Mulaw et al., 2019). La



20

Organizacién Mundial de la Salud OMS define a los probiéticos como microorganismos
vivos que, cuando se consumen en cantidades suficientes, confieren un beneficio para la

salud del huésped (Ouwehand et al., 1999).

Justificacion e importancia

Muchas enfermedades gastrointestinales, como la diarrea, el sindrome del
intestino irritable y la enfermedad inflamatoria cronica del intestino, son causadas por el
desequilibrio de la microflora intestinal (Cisternas, 2011), que es un factor importante en
la translocacién e infeccidn bacteriana. El tratamiento actual del desequilibrio de la
microbiota intestinal consiste en el uso de antibidticos (Ramirez José et al., 2007) sin
embargo, el uso indebido o excesivo de los antibibticos contribuye a la resistencia, que
es uno de los principales problemas de salud publica en todo el mundo (Ramon-Pardo et
al., 2018). Otra preocupacién es la disminucion de la eficacia de los antibiéticos en el
tratamiento de las infecciones humanas y animales debido a la formacién de biopeliculas

de bacterias patogenas.

Los probiéticos de bacterias acido lacticas con propiedades beneficiosas Utiles
para iniciar la fermentacién de los alimentos (Cisternas, 2011). Mejoran la digestion y la
asimilacién de los nutrientes (De Roock, 2009), modulan el sistema inmunoldgico
(Vazquez et al., 2009), eliminan las sustancias toxicas e inhiben el crecimiento o la
invasion de parasitos y bacterias patdgenas para prevenir las infecciones

gastrointestinales (Servin, 2004).

La amplia aplicacion de este tipo de bacterias se asocia a su tolerancia a pHs
acidos. A partir de esta caracteristica se les confiere la ventaja de supervivencia en
relacion de otras bacterias presentes en procesos de fermentacién. Su mecanismo
consiste en la produccion de acidos organicos capaz de aumentar la acidez (Bergey,

1994). El &cido lactico es capaz de inhibir el crecimiento de microorganismos
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contaminantes que sean capaces de alterar la calidad y seguridad de los alimentos

fermentados (Giraffa, 2014).

El mercado de los probidticos mueve anualmente en torno a 26.000 millones de
euros, cifra que procede principalmente de Europa, segun datos de un metaanalisis de la
Universidad de Copenhague (Dinamarca) publicado en 'Genome Medicine' en el afio
2016. La razoén, es que en Europa donde las virtudes de estos microorganismos, que

despliegan un efecto positivo para la salud, se han divulgado mas.

Las bebidas fermentadas representan una fuente de bacterias acido lacticas
especialmente del género Lactobacillus son reconocidas por sus potenciales efectos

como probiéticos (Mulaw et al., 2019).

Las técnicas biotecnoldgicas apuntan a obtener beneficios maximos, ya sea como
productividad de compuestos de interés o alternativas de materia prima, que reduzcan
costos y eleven rendimiento, en procesos de bioconversion, la produccion de
microorganismos de interés industrial, en este caso las bacterias acido lactico (BAL)

podria ser considerados probi6ticos biologicos.

La industria biotecnoldgica en el Ecuador esta dando sus primeros pasos, existen
dos compaiiias biotecnolégicas, Laboratorios Ordesa Ecuador y Greentech que usen los
recursos de manera eficiente y ecoamigables. El aislamiento e identificacion de
microorganismos autoctonos, establecer su actividad antibacteriana y determinar su
sensibilidad antibidtica, proyecta una manufactura nacional de indculos bacterianos con

elevados estandares de calidad que certifiquen su actividad y aplicacion en la salud.

El presente proyecto presentara el analisis de biodiversidad microbiana de chicha

tradicional y su efecto antibacteriano frente a cepas referenciales de calidad alimenticia.
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Los productos artesanales representan una fuente de cepas bacterianas acido
lacticas autoctonas, la aplicacion de estas nos brinda un elevado potencial industrial,
ademas de representar una comienzo de cultivos iniciadores. Ademas de ser
considerados un alternativa de tratamiento para la gastroenteritis representa la
optimizacion de los procesos fermentativos, y asi la obtencion de productos de
caracteristicas especificas e invariables con el fin de conservar sus propiedades

organolépticas (Chekhlov et al., 2005).
Objetivos
Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana de microorganismos acido lacticos aislados
a partir chicha tradicional expendida en mercados de Quito contra bacterias de:

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.
Objetivos especificos

Aislar e identificar microorganismos acido lacticos procedentes de muestras de
chicha tradicional, por medio de cultivo en medio diferencial Man, Rogosa y Sharpe

(MRS), tincion Gram y pruebas bioquimicas.

Seleccionar cepas microbianas acido lacticas de levaduras y bacterias de acuerdo

a su morfologia mediante observacion microscépica.

Determinar la actividad antimicrobiana de las cepas &cido lacticas contra
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus por medio de

pruebas antagoénicas de difusion en disco.
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Capitulo 2

Marco referencial

La Fermentacion

Desde los 3000 A.C. en la Mesopotania, India y Egipto se manejaba principios
basicos sobre la fermentacion; la palabra proviene del latin fermentare que significa
ebullir, a causa de la produccion de diéxido de carbono (Pazmifio et al., 2014).

La fermentacion involucra la conversiéon de la materia en alimentos fermentados
por la actividad metabdlica y el crecimiento de microorganismos deseables (Bibek & Arun,
2008). La transformacién es a partir de reacciones de reduccion y oxidacién con
productos de interés, asi como la acumulacion, con un balance de energia positivo,

energia utilizada por los microrganismos (Montville et al., 2003).

Desde el punto de vista microbiolégico representa la accion de la enzimas
producidas en ausencia o presencia de oxigeno, que como resultado se obtiene
metabolitos y biomasa (Pazmifio, 2013). Los productos son: enzimas, acidos organicos,

etanol, acetona, etc. (Miller, 1964).

Segin Ramos en el 2012, el proceso de fermentacion contempla 3 fases:
elaboracion del inéculo, eleccién del medio de cultivo y la obtencion de la biomasa. La
modificacion de estas fases permite la optimizacion de la fermentacion (Pazmifio et al.,

2014).

Para obtener sustancias deseadas diferentes se aplica modificaciones en las
diferentes rutas bioquimicas de empleo de azlcares. Las principales vias son: Ciclo de
Krebs, La glucdlisis y la Cadena respiratoria (Pazmifio et al., 2014). A su vez la

concentracion de oxigeno eleva el rendimiento de la sustancia de interés, al limitar el
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oxigeno se obtiene etanol y al elevar las concentraciones se obtiene mayor cantidad de

biomasa (Tortora et al., 2007).

La concentracidbn de oxigeno determina un proceso fermentativo aerobio o
anaerobio, es decir la presencia o ausencia de oxigeno, el principal producto de una
fermentacion de tipo aerobia es el diéxido de carbono mientras en el de tipo anaerobia
proporciona biogas, mezcla de diversos componentes (Tortora et al., 2007). Los
microorganismos presentes pueden ser de tipo estricto y facultativos, es decir que

requieren de minimas cantidades de oxigeno hasta su desarrollo (Miller, 1964).

Los diferentes productos de los procesos fermentativos diferencian los tipos de
fermentacion (Pazmifio, 2013). Los tipos mas comunes son: la fermentacion alcohdlica
con etanol como producto final, fermentacion lactica con la obtencion de &cido lactico,
fermentacion propidnica con produccién de acido acético y acido propidnico, fermentacion
férmica con la formacién de acido formico y la fermentacion butirica con la obtenciéon de

acido butirico, acetona, butanol e isopropanol (Cummings et al., 2000).

Fermentacion en alimentos

La fermentacién en alimentos ha surgido bajo la necesidad de preservar los
alimentos, como un método biotecnolégico (Koolman & Klaus, 2004). Puede efectuarse
por hongos filamentosos, levaduras y bacterias, 0 combinaciones entre ellos; existen

grupos bacterianos que comparten el ecosistema de los fermentos (T6rtora et al., 2007).

Los alimentos fermentados, generalmente se producen de forma tradicional
mediante fermentaciones naturales, no se afaden in6culos, se aprovecha los
microorganismos presenten en los alimentos (Ara Rojas et al., 2017). La determinacién
de la composicién microbiana de esta variedad de alimentos se basa en el aislamiento e

identificacidn de los microorganismos presentes (Diaz Ruiz & Rodarte, 2003).
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Existe una variedad de alimentos originados por fermentaciéon que se producen
de forma regional y son de desconocimiento para las personas fuera del lugar del origen;
este tipo de alimentos forma parte de la dieta de grupos étnicos, desde tiempos
inmemorables (Ara Rojas et al., 2017). Los métodos y costos de produccion son de facil
acceso, no requieren de tecnologia sofisticada y existe disponibilidad abierta de materia

(Garcia et al., 1993).

Latinoamérica es la region que consume bebidas tradicionales fermentadas a
partir de sustratos como el maiz, este tipo de bebidas pueden consumirse al inicio de la
elaboracion o una vez que se encuentre fermentado (Bach & Bustamante, 2013). A nivel
global se contemplan nueve grupos de alimentos fermentados, basados en la materia
prima ya sean cereales, vegetales, legumbres, tubérculos y raices, productos lacteos y

carnicos, productos de pescado fermentados y bebidas alcohdlicas (Steinkraus, 1997).

La chicha tradicional es una bebida alcohdlica procedente de Colombia y otros
paises suramericanos como Ecuador, Peru y Bolivia (Andrés Lopez-Arboleda et al.,
2010). Es una bebida que perdura con los afios y se consume en las regiones de la Sierra,
aunque por el transcurso del tiempo y la inclusion de bebidas como gaseosas y
energizantes de sabores artificiales se ha perdido la costumbre producirla y elaborarla
(Pazmifio, 2013). La chicha es preparada en actividades andinas, por lo que no es facil
de adquirirla en ciudades o tiendas locales (Ara Rojas et al., 2017). La comercializacion

de estas bebidas se conserva en parroquias de las grandes ciudades.

Fermentacion alcohdlica

Una bebida alcoholica fermentada se obtiene a partir de mostos fermentados, sin
destilacion (Ara Rojas et al., 2017); el mosto es el liquido de origen vegetal que contiene

sustancias azucaradas susceptibles de transformarse a alcohol por fermentacion (INEN,
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1998). La fermentacidén es la conversién de un mosto azucarado, hasta un producto
alcohdlico (Pazmifio et al., 2014). Por accion de microorganismos en medio anaerobio

(Ara Rojas et al., 2017) y un complejo de enzimas zimasa (Pazmifio, 2013).

Microorganismos como las levaduras proporcionan las condiciones Optimas de
fermentacion, aportan los nutrientes suficientes, pH 6ptimo, temperatura apropiada y
acidez (Bibek & Arun, 2008), de esta forma se asegura la formacion de alcohol etilico

(Coronel, 2011). Este proceso libera moléculas energéticas ATP (Pazmifio, 2013).

La fermentacion alcohdlica es un proceso biolégico facultativo que procesa
hidratos de carbono, la concentracion de etanol aumenta de tal manera que se convierte

en un producto toxico, al 12% las levaduras empiezan a morir (Pazmifio, 2013).

Segun Pazmifio en el 2013 presenta la ecuacién simplificada de la fermentacién

del azucar de la siguiente forma:

CoHy206 = 2 CH;CH3OH + 2C0,

Se obtiene la mitad de alcohol que el peso de azlcar que haya sido empleado en

el proceso fermentativo.

A una temperatura de 20°C el tiempo de fermentacion es de una semana y se
comprueba de forma visible por una disminucion de la densidad (Ara Rojas et al., 2017).
La oxidacion del carbono genera la produccién de C0O, junto con el etanol, hay una
liberacion de moléculas energéticas en estas reacciones, asociados al flujo de energia

metabdlica aprovechada por organismos fermentadores (Corrales et al., 2015)

La fermentacion alcohdlica se presenta en tres fases, la primera es una etapa
preliminar, en donde la levadura entra en contacto directo con el mosto, el objetivo de

esta fase es la proliferacion del nUmero de levaduras, posterior a esta esta la fase
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tumultuosa, la oxidacion de los azlcares, la conversion de CO, y etanol; la fase final, la
terminacion del proceso fermentativo se caracteriza por la detencion del desprendimiento

de €0, y la disminucion de la temperatura (Glices & Veloz, 2006).

La industria ha desarrollado y tomado en consideracion algunas modificaciones
del proceso de fermentacion con la finalidad de realizar una fermentacion continua y con
elevados volumenes de etanol (Pazmifio, 2013). Este tipo de alternativas han sido
implementadas por la Biotecnologia al desarrollar cepas de levaduras con mayor

rendimiento y mejor calidad de produccion (Pazmifio et al., 2014).

Al sureste de México y en algunos paises de centroamérica su consumo es de
forma individual, sin embargo es comun agregarle cacao o coco (Monar et al., 2014). Una
gran cantidad de microorganismos se desarrollan en este tipo de bebidas, asi la
acificacion de la masa se produce por bacterias acido lacticas mientras los aromas y

sabores son proporcionados por los mohos y levaduras (Bach & Bustamante, 2013).

Condiciones fisico quimicas necesarias para la fermentacion alcohdlica

Efecto de la temperatura.

La temperatura durante el proceso fermentativo representa una influencia
compleja, el aumento o disminucion entre un intervalo de 4 y 40°C altera el
funcionamiento de las actividades enzimaticas, la temperatura dptima se maneja en un
intervalo de 5 a 40°C para el desenvolvimiento de la fermentacion alcohdlica, valores
superiores producen la desnaturalizacion proteica y la muerte celular (Hidalgo, 2018).

Aireacion.

Las funciones metabdlicas: sintesis de esteroles y acidos grasos insaturados se
realizan en presencia de oxigeno, asi como la multiplicacién de las levaduras (Corrales

et al., 2015).
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pH.

El desarrollo de la fermentacion tiene repercusiones bajo la influencia del pH, la
estabilidad de este factor se refleja en la formacion de gas con valor de 4 a 5.5, el
desarrollo éptimo se encuentra en un intervalo de 4 a 6 con valores minimos de 2.6y 2.8

donde el proceso fermentativo queda inhabilitado (Hidalgo, 2018).

Presion.

La presion producida por el anhidrido carbénico puede influir en el metabolismo
de los microorganismos, a mayor presion el proceso fermentativo disminuira, a una

presion de 5 a 6 atmosferas la actividad fermentativa sera eficiente (Hidalgo, 2018).

Bebidas fermentadas

El consumo de este tipo de bebidas data a partir de la elaboracion de cerveza al
sur de Babilonia hace 4000 a.C., en Egipto se la conocia como “eli” conocida como una
bebida de alto valor energético y suministro bajo ciertas modificaciones en planes de dieta

ligera (Pazmifo, 2013).

La preparacion de alimentos fermentados no requiere de tecnologias, puede ser
preparada por cualquier persona, no requiere de utensilios especiales para su
preparacion, su consumo es enfocado a todas las edades, es de uso comun (Pazmifio,
2013). Este tipo de alimentos inhiben el crecimiento de bacterias patégenas, ademas de
aportar nutricionalmente al consumidor, son apetecidos por sus diferentes sabores,

colores, textura y olor (Paéz, 2010).

La chicha es una bebida caracteristica del Ecuador, producto de un proceso de
fermentacion (Rodrigues et al., 2018). Su nombre proviene del kuna chichab o nahuatl

chichiatl que significan “maiz” y “agua fermentada” respectivamente, es decir es una
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bebida preparada a partir del maiz tras procesos fermentativos (Villegas Ubidia & Alfredo,

2005).

Existen diversos sabores, colores y olores de chicha tradicional asociada a las
diferentes provincias que conformar el Ecuador, ademas del tipo de maiz que se utilice,
su preparacion varia en funcién a su lugar de origen, pueden tomar diferentes hombres,
en ciertos casos el nombre lo otorgan festividades autoctonas del lugar en las que son

consumidas (Villegas Ubidia & Alfredo, 2005).

Bebidas fermentadas por regiones del Ecuador

Segun Aguirre en el 2009 la chicha de jora es representativa de la region Sierra
del Ecuador, elaborada por una variedad especial de maiz y endulzada con panela
(Aguirre, 2009). La provincia de Chimborazo destaca por la variedad de chichas que
ofrece al publico (Pazmifio, 2013). La de mayor consumo es la chicha andina preparada
a base de jugo de pifia, la chicha de ciruela se elabora a base de pasas, mientras la
chicha de colta, se asemeja a la chicha tradicional con la diferencia que proviene de maiz

negro (Ara Rojas et al., 2017).

Podemos encontrar también la chicha “huevona”, nombre atribuido por los
ingredientes utilizados en su elaboracion, se utiliza: huevo, malta, alcohol etilico y aztcar

(Pazmifio, 2013).

Las forma de elaborar este bebida tradicional puede variar de una region a otra
(Medina, 2003). En la amazonia se utiliza productos propios de la zona como el
chontaduro, ayahuasca y la yuca (Guaman, 2013). La preparacion de esta bebida es de
forma peculiar, las mujeres mastican la yuca para realizar el proceso fermentativo, la

coccidn la realizan en vasijas hechas de barro (Aguirre, 2009).
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En la provincia de Bolivar se prepara la chicha de jora y la chicha de arroz
(Guaman, 2013). El lugar también ofrece chichas a base de cereales y variedad de
ingredientes, desde morocho, machica, quinua, afrecho de harina de trigo hasta
remolacha, hongos y zanahoria amarilla (Pazmifio, 2013). La preparacion se hace de
forma artesanal y sin el correcto manejo de buenas précticas de manufactura (Pastrana

et al., 2015).

En Pichincha el consumo de bebidas fermentadas es concurrente asi como el
Guarapo, el Chaguarmishque, chicha de avena y morocho (Carrera, 2014). La produccién
ha disminuido con el tiempo sin embargo es comun encontrar en expendio en parroquias

provinciales como Fajardo y Sangolqui (Guaman, 2013).

Microbiologia de las bebidas fermentadas

La composicién microbiolégica presente en bebidas fermentadas establece la
calidad y acreditacion de las mismas para el consumo humano (Pazmifio, 2013). La
comunidad microbiana que interviene en este tipo de procesos son las cepas con
capacidad de fermentar acido lactico (Pomasqui Benavides, 2013). También podemos
encontrar organismos patégenos como coliformes, hongos, anterobacterias y organismos
aerobios (Guaman, 2013). Este tipo de microorganismos vienen inmersos en las
superficies de la materia prima (Hebbelstrup Jensen et al., 2018). La mala higiene de las
personas y errores en el lavado de los utencillos son otra fuente de posible contaminacién

(Escudero Bruna, 2014).

Levaduras

El uso de las levaduras ha trascendido durante siglos, permite la obtencién de
productos fermentados como la cerveza, el vino y el pan (Guaméan, 2013). Son las

encargadas de metabolizar azucares como la fructosa, glucosa y manosa; en
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condiciones anaerobias 0 aerobias para la produccion de alcohol y anhidrido carbdnico

(Pomasqui Benavides, 2013).

Se encuentran distribuidas en la naturaleza, suelo, superficie de las frutas, néctar
de las flores, cereales e incluso en ambientes acuaticos (Pomasqui Benavides, 2013). Su
proliferacion la realizan en materia organica muerta; se desarrollan en otros seres por ser
parasitas, facultativas u obligadas (Pomasqui Benavides, 2013). Su identificacion y
caracterizacién se basa en términos de morfologia, pruebas de fermentacion de azlcares

y pruebas moleculares (Pazmifio, 2013).

Las levaduras son microorganismos eucariotas de 1 a5 um de anchoy de 5 a 30
um de largo, el diametro fluctia entre 3 y 8 um (Pomasqui Benavides, 2013). El desarrollo
de las mismas es evidente posterior a los cinco dias de fermentacién, con temperatura
de 25°C (Muller, 1964). El rango de pH éptimo para su desarrollo es de 4,5 a 8 (Pazmifio,
2013).Se observan colonias brillantes o mates, de contorno regular y superficie convexa

a lo largo de la superficie del medio (Vandevenne & Ribes, 2002).

Segun Pomasqui Benavides en el 2013 menciona que el 96% de la fermentacion
de etanol se lleva a cabo por cepas de Saccharomyces cerevisiae, sin embargo la
industria ha utilizado diferentes especies dependiendo del tipo de bebida como por
ejemplo Saccharomyces allipsoideus en el caso del vino (Medina, 2003). La fuente de
energia que utilizan las levaduras son los carbohidratos, de esta manera originan
diferentes metabolitos asi como cantidades representativas de etanol ademas de acidos
organicos que otorgan la variabilidad de caracteristicas organolépticas de los diferentes

fermentos (Pazmifio, 2013).
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Una amplia diversidad de levaduras es posible identificar al inicio del cultivo,
mientras en el transcurso de la fermentacion las levaduras presentan elevada capacidad

fermentativa y desarrollan resistencia al alcohol (Ramirez-Lépez & Vélez-Ruiz, 2016).

Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas BAL son de interés industrial (Bergey, 1994). Existen
diferentes tipologias en funcién a su morfologia, fisiologia y metabdlica (Pomasqui
Benavides, 2013). Su capacidad biosintética es limitada, requieren ambientes
nutricionalmente ricos en carbono y nitrégeno (Motta & Gomes, 2015). Las bacterias son
de morfologia cocos no esporulados y bacilos, Gram positivos, catalasa negativo,
inmoviles y no esporulados, son anaerobios facultativos, presentes en los procesos

fermentativos y acidas tolerantes (Sansonetti et al., 2009).

Las BAL son tolerantes a pHs acidos (Bergey, 1994). Generalmente se desarrollan
en un intervalo de pH de 3.2 a 9.6, sin embargo tiene afinidad por un pH de 4 a 4.5
(Pescuma et al., 2012; Pomasqui Benavides, 2013). lo que les confiere ventaja al competir
con otras bacterias de una fermentacion natural; el acido lactico, principal producto de su
metabolismo junto a otros metabolitos, son inhibidores eficientes de otros
microorganismos autéctonos que estan comprometen la calidad y seguridad de alimentos

fermentados (Giraffa, 2014).

La presencia de este tipo de bacterias estd asociada a materia prima sin coccién
como carnes, cereales y vegetales (Medina, 2003). Asi también en el tracto intestinal,
respiratorio y genital de los mamiferos(Giraffa, 2014). Prakash et al. en el 2015 menciona
gue este grupo bacteriano esta conformado por cerca de 380 especies, 40 géneros y 6
familias (Pomasqui Benavides, 2013). Los géneros de las BAL comprende Streptococcus,

Lactococcus, Lactobacillus, Carnobacterium, entre otros (Garcia et al., 1993). Este grupo
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de bacterias comprende heterogeneidad morfoldgica, presentan formas de varilla o

cOctel, en células solas o en parejas, tétradas y corto largo de cadenas (Giraffa, 2014).

La bioguimica de las bacterias &acido lacticas BAL indica que son las encargadas
de la conversién de los diferentes hidratos de carbono hasta acido lactico, CO2 y &cidos
organicos en ausencia de oxigeno (Bibek & Arun, 2008). Estas bacterias son descritas
como microaerdfilas, es decir requieren de una minima cantidad de oxigeno para un

crecimiento eficiente (Giraffa, 2014).

La presencia de BAL en los alimentos puede modificar las propiedades
sensoriales del producto final (Ara Rojas et al., 2017). Estas bacterias no representan
efectos adversos, es decir no son toxicos ni nocivos para la salud humana (Rodrigues et
al., 2018). Su consumo se facilita por el sabor agradable de sus productos metabdlicos

(Ingraham & Ingraham, 1998).

Las BAL son utilizadas en diversas areas industriales, como cultivo iniciador
(Ramirez-Lépez & Vélez-Ruiz, 2016). La industria lactea la utiliza como suplementos
dietéticos y agentes de bioconversion (Giraffa, 2014).. La variedad del género
Lactobacillus es reconocido por su potencial efecto como probiéticos (Motta & Gomes,
2015). La versatilidad metabdlica de estas bacterias se asocia a la variedad de habitats;
son de amplio consumo humano ademas de ser reconocidos como seguros (GRAS)

(Klaenhammer et al., 2005).

Las BAL en presencia de carbohidratos crecen frecuentemente asociadas a
levaduras en bajos niveles (Pomasqui Benavides, 2013). Los géneros Saccharomyces,
Candida, Torula, Hanseniaspora, Hansenula, entre otros, pueden proliferar y causar

fermentaciones alcohdlicas espontaneas (Steinkraus, 1997). Constituyen alternativas
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mas economicas de cultivos iniciadores, como es el caso de las fermentaciones

espontaneas de vino y de cerveza (Medina, 2003).

Las BAL pueden agruparse en cultivos primarios y secundarios o
complementarios (Ramirez-Lépez & Vélez-Ruiz, 2016). Al afiadirse al inicio del proceso
fermentativo desenvuelven un rol importante, contribuyen a la produccién de acido
lactico (Pazmifio et al., 2014). El cultivo primario generalmente estd conformado por
Lactococcu ssp. y Leuconostoc spp. entre los de tipo mesofilos, y a Strep. thermophilus,
Lb. delbrueckii, y Lb. helveticus entre termdfilos (Giraffa, 2014). Los cultivos secundarios
participan indirectamente en la produccion de acido, pero su papel fundamental es la
definicion de las caracteristicas organolépticas de los alimentos (Ramirez-Lopez &
Vélez-Ruiz, 2016). Los bacterias &cido lacticas de este tipo de alimentos fermentados
son Lactobacillus, Carnobacterium, Enterococos y Pediococos (Beresford & Williams,

2004).

Este tipo de bacterias pueden categorizarse segun su tipologia de fermentacion
en tres grupos: homofermentativa, heterofermentativa y heterofermentativa obligada
(Giraffa, 2014). La produccion de acido lactico se origina en el primer grupo, mientras
en el segundo producen fermentacién de hexosas con bajas cantidades de acido lactico,
etanol y CO2 (Pomasqui Benavides, 2013). Al ser de tipo obligada fermenta hexosas

con produccién de acido lactico, acético, férmico y CO2 (Klaenhammer et al., 2005).

La presencia de bacterias acido lacticas en bebidas fermentadas como la chicha
de maiz, permite la fermentacién de los carbohidratos produciendo acidos organicos
como el acido lactico y otros metabolitos que contribuyen a la biopreservacion,
caracteristicas organolépticas y potencial nutritivo de la chicha (Pomasqui Benavides,

2013).
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Aerobios mesoéfilos

Los microorganismos aerobios mesofilos crecen en temperaturas entre los 20 a
45°C (Bravo, 2004). Su presencia se asocia a condiciones de higiene de la materia prima
y la correcta manipulacion en el transcurso de la elaboracion. Este grupo de bacterias
incluye bacterias lipoliticas, proteoliticas, sacaroliticas y patégenas (Pascual & Calderén,

2000).(Riveros & Ochoa, 2001)

Mohos

Microorganismos filamentosos meséfilos de importancia por su capacidad de
alterar los alimentos una vez que colonizan el sustrato; no se evidencia por simple
observacion; pero son capaces de originar toxinas de origen micético, sustancias toxicas

para la salud del consumidor (Vandevenne & Ribes, 2002).

Coliformes totales y fecales

El origen no necesariamente es intestinal pero las podemos encontrar entre los
residuos fecales humanos y animales (Riveros & Ochoa, 2001). Su presencia es por
diferentes fuentes, la de mayor relevancia corresponde a la calidad del agua (Pazmifio,
2013). Se reportan en UFC (Unidades formadoras de colonias). Son aerobias o
anaerobias facultativas; no forman esporas; Gram negativas; oxidasa negativa (Ortega et

al., 2008).

Los microorganismos de mayor relevancia es Klebsiella, Enterobacter, entre otros
(Ortega et al., 2008). Las coliformes fecales forman parte de la microbiota intestinal
(Pazmifio, 2013). Se desarrollan a 35° C (Tértora et al., 2007). Producen aldehidos a
partir de la fermentacion de la lactosa con la produccion de gas y acido posteriora 1y 2

dias de incubacion (Wang et al., 2016).
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E. coli son parasitos quimioheterétrofos presentes en la microbiota del hombre y
de los animales (Rodrigues et al., 2018). Por sus condiciones se acoplan a los alimentos
(Rivera, 2014). Su presencia asegura el correcto funcionamiento en el tracto digestivo,
sin embargo por alteraciones genéticas son capaces de generar infecciones

gastrointestinales (Pascual & Calderdn, 2000).

Enterobacterias

Bacterias de distribucién mundial, se encuentran en el suelo, agua, vegetales y
microbiota intestinal de los seres vivos (Pazmifio, 2013). Esta familia esta conformada por
miembros como:  Salmonella, Shigella, Yersiniapestis,  Echerichia  coli,
Klebsiellapneumoniae, Proteusmirabilis, entre otros (Barrett & Fhogartaigh, 2017). Su
clasificacion se basa en la presencia y ausencia de diferentes enzimas envueltas en el

metabolismo, se utiliza técnicas microbiolégicas para su identificacion (Bou et al., 2011).

Enfermedades gastrointestinales
Las enfermedades gastrointestinales se relacionan con modificaciones en la carga
microbiana intestinal (Montoro, 2019). Las infecciones de este tipo son causa

representativa de mortalidad y morbilidad a nivel mundial (Barros et al., 2019)

La estadistica del INEC del 2019 define morbilidad como:

Enfermedades que se atienden, a nivel médico u hospitalario. Las
orientaciones y definiciones formalmente aprobadas se han establecido mas que
todo para uso en los episodios de atencién de la salud (Clasificacion estadistica
internacional de enfermedades y problemas relacionados con la salud CIE-10). (p.

7

La conexién con el medio exterior es el tracto gastrointestinal, funciona en forma

de barrera intestinal como sistema multicapa conformada por dos piezas principales: una
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barrera fisica y una barrera funcional (Herrero, 2011). La barrera funcional permite la
diferenciacion entre patégenos y microbiota comensal. Una red de células inmunes
conforma la barrera intestinal interna, el deterioro de la misma permite el paso del
contenido luminal en los tejidos subyacentes y por lo tanto al flujo sanguinea, una especie
de fuga desde el intestino, activando la respuesta inmune e inflamacion (Bowen et al.,
2015). Alteraciones en la permeabilidad de esta barrera es el fundamente de la
patogénesis de una amplia gama de enfermedades gastrointestinales (Hidalgo et al.,

2017).

Segun la OMS en el 2015 presenta un informe de la “Estimacion de la carga
mundial de las enfermedades de transmision alimentaria” en el cual se estima que casi 1
de cada 10 personas enferman tras consumir alimentos contaminados por 31 agentes
como bacterias, virus, parasitos y toxinas. Las enfermedades gastrointestinales
presentan dos epidemiologias, brotes de gastroenteritis en la familia y comunidad, nifios
en edad escolar, el contacto familiar y los adultos (Hebbelstrup Jensen et al., 2018). Las
infecciones varian en funciéon de la poblacién del paciente, la localizacion geogréfica y la

localizacion en el sistema sanitario (Montoro, 2019).

Este tipo de enfermedades se evidencian a las 24 y 48 horas posteriores a la
exposicion con el ente patégeno (Durchschein et al., 2016). La segunda etiologia se
presenta de forma esporadica y ocurre predominantemente en nifios y jovenes, esta
forma tipicamente viene acompafiada de diarrea severa y vomito (Riveros & Ochoa,
2001). En los nifios se presenta de forma severa, requiriendo de hospitalizacion
(Hebbelstrup Jensen et al., 2018). La posibilidad de infeccion e insensibilidad estan
influenciados por un elevado niumero de factores de riesgo; tales como: inmunodeficiencia

adquirida o congénita, edad menor de tres meses, y dafio en el reticulo endotelial (Zuo et
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al., 2018). Los factores bacterianos también favorecen la severidad de la infeccion

(Riveros & Ochoa, 2001)(Coria José et al., 2001).

Los sintomas implican ausencia o presencia de fiebre dependiendo de que exista
infeccion, ademas de nduseas y vémitos, vomitos en el caso de ser viral (Montoro, 2019).
El sintoma principal es la diarrea. La OMS define a la diarrea como la expulsion de 3 o
mas heces blandas o liquidas al dia, estableciendo diarrea aguda con duracion de menos
7 dias, prolongada en el caso de 7 a 13 dias y crénica cuando perdura mas de 30 dias

(Montoro, 2019).

El diagnostico de este tipo de afecciones requiere del analisis de la etiologia de la
enfermedad del paciente asi como de la edad y el estado inmunitario (Montoro, 2019). La
identificacion de microorganismos genera resultados positivos y falsos positivos en el
caso de existir ausencia de sindrome clinico (Hebbelstrup Jensen et al., 2018). El
tratamiento consiste en dos alternativas: la primera el suministro de antimicrobianos de
tipo B-lactamicos en el caso de E. coli y la segunda en circunstancias epidemioldgicas en

el contexto de brotes (Montoro, 2019).

Indicadores microbiolégicos para actividad antibacteriana

Las deficiencias sanitarias en la manipulacién, proceso de elaboracion y de
expendio generan la contaminacion de los alimentos (Ortega et al., 2008). Los
microorganismos indicadores son empleados para definir la calidad e inocuidad de un
alimento; deben cumplir ciertos parametros para ser un indicador fiable, estar presentes
en todos los alimentos a analizar, detectables y diferenciables de otros (Jay, 1993). Su

crecimiento no debe ser altero por la carga microbiana del alimento (Castro, 2017).

El antibiograma es una prueba microbiolégica que permite determinar la

susceptibilidad de una bacteria a un grupo de antibacterianos (Toure et al., 2003). Segun
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estudios realizados los agentes antibacterianos describen 3 efectos sobre los cultivos
bacterianos: efecto bacteriostatico, efecto bactericida y efecto bacteriolitico (Castro,
2017). El de tipo bacteriostatico inhibe el crecimiento bacteriano, pero no mueren las
células bacterianas, por inhibicién de la sintesis de proteinas (Basualdo et al., 1996). El
de tipo bactericida elimina bacterias pero no genera lisis celular y el bacteriolitico existe

muerte de bacterias ademas de lisis celular (Liébana, 2002).

El desarrollo de antibacterianos busca inhibir el crecimiento de bacterias presentes
en ecosistemas complejos donde coexisten con bacterias benéficas protectoras, es
importante que la aplicacion de los mismos no generen dafios en las bacterias

beneficiosas (Castro, 2017; Palomer R., 2006).

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se utiliza cepas de bacterias
Gram negativas y Gram positivas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Sthaphylococcus aureus procedentes de cepas de referencia ATCC (Curtis & Cummins,

2007).

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva, en forma de cocos, con un
tamafio de 0.5 a 1.5 ; estan dispuestos en forma de racimos o grupos de uvas; no
presentan movilidad; no esporulan y algunas cepas pueden estar encapsuladas; se
desarrollan en temperaturas de 37°C; pH de 7.4; son aerobias y anaerobias facultativas
(Kannan, 2016; Vasanthakumari, 2007). El 30% de los adultos sanos presenta S.aureus

(Cervantes-Garcia et al., 2014).

Normalmente se encuentra en la flora normal de la piel y la mucosa nasal (Kannan,
2016). Su transmision es por contacto directo con las manos posterior a estornudos,

ingesta de alimentos contaminados y por contaminaciéon enddégena (Camarena &
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Sanchez, 2017; Vasanthakumari, 2007). Los portadores son asintomaticos (Kannan,

2016).

La bacteria puede colonizar el huésped humano y causar enfermedades graves
(Liu, 2009). Reside e infecta una amplia gama de tejidos del huésped, desde superficies
hasta tejidos mas profundos como el tracto gastrointestinal, el corazén y los huesos (Feng
et al., 2008). Debido a su estilo de vida multifacético, S. aureus utiliza redes reguladoras
complejas para detectar sefiales que le permiten adaptarse a diferentes entornos y

modular la virulencia (Vasanthakumari, 2007).

El tratamiento suministra penicilina como antibiético de mayor eficiencia
(Vasanthakumari, 2007), sin embargo el desarrollo de toxinas como mecanismo de
resistencia bacteriana al medicamento ha sugerido el suministro de meticilina y cloxacilina
eficientes contra otras cepas de Staphylococcus (Kannan, 2016). Las cepas de mayor

interés han sido aisladas de infecciones que han requerido de hospitalizacion (Liu, 2009).

La cepa de Staphylococcus aureus ha conmocionado tanto la comunidad como
en el entorno sanitario (Kannan, 2016). Es el resultado de una alta carga socioeconémica
tanto en los paises desarrollados como en los paises en desarrollo (Balasubramanian et
al., 2017). Existe una necesidad critica de nuevas estrategias de tratamiento (Kannan,
2016). Las cepas de mayor interés son las que presentan resistencia a la meticilina
adquiridas en la comunidad capaces de desarrollar diferentes patologias
(Vasanthakumari, 2007), especialmente a nivel cutaneo y de tejidos blandos (Kannan,

2016).

La evolucién natural de las infecciones por S. aureus se resume: en neonatos, la

mayoria de los nifios y los adultos seran colonizados en forma intermitente por S. aureus
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(Kannan, 2016). Albergaran el microorganismo en forma preferente en la nasofaringe,

ocasionalmente en la piel y raramente en mucosas (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Escherichia coli

E. coli es una bacteria Gram negativa, en forma de bacilos cortos; tiene un tamafio
de 1 a 3 um de longitud y de 0.4 a 0.7 um de ancho; presentan movilidad y no esporulan;
son aerobios y anaerobios facultativos; se desarrollan en un rango de temperatura de 15
a 40 °C; temperatura 6ptima de 37 °C (Bibek & Arun, 2008; Vasanthakumari, 2007). Su
presencia es predominante en la microflora intestinal normal de los humanos y otros
mamiferos (Vasanthakumari, 2007). Perdura en suelo y agua por varios meses (Pogreba-
Brown et al., 2020). Se transmiten a los humanos a través de alimentos y agua, y la

transmision también puede ocurrir de animales y de persona a persona (Kannan, 2016).

Escherichia coli contiene muchos patotipos que causan una variedad de
enfermedades (Kannan, 2016). Causa diversas enfermedades intestinales por medio de
factores de virulencia especializados (FV) (Riveros & Ochoa, 2001). El antigeno somatico
es una endotoxina que evita la fagocitosis de la bacteria al igual que el antigeno K, las
fimbrias permiten la adherencia a la célula huésped en enfermedades diarreicas y del
tracto urinario (Barrett & Fhogartaigh, 2017; Curtis & Cummins, 2007; Kannan, 2016). Las

exotoxinas estan presentes en patogénesis y procesos diarreicos (Kannan, 2016).

La bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento
y se le considera un microorganismo de flora normal. Se considera patégena cuando
causa infecciones en el humano como sintomatologia y diarrea (Manning, 2010).

Sobrevive por comensalismo en situaciones especificas (Curtis & Cummins, 2007).

El tratamiento implica el uso de antimicrobianos como fosfomicina, nitrofurantoina

y ampicilina (Jochmans et al., 2017). En la actualidad no hay tratamientos efectivos que
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mitiguen la infeccién, Unicamente alivian los sintomas y limitan posibles complicaciones
(Kannan, 2016). Las recomendaciones consisten en evitar tomar medicamentes
antidiarreicos, realizar reposo e hidratacion (Barrett & Fhogartaigh, 2017). La diarrea
ademas de eliminar toxinas del cuerpo, genera en el desequilibrio electrolitico por lo que
es necesario el consumo de probiéticos que reestablezcan las condiciones (Klaenhammer

et al., 2005).

Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa con forma de bacilos
rectos o ligeramente curvos; aerobios estrictos; tienen movilidad por la presencia de uno
o dos flagelos polares; su temperatura éptima es de 42 °C (Koneman & Allen, 2006). Su
tamarnio aproximado es de 0.5 x 2.5 um (Samadpour, 2001). La presencia de esta bacteria
genera un olor caracteristico similar al frutal de uvas o tortillas de maiz (Alhazmi, 2015;
Koneman & Allen, 2006). Esta presente en ambientes de suelo, agua de consumo y agua
superficial (Samadpour, 2001). Cambios fenotipicos permiten su adaptacién de
ambientes mucoide a no mucoide, por secrecidn de exopolisacaridos (Heimesaat et al.,

2019).

Es un patdgeno oportunista capaz de infectar a los humanos con defensas
naturales comprometidas y causar enfermedad pulmonar severa (Gellatly & Hancock,
2013). El 95% de casos hospitalarios presenta P. aeruginosa (Koneman & Allen, 2006).
Este tipo de patdgenos estd asociados con las infecciones nosocomiales (Alhazmi,
2015). Tiene un vasto arsenal de factores de patogenicidad que se utilizan para interferir
con las defensas del huésped (Gellatly & Hancock, 2013).La patogénesis en P.
aeruginosa facilita la adhesion, modula o interrumpe las vias de la célula huésped y

apunta a la matriz extracelular.
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P. aeruginosa es intrinsecamente resistente a una gran cantidad de antibiéticos
(Samadpour, 2001). Para tratamientos a base de carboxipenicilina, ureidopenicilina,
cefalosporinas, carbapenémicos y aminoglucésidos el espectro de eficiencia es deficiente
(Koneman & Allen, 2006). La mayoria de cepas de P. aeruginosa son resistentes a la
ampicilina, cefuroxina y cefotaxima (Monar et al.,, 2014). Esta bacteria es capaz de
colonizar desinfectantes, como el amonio cuaternario, acumulaciones de agua Yy

elementos del ambiente (Samadpour, 2001).

La potente respuesta inflamatoria durante el proceso infeccioso genera el mayor
namero de muertes en pacientes inmunocomprometidos por consumo de drogas o
terapias (Alhazmi, 2015; Samadpour, 2001). El agua es el principal agente de
contaminacién en los ambientes hospitalarios (Samadpour, 2001). El tratamiento de
infecciones persistentes se ve obstaculizado por la resistencia adaptativa, debido al

estado de crecimiento de la bacteria en el paciente (Heimesaat et al., 2019)

Se contempla el uso de probidticos como una alternativa para contrarrestar la
resistencia de enteropatdgenas de forma auténoma desde el microorganismo

potencializando la flora microbiana (Becerra & Villegas, 2007).

Tabla 1.

Resumen reacciones bioguimicas de E. coli, S. aureus y P. aeruginosa

Prueba S. aureus E. coli P. aeruginosa
Catalasa +
Oxidasa - - +
Indol - + )
Hidrolisis de urea + - +
Lipolitico +

Nota. Tomado de Essentials of Microbiology for Nurses
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Antibiéticos

Los antibiéticos o0 medicamentos antimicrobianos son moléculas biolégicas activas
contra organismos patégenos (Bibek & Arun, 2008). El origen de estas moléculas puede
ser de tipo natural, derivados parcialmente sintéticos y componentes quimicos
sintetizados (Gualerzi et al., 2014). EI mecanismo de accién busca inhibir la sintesis de
proteinas, la replicacion de DNA vy la lisis de la pared celular (Camarena & Sanchez,
2017). El tratamiento mas exitoso de terapia quimica aplicada en el siglo pasado son los

antibioticos (Gualerzi et al., 2014).

La terapia quimica antimicrobiana considera la eficiencia del agente
antimicrobiano, estableciendo tres categorias: efectivo, posiblemente efectivo y no
efectivo (Farthing & Ballinger, 2001). El suministro de antibiéticos depende del tipo de
infeccién y eventos diarreicos. Los antibidticos disminuyen la duracién de la diarrea
(Montoro, 2019). La terapia estandarizada provee tetraciclina durante tres dias,
doxiciclina, norfloxacina y ciprofloxacina como alternativas efectivas (Farthing & Ballinger,

2001).

La bacteria mas frecuente que se busca eliminar es E. coli con un amplio espectro
de antibidticos eficientes, aunque la creciente resistencia a trimetroprim —
sulfamethoxazol y ampicilina hace que estos terapéuticos sean menos adecuados
(Basualdo et al., 1996). En la actualidad se prescribe quinolona con dosis estandarizada
de 3 a 5 dias, reduce la duracion y severidad de enfermedad al menos en un 50%
(Farthing & Ballinger, 2001). La dosificacion Unica individual es necesaria para limitar
procesos de resistencia microbiana (Farthing & Ballinger, 2001). La distribucion de los
antibiéticos es importante para limitar la resistencia 0 consumo excesivo para si reducir

la seleccion de bacterias resistentes (Riveros & Ochoa, 2001).
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El uso de antibiéticos es indeseable ante enfermedades autolimitadas de tipo leve
o moderada (Farthing & Ballinger, 2001). La preocupacion de la resistencia microbiana a
los antibidticos aumenta (Gualerzi et al.,, 2014; Riveros & Ochoa, 2001). El uso
indiscriminado y sin prescripcibn médica ha desencadenado una serie de reacciones
adversas en la salud humana, problematica de interés mundial, la disponibilidad de
antibioticos para estos padecimientos sera nula. El uso de probiéticos es considerada una

alternativa de tratamiento para el fortalecimiento de la microbiota endégena.

Probioticos

La OMS define probidticos como “microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren al huésped un beneficio para la salud”.
La mayor parte de probiéticos pertenecen a las bacterias productoras de &cido lactico
BAL (Hernandez, 2010). Microorganismos benéficos a partir de productos fermentados
(Hernandez, 2003). Las bacterias lacticas representan las cepas fermentadoras mas
eficientes (J. M. Rodriguez, 2006). La funcién de los probidticos se agrupan en tres
categorias: metabdlicas, tréficas y protectoras (Ramos et al., 2013). Las bacterias mas
utilizadas pertenecen a grupos como Lactobacillus y Bifidobacterium, ademas de

levaduras como Saccharomyces boulardii (Kareb et al., 2018).

Es dificil precisar las caracteristicas ambicionadas por los probiéticos debido a la
incertidumbre de los constituyentes de la microbiota intestinal que contribuyen al equilibrio
microbiano del hospedador (J. M. Rodriguez, 2006). Sin embargo se busca la ausencia
de toxicidad o patogenicidad, supervivencia a lo largo del sistema gastrointestinal,
colonizaciéon de mucosas, produccion de sustancias antimicrobianas, capacidad industrial
y el efecto clinico demostrado (Hernandez, 2010; Monar et al., 2014; J. M. Rodriguez,
2006). Los requisitos indispensables para este tipo de cepas son: conservar su viabilidad

en condiciones asociadas a la formulacién de alimentos, tolerancia a extrema acidez en
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su paso por el estbmago y elevada velocidad de colonizacidbn en relacién a otros

microorganismos presentes (Hernandez, 2003).

Este tipo de microorganismos predomina en los primeros meses de vida y
contribuye a la maduracion inmunoldgica y fisiolégica del sistema gastrointestinal (J. M.
Rodriguez, 2006). Forman parte de la dieta del ser humano por el consumo de productos
fermentados saludables (J. M. Rodriguez, 2006). El expendio de este tipo de productos
se ha generado en farmacias y supermercados (Ramos et al.,, 2013). La industria
alimenticia y farmacéutica dispone en presentaciones de polvo que al momento de la
ingesta se reconstituye en agua (Hernandez, 2003; Ramos et al., 2013). La dosis contiene
un namero de células viables 6ptimas para producir el efecto favorable sobre la salud del
consumidor (Ramos et al., 2013). Los probi6ticos generalmente se inoculan a

concentraciones superiores de 10’ UFC/ml (Hernandez, 2003).

Los beneficios del consumo de probidticos se ven reflejados en procesos de
intolerancia a la lactosa, prevenciéon de procesos diarreicos asociados a bacterias
patégenas, cancer y respuesta inmunoldgica (Hernandez, 2010). La intolerancia a la
lactosa limita el consumo de productos lacticos y a su vez genera deficiencia en
determinados nutrientes como el calcio (J. Sanchez et al., 2004). El uso de probidticos en
presencia de diarrea busca reestablecer la microbiota normal posterior a terapia con
antibioticos (Hidalgo et al., 2017). En procesos cancerigenos el consumo de estos
microorganismos limita la aparicibn mediante la reduccion de niveles de sustancias
cancerigenas (Dalla Pria & Bower, 2018). El sistema inmunolégico a partir de la respuesta
natural killer y produccion de anticuerpos previene la aparicion de alergias (Houck, 2017).
La prescripcién de este tipo de productos también se considera en el tratamiento
preventivo de enterocolitis necrosante y la sepsis en bebés prematuros, ademas en

procesos de cdlico infantil, padecimiento periodontal y colitis ulcerosa (NIH, 2019).
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Su mecanismos de accién busca inhibir la colonizacion de patdégenos mediante el
efecto barrera, limita la propagacion excesiva de microorganismos oportunistas
(Hernandez, 2003; J. M. Rodriguez, 2006). Los microorganismos compiten por sitios de
unidn a superficies epiteliales y nutrientes, ademas de la produccién de inhibidores

microbianos como &cido organicos y peroxido de hidrégeno (J. M. Rodriguez, 2006).

A escala industrial estas cepas deben conservar su viabilidad durante el proceso
de almacenamiento ya sea por refrigeracién o congelacion (Ramos et al., 2013). Caso
contrario el efecto benéfico se ve inhabilitado por la muerte o lesion de los
microorganismos. La produccion en masa se realiza en funcién a su metabolismos y
condiciones de crecimiento 6ptimas (Ramos et al., 2013). Se considera las propiedades
morfoldgicas y bioquimicas especificas de cada cepa para determinar el perfil fisiologico

(Hernandez, 2003).

Identificacion de bacterias

La identificacion de bacterias permite el aislamiento de microorganismos, ademas
de proporcionar informacién sobre la sensibilidad a antimicrobianos y desarrollar
marcadores epidemioldgicos (Olmos et al., 2010). El andlisis contempla caracteristicas
morfoldgicas a nivel macroscopico y microscopico (Murray et al., 2007). La observacién
macroscoépica del cultivo de las colonias identifica particularidades como: color, olor,
tamafio y las propiedades de cada medio (Murray et al., 2007). A nivel microscépico la
mayoria de algoritmos de identificacion definen de forma preliminar la capacidad retentiva
en tincion Gram y la forma de la célula (Tortora et al., 2007). El andlisis de la morfologia
de la colonia se utiliza como caracterizacion provisional y de seleccion de técnicas de

mayor especificidad (Murray et al., 2007).
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El uso de pruebas bioquimicas y metabdlicas permite la determinacion de una
especie de microorganismos de forma confiable (Olmos et al., 2010). Para definir si un
microorganismo pertenece o no a un género en comuan se utiliza el biotipado; en el caso
de la presencia de antigenos en bacterias, el analisis de los anticuerpos se realiza
mediante serotipado (Murray et al., 2007; Tértora et al., 2007). Las pruebas de serotipado
se aplican cuando las bacterias son inertes frente al uso de pruebas bioquimicas (Tortora
et al., 2007). El proceso de identificacion requiere de la experiencia del microbiélogo al
momento de elegir una prueba o conjunto de pruebas aplicables de forma secuencial

(Olmos et al., 2010).

La identificacibn de bacterias tradicional se realiza en tres niveles de

procesamiento:

ePrimer nivel: Se realiza un analisis a nivel macro y microscopico (Murray et
al., 2007). A nivel microscdpico se dispone de estrategias como tincion Gram u
otras alternativas, crecimiento en diferentes condiciones de incubacion,
crecimiento en medios de cultivo y pruebas de crecimiento como oxidasa y
catalasa (Olmos et al., 2010). El primer paso busca situar a las bacterias dentro
de los grupos principales.

eSegundo nivel: Busca definir la probable identidad de la cepa apoyado de
pruebas como: Oxidacion-fermentacion, fermentacion de azucares, producciéon de
esporas, tipo de crecimiento y movilidad (Olmos et al., 2010). El segundo paso
busca especificar el género al que pertenece el microorganismo, basado en las
caracteristicas y experiencia del investigador (Tértora et al., 2007).

eTercer nivel: Busca definir la especie del aislado a partir de la aplicacion de

pruebas mas especificas de tipo comercial (Olmos et al., 2010). Los resultados
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son comparados con pruebas estandarizadas (Murray et al., 2007). Errores en la

identificacion son consecuencia del primer y segundo paso.

El aislamiento de bacterias se realiza a partir de cultivos primarios de diferentes
muestras de analisis (Montville et al., 2003). A partir del subcultivo o siembra por
agotamiento se obtiene colonias puras (Bowen et al., 2015). La aplicacién de pruebas de
identificacion se realizan posterior al aislamiento de microorganismos (Olmos et al.,
2010). Es importante la seleccién del medio de cultivo en funcién a los requerimientos del

microorganismo.

La aplicacion de pruebas bioquimicas se realiza en cultivos puros obtenidos a
partir de cultivos primarios. EI medio de cultivo permite la multiplicacion de los
microorganismos tras un proceso de incubacion y transcurrido no menos de 24 horas se
observara su crecimiento (Olmos et al., 2010). La seleccion del medio de cultivo debe

considerar las requerimientos nutricionales de la bacteria (Muller, 1964).

Medios de cultivo

Los medios de cultivo segun su capacidad de crecimiento se definen en basicos,
enriquecidos, selectivos y diferenciales (Olmos et al., 2010). Los medios basicos permiten
el crecimiento de la mayoria de microorganismos, generalmente se utilizan en la siembra
primaria (Tortora et al., 2007). Los medios de mayor uso para el aislamiento son Agar
Nutriente AN, Potato Dextrose Agar PDA y Agar Sabouraud (Montville et al., 2003). Los
medios enriquecidos son utilizados para la recuperacién de bacterias con requerimientos
nutricionales exigentes (Olmos et al., 2010). Para el aislamiento a partir de un consorcio
de microorganismos se utiliza los medios selectivos (Tortora et al.,, 2007). La
diferenciacion entre los diferentes grupos bacterianos requiere de medios diferenciales

(Hernandez, 2003). La deteccidon de sustancias cromogénicas como enzimas presentes
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en los microorganismos se realiza a partir de medios cromogénicos (Basualdo et al.,

1996).

El aislamiento de BAL se lo realiza a partir de cultivos primarios de productos
fermentados (Bergey, 1994). El medio de cultivo apropiado fue desarrollado por Man,
Rogosa y Sharpe MRS que permite el aislamiento de lactobacilos y bacterias 4cido
lacticas (Benaissa et al., 2017). Los requerimientos nutricionales para este tipo de
bacterias son: aminodcidos, péptidos, vitaminas, sales, acidos grasos y carbohidratos
fermentables (Olmos et al., 2010). La inoculacién se la realiza de forma directa a partir de
la muestra de andlisis y con posterior proceso de estriado (Tortora et al., 2007). La

temperatura 6ptima de incubacién es de 35 a 37 °C por 24 horas (Bergey, 1994).

Prueba Oxidasa

La prueba oxidasa busca determinar la presencia de la enzima oxidasa; la mayoria
de las bacterias Gram positivas son oxidasa negativa (MacFaddin, 2003). La reaccion de
la prueba de oxidasa se realiza en funcién de la produccién de la enzima oxidasa
intracelular mediante un sistema de citocromo oxidasa, que activa la oxidacion del
citocromo reducido por el oxigeno molecular, a su vez el oxigeno actla como el aceptor
final de electrones, se obtiene como producto de esta reaccion agua y peréxido de
hidrogeno (Basualdo et al., 1996; MacFaddin, 2003). El sistema citocromo oxidasa esta
presente en bacterias aerobias, anaerobias facultativas y en algunas microaerdfilas
(MacFaddin, 2003; Olmos et al., 2010). La reaccion oxidasa positiva es limitada para

microorganismos aerobios capaces de producir la enzima catalasa (Olmos et al., 2010).

Prueba Catalasa

La prueba catalasa permite determinar la presencia de la enzima catalasa

(MacFaddin, 2003). La bioquimica de esta prueba consiste en la union del oxigeno y las



51

oxidasas presentes con proteinas asociadas a hierro y azufre o las flavoproteinas en
estado reducido, se generan dos productos: el peroxido de hidrogeno y el radical
superoxido (Motta & Gomes, 2015). Los microorganismos que sintetizan catalasa
hidrolizan el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso liberandolo en forma de
burbujas (Olmos et al., 2010). En bacterias que presentan citocromo como anaerobias
facultativas y aerobias esta presente la enzima catalasa, mientras en los anaerobios
obligados esta ausente. Bacterias productoras de acido lactico aerotolerantes carecen de

una verdadera catalasa (MacFaddin, 2003).

Difusion en disco

La difusion en disco es un método para medir la actividad antibacteriana
(Pomasqui Benavides, 2013). Consiste en preparar placas con agar y la bacteria de
estudio, posteriormente se inocula la cantidad establecida de la sustancia (Camarena &
Sanchez, 2017). Define la relacién entre la concentracion de compuesto necesaria para
inhibir el crecimiento de la bacteria de estudio (T6rtora et al., 2007). Se produce un halo
de inhibicién en la placa de agar. Los resultados son altamente reproducibles (Castro,

2017; Olmos et al., 2010).
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Capitulo 1l

Metodologia

Las muestras estuvieron conformadas por dos chichas de maiz procedente de la
provincia de Pichincha, canton Rumifiahui parroquia Fajardo y parroquia Amaguafa. Se
aplicaron los siguientes procedimientos:

Andlisis fisico - quimico.

Las muestras fueron llevadas en condiciones ambientales al laboratorio. Se

analizaron los siguientes parametros: grado alcohdlico, contenido de azucar y pH.
Aislamiento de microorganismos
Se utilizaron medios selectivos de crecimiento detallados a continuacion.

Tabla 2.

Condiciones de incubacién y medios de cultivo selectivos

Medio de cultivo

Microorganismos o Temperatura Tiempo
Condiciones

Mohos y levaduras  Agar PDA 25°C 3 abdias

Bacterias acido

o Agar MRS 37° C 24 a 48 horas

lacticas BAL

Hongos Agar Sabouraud 37° C 24 a 48 horas

Nota. Tomado de Diversidad microbiana asociada a la chicha de arroz: una bebida

tradicional de Bolivar — Ecuador

Aislamiento directo de bacterias lacticas.

Se aislaron bacterias a partir de muestras de chicha de maiz de coccién artesanal,
ensayo por duplicado, para lo cual se tomo un hisopo para cultivo primario y palillo para
siembra por agotamiento en agar MRS (de Man-Rogosa-Sharpe), se incub6 por 72 horas

a 37°C en condiciones aerobias.
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Se seleccionaron al azar colonias representativas en términos de morfologias y se
purificaron por subcultura en el mismo medio. Siembra por agotamiento.
Identificacion de levaduras acido lacticas.

Para el aislamiento de levaduras se sembré en agar Sabouraud, se realizd
siembra por agotamiento, esto fue realizado por duplicado. Las cajas Petri fueron

incubadas por 48 horas a temperatura ambiente (37°C).

Identificacion de bacterias lacticas.

Se aprecid las caracteristicas macroscopicas por observacion directa y
caracteristicas microscépicas mediante tincion Gram, a partir del cepario en agar MRS
(de Man-Rogosa-Sharpe).

Caracterizacion morfolégica (macroscOpicay microscopica)

Tras el periodo de incubacién se identifico la morfologia macroscopica de las
colonias formadas, se selecciond las que presentaron apariencia redondeada y en forma
regular, bordes definidos y blancas o blanco-amarillentas, estas cepas fueron observadas
posterior a una tincibn Gram, el criterio de seleccion se basd en caracteristicas
morfologicas tipicas de microorganismos fermentadores de acido lactico (Bedon &

Quintana, 2018).

Reactivacion de cepas

Para el caso de las cepas de interés se utiliz6 medios Agar MacConkey (MKL) y
Agar Manitol. Para Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa se utiliz6 MKL mientras
gue para Staphylococcus aureus Agar Manitol. Se incub6 por 72 horas en condiciones

ambientales.
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Pruebas oxidasay catalasa
Para la prueba catalasa se utilizé, agua oxigenada de origen comercial, se colocé
una gota de perdxido de hidrogeno al 3% sobre un portaobjetos con ayuda de una pipeta

Pasteur, se suspendié la bacteria BAL 1y BAL2, se observo la formacion de burbujas.

La prueba oxidasa utiliz6 el kit OxiStrips ™, se coloc6 una tirilla sobre una caja
Petri, se humedeci6 ligeramente con agua destilada y posteriormente se suspendié la

bacteria BAL 1 y BAL 2, se observo la reaccion.

Densidad Celular
La densidad celular fue medida por conteo celular mediante la cadmara de

Neubauer y comparacion con escala McFarland.

Actividad antimicrobiana

Los cultivos BAL fueron cultivados anaerébicamente a 37 °C durante 24 h en
medio de MRS, se centrifugaron para obtener sobrenadante de cultivo sin células (CFCS).

La actividad antimicrobiana fue demostrada por un ensayo de agar difusién. Se
dispensé medio TSA en cada placa Petri de 90 mm de diametro, se coloc6 100 uL de la
cepa objetivo de manera uniforme y se cultivé durante 24 horas. Pozos de 9 mm de
diametro fueron perforados con un tubo de metal estéril o sacabocados.

Posterior al cumplimiento de incubacion se rellen6 los pozos con 100 pL del
sobrenadante de las cepas aisladas con una densidad celular de 10° o 10° (UFC/mL).
Las placas fueron incubadas inicialmente a 4 °C durante 2 h para hacer una predifusion
de las cepas. Posteriormente se subio la temperatura a 37 °C. El diametro de la zona de

inhibicion se midié después de 12 a 15 horas de incubacion.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se desarrollaria por andlisis de varianza (ANOVA)
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Andlisis de resultados
Los resultados serian estudiados en la plataforma estadistica Info Stat.
Interpretacion

La interpretacion de los resultados servirian para determinar la eficiencia de

inhibicion ante la presencia de bacterias y levaduras acido lacticas.

Hipotesis de investigacion
Hy:Los bacterias acido lacticos aisladas en chichas de Quito tienen mayor o igual
inhibicion sobre las bacterias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y

Staphylococcus aureus que las levaduras acido lacticas.

H;: Los bacterias acido lacticos aisladas en chichas de Quito tienen menor inhibicion
sobre las bacterias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus

aureus que las levaduras acido lacticas.
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Capitulo IV

Resultados

Evaluacién fisico quimica

Las muestras de chicha de maiz, M1 para la muestra recolectada en la parroquia
de Amaguaina y M2 para la parroquia de Fajardo, M1 tuvo 0°GL, 3.40 de pH a 23.3°C y
1.050 SG a 12.2% mientras M2 presentd 10°GL, 3.55 de pH a 23.4°Cy 1.017 SG a 4.2%.

El tiempo de fermentacion para M1 es menor en relacién al de la muestra M2.

Evaluacién organoléptica.
Las caracteristicas organolépticas de las muestras de chicha se resumen en la

siguiente en la siguiente tabla.

Tabla 3.

Caracteristicas organolépticas de muestras de chicha de maiz

Caracteristica Muestra 1 Muestra 2
Olor Dulce Acido

Color Amarillo oscuro Amarillo claro
Sabor Dulce Agridulce
Apariencia Viscosa Viscosa

Aislamiento de bacterias &cido lacticas.
Se aislaron un total de 2 bacterias &cido lactico con borde regular e irregular
redondeado, con leve elevacion, de color blanco intenso y blanco difuso como se muestra

en la Figura 2.
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Figura 1.

Caracteristicas macroscépicas en Agar MRS

Bacterias Acido Lactica M1, primera Bacterias Acido Lactica M1, segunda

siembra siembra

Bacterias Acido LActica M2, primera Bacterias Acido LActica M2, segunda

siembra siembra

Se reportd un recuentro microbiano de 1.32 + 0.32 log UFC/mL y 1.84 + 0.3 log

UFC/mL (Pazmifio et al., 2014). Para cada etapa fermentativa se reporté un carga
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microbiana de 7.66 + 0.13 log UFC/mL en el cultivo iniciador, 8.33 £ 0.12 log UFC/mL en

el transcurso de la fermentaciény 8.30 £ 0.12 log UFC/mL en la etapa final (Travez, 2014).

Figura 2.

Colonias desarrolladas en Agar MRS. A. Bal 1y B. Bal 2

Las colonias de levaduras fermentadoras de 4cido lactico morfol6égicamente son
de forma circular, convexa, opaca, color blanco y bordes enteros. Microscopicamente y
tincion Gram las células son globosas a elipsoidales grandes (Salazar, 2017). En agar
glucosado de Sabouraud (SDA) las colonias se presentan abombadas o planas, de
apariencia mantecosa, lisa o rugosa y de aroma dulce; se vuelven pastosas al envejecer

(Coronel, 2015).

Aislamiento de levaduras acido lacticas

Se aislaron e identificaron siete diferentes especies de levaduras acido lacticas en
el analisis microbioloégico de bebidas fermentadas (Castro, 2017). La presencia de
levaduras fue representativa en la fase de fermentacion; los recuentos en cada etapa
reportados son 5.82 £+ 0.13 log UFC/mL en la etapa inicial, 6.42 £ 0.25 log UFC/mL en la
etapa fermentativa y 0.81 + 0.02 log UFC/mL en la etapa final (Travez, 2014). El

recuento microbiano para levaduras acido lacticas fue 2.36 + 0.52 log UFC/mL (Pazmifio
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et al., 2014) La informacion reportada es recolectada de fuentes bibliograficas debido a

la suspension de actividades académicas.

Caracterizacion en términos morfolégicos

Las colonias seleccionadas fueron Gram positivas, no esporuladas, anaerobias

facultativas.
Figura 3.

Caracteristicas Microscopicas (100X)
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No existe presencia de levaduras. Durante el transcurso de la fermentacién las
concentraciones de etanol van aumentando, concentraciones superiores al 12% de etanol
produce la muertes de las levaduras (Pazmifio, 2013). Las bebidas alcohdlicas no
destiladas no superan el 20% de la concentracién de etanol (Vincent Vela et al., 2006).
Prueba Oxidasa y Catalasa

Las cepas aisladas presentaron reaccion negativa para la prueba Oxidasa y

Catalasa. No se evidencia formacién de burbujas ni cambio de color. Los bacilos catalasa
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negativos, Gram-positivos y en forma de varilla fueron considerados presuntos
microorganismos acido lacticos. Se seleccionaron y almacenaron tres o cuatro colonias

de cada cultura.

Actividad Antimicrobiana

Aislados de bacterias fermentadoras de acido lactico reportan un 97.32% de
inhibicion sobre Staphylococcus aureus con un halo de inhibicion promedio de 26 mm y
un 73.96% sobre E. coli con un halo de inhibicién promedio de 12 mm (Churqui, 2020).
En aislados a partir de chicha de Molle elaborada de forma artesanal en las provincias de
Huanta y Huamanga en PerQ se registra un diametro minimo resistente de 14 mm para
E. coliy 15 mm para S. aureus (J. Rodriguez & Garcia, 2017).

En el caso de aislados de productos latinoamericanos fermentados se reportar
una zona de inhibicion > 10 mm en relacion a E. coli (Alba, 2018). Las bacteriocina
producidas por el fermento de la chicha de jora analizadas en Abancay definen un valor
de inhibicién de crecimiento para S. aureus de 2.00 £ 0,41 mm (Huaman, 2011). Se
describe el mejor efecto bacteriostatico frente a E. coli con una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de 4 pl/mL (Larrea et al., 2007). EI CMI para Staphylococcus aureus es
de 1600 UA/mI (Huaman, 2011).

En aislamientos de alimentos fermentados elaborados de forma artesanal se
evidencia un 15% de actividad bactericida sobre Pseudomas sp, E. coli y S. aureus
(Pulido, 2013). Existe evidencia limitada acerca del halo de inhibicién a partir de productos
fermentados artesanales frente a Pseudomonas sp (S. Lindgren & Dobrogosz, 1990; L.
Sanchez & Tromps, 2014). El diametro de inhibicion oscila entre 20 y 21 mm para aislados
a partir quesos fermentados de produccion artesanal (Pulido, 2013). La actividad
bacteriana de cepas aisladas a partir de queso de elaboracién artesanal es de 72.7%

frente a Pseudomonas sp (L. Sanchez & Tromps, 2014).
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El diametro de inhibiciébn para E. coli y Staphylococcus aureus por parte de
levaduras &cido lacticas aisladas de alimentos tradicionales fue de 16 a20 mmy 12 a 16
mm respectivamente a las 48 horas de incubacion; el reencuentro de células viables de
las células Gram negativos oscilaban entre 2 y 2.3 unidades log mientras en las cepas
Gram positivos oscilaron entre 1.5 y 1.8 unidades log (Gddoa Al-sahlany et al., 2020)

Los resultados de esta investigacion no pudieron ser obtenidos por suspension de

actividades académicas asociadas a la pandemia del virus SARS-COVID-19.



62

Capitulo V

Discusion

El consumo de bebidas tradicionales es evidente en ciertos restaurantes y
mercados del Ecuador. La composicion y forma de elaboracién marca la diferencia al
momento de definir los diferentes tipos de bebidas fermentadas (Rivera, 2014). El analisis
microbiolégico asegura la calidad e inocuidad de la bebida para el consumo humano
(Pazmifio et al., 2014). La presencia o ausencia de coliformes son indicativos de que
existié contaminacion ya sea en la materia prima o en el proceso de elaboracién (Ortega
et al., 2008). La conservacion de las propiedades organolépticas esta asociada a la
presencia de Coliformes totales (Pazmifio, 2013). Aun cuando no se logré identificar la
presencia de coliformes la chicha cumple con las caracteristicas propias de este tipo de

bebidas.

Discusion de Propiedades Fisico Quimicas y Organolépticas.

Las caracteristicas organolépticas reportadas en la Tabla 4 concuerda con el
caracterizacion tipica reportada por Rojas, B. (2013) donde describe esta bebida de color
pardo oscuro o un color similar, con un aroma propio caracteristico de la bebida,
inconfundible y de sabor agridulce; sensacién ligera de gas producto de la fermentacion.
La fermentacion se presenta de forma tumultuosa del mosto, tornandose turbio y
espumoso por el CO2 (Rojas, 2013). La bebida generalmente es turbia y presenta
minimas cantidades de sedimento durante su conservacion (Ara Rojas et al., 2017). La
presencia de sedimentacion, indica que hubo precipitacion de los sélidos insolubles:
gomas, proteinas, levaduras, cuando la fermentacion ha terminado; debido a que las

proteinas reaccionan con los polifenoles presentes en la malta y de esta manera, da lugar
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a compuestos menos solubles, de alto peso molecular, que son principales causas del

enturbiamiento de la chicha de maiz (Ara Rojas et al., 2017; Fula, 2010).

Organolépticamente la chicha presenta sabor dulce, con ligera acidez, de bajo
grado alcohdlico, fluida consistencia, poca astringencia y aroma de malta fermentada
(Rojas, 2013). Durante el proceso de fermentacién producen el diéxido de carbono y
etanol, compuestos de vital importancia a lo que se denomina como “flavor”, es decir, el

aroma y el sabor (Ara Rojas et al., 2017).

El andlisis de los grados de alcohol indican el tiempo de fermentacion (Pazmifio
et al., 2014). El intervalo del grado alcohdlico obtenidos en esta investigacion es de 0° a
10° porcentaje similar a lo reportado por Liguori et al., (2015) donde menciona que el
contenido de alcohol es del 2 al 12% con tendencia a aumentar dejando reposar la bebida
durante algunas semanas 0 a su vez por la adicién de fuentes de azlcar (Rivera, 2014).
La cerveza al igual que la chicha se considera bebidas de bajas concentraciones de
alcohol por la similitud en el proceso de obtencién y elaboracion (Guaman, 2013). Seguln
la norma NTE-INEN 2262:2003, para la cerveza, determina un intervalo de 2 a 5 grados
de alcohol. Los valores para el grado alcohdlico de la chicha tienen relacién con la
concentracion de azlcares del maiz y la cantidad de azucares del mosto (Granadillo &

Rodriguez, 2014).

Los azUcares utilizados en la produccion de piruvato provienen del almidon
contenido en los granos de maiz y que es catabolizado por enzimas hidroliticas del grano,
durante las etapas de remojo y germinacion, hasta tener Gnicamente el azicar que sera
el sustrato para la fermentacion (Ara Rojas et al., 2017; Garrido et al., 2004; Sanchez-
Pérez et al., 2010). M, presenta menor cantidad de sélidos solubles en la bebida en
relacion de M;. Segun Rivera, L. (2014) los grados Brix pueden estar en un rango de 4 a

12. Aun cuando este porcentaje varia de una muestra a otra no superan la unidad. A



64

menor cantidad de solidos solubles en la bebida existe mayor fermentacién (Monar et al.,
2014). Los sistemas de fermentacion de las levaduras requieren de fuentes nutricionales

de carbono y glucosas (Rojas, 2013).

Los valores de pH para ambas muestras fluctian entre 3 y 4, acidez 0.4% (4cido
lactico). Barbosa, et al. (2018) reporta valores de pH semejantes a esta investigacion
cuando analizaba chicha de jora, de yuca y morocho; acorde con lo descrito por los
autores el pH de la chicha de jora se encontraba entre 2,62 y 4,14. Semejante a lo descrito
por Huaman (2011) donde detalla la disminucién de pH de 6.5 a 3.57 en su investigacion.
Rivera (2019) reporto una acidez de 0.2 — 5.1% en su trabajo de titulacion cuando
investigaba sobre la chicha de jora. Rivera, L. (2014) en su anlisis reportd un porcentaje
de acidez de 0.02 a 2%. Los valores de pH de un proceso de fermentacién son
importantes por su efecto sobre la levadura, el color, sabor y turbidez de la chicha de
maiz (Ara Rojas et al., 2017; Rojas, 2013). A niveles bajos de pH la actividad de las
levaduras disminuye. Segun investigaciones, el pH éptimo para el crecimiento de las
levaduras, en la fermentacién alcohdlica, oscila en el rango de 3 y 5 (Granadillo &
Rodriguez, 2014; Rojas, 2013; Ward, 1991). La fermentacion de la chicha de maiz es de
tres a seis dias, en base al mayor grado alcohdlico obtenido; pero para extender el periodo
de vida, se recomienda tres dias con un pH de 4 y un grado alcohélico de 2.0 (Guaman,

2013).

Estas colonias mostraron ser Gram positivas, no esporuladas, anaerobias
facultativas, oxidasa y catalasa negativa. Este resultado concuerda con lo descrito por
Rivera, L. (2014) donde menciona que las bacterias &cido lacticas aisladas fueron bacilos
Gram positivos. En el caso de Travez, J. (2014) realizé también la identificacion de
endosporas y las define como bacilos Gram positivos. Segun MacFaddin en el 2003 los

anaerobios estrictos ademas de no tolerar la presencia de oxigeno, tienen ausencia del
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sistema de citocromo oxidasa. Asi lo afirma Monar et al., en el 2014 en donde menciona
gue la mayoria de bacterias acidolacticas son aerotolerantes que presentan ausencia de
citrocromos y porfirinas, es decir catalasa y oxidasa negativa. Las especies de
Lactobacillus tienen ausencia de esta actividad enzimatica (MacFaddin, 2003). El sistema
citocromo oxidasa utiliza el oxigeno como aceptor final del hidrogeno produciendo
peréxido de hidrogeno y por medio de la catalasa elimina el peréxido de hidrogeno
acumulado, que es toxico para los microorganismos (MacFaddin, 2003). Para J. M.
Rodriguez en el 2006 la produccion de peréxido de hidrogeno es evidencia de la

produccion de inhibidores microbianos.

Discusion Aislamiento de Microorganismos

El andlisis microbiolégico de bebidas fermentadas incluye el aislamiento de
bacterias, hongos y otros microorganismos. Los recuentros microbianos de levaduras en
la etapa inicial son superiores a los de la etapa fermentativa. Las levaduras son
microorganismos que se desarrollan en medios con abundantes azucares, los mismos
gue utilizan este sustrato como fuente de energia (Rivera, 2014). Altos niveles de glucosa
puede inhibir el crecimiento de la levadura y la fermentacion como resultado de una
elevada presion osmética (Rojas, 2013). En la etapa inicial y fermentativa la poblacion de
levaduras es elevada por la baja concentracién de alcohol y acidos organicos (Rivera,
2014). La presencia en la etapa final de fermentacién es minima esto debido a que existen
especies de levaduras con alta resistencia al alcohol. Segun Verapinto (2009) la escasa
presencia de este tipo de microorganismos se debe a un grado alcohdlico alto, ya que a
partir de los 13°GL se convierte en una sustancia toxica inhibitoria de crecimiento. La
presencia de alcohol limita el consumo de azlcares alterando el pH del medio de

crecimiento (Rivera, 2014).
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La presencia de bacterias acido lacticas fue similar y elevada en las 3 etapas
fermentativas. El ser &acido tolerante permite su crecimiento en las primeras fases, viven
de forma natural en medios con pH altos y bajos con presencia de azucares. Segun
Rivera, L. (2014) reporta una concentraciones elevadas en la etapa fermentativa y final.
En el caso de las levaduras se reporta una diferencia de 0.5 Log UFC/mL entre la etapa
incial y fermentativa. La etapa inicial en donde existe variedad de azucares se producen
mayor numero de levaduras (Ajay & Sanjay, 2008). La presencia significativa de
levaduras en estas fases es directamente proporcional a la baja concentracién de
compuesto organicos y alcohol (Andrés Lopez-Arboleda et al., 2010). Al reportarse mayor
concentracion de bacterias acido lacticas en el recuento microbiano se le otorga la
responsabilidad de inhibicion de microorganismos indicadores de calidad, donde se

acepta la hip6tesis nula.

Discusion Actividad Antimicrobiana

Las BAL son utilizadas para el mejoramiento de sabor y textura, ademas del valor
nutricional que le agregan a los alimentos por sus efectos sobre la digestibilidad y la
bioconservacién de los mismos. A las BAL se les atribuye algunos beneficios para la salud
como la inhibicion de patégenos (Monar et al., 2014). La presencia de bacterias acido
lacticas fue diferente para cada una de las etapas de fermentacién siendo mas
significativa el recuento en la etapa de iniciacion (Travez, 2014). La presencia de este tipo
de microorganismos en cultivos iniciadores es debido a la tolerancia a pH bajos asi como

a medios ricos en azucares (Granadillo & Rodriguez, 2014; Medina, 2003).

Para la inhibicion se consideraron cepas de bacterias indicadoras Gram +y Gram
- (Carrasco et al., 2002). La actividad antimicrobiana es el resultado de la acumulacién de
los productos finales del proceso de fermentacién: &cidos orgéanicos y bacteriocinas, como

el acido lactico, peréxido de hidrogeno, didxido de carbono, etc. (Martin del Campo M et
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al., 2008; Monar et al., 2014). Las bacteriocinas son péptidos biol6gicamente activos. Las
bacterias acidolacticas estimulan el sistema inmune, aumentando el numero de
macrofagos, linfocitos, inmunoglobulina A (IgA), la produccién de interferon gammay la
producciéon de anticuerpos (Martin del Campo M et al., 2008). El efecto antagonico esta
asociado a la reduccion de pH en el medio por la produccién de acidos orgénicos (Jay,
1993; Martin del Campo M et al., 2008). Existen numerosas proteinas naturales
producidas por las BAL con diferentes espectros de inhibicion especificos.

Las bacteriocinas pueden inhibir bacterias indeseables especificas o inhibir el
crecimiento de microorganismos degradadores de alimentos o de patégenos (Martin del
Campo M et al., 2008). La inhibicion antimicrobiana se asocia a la acumulacion de
diferentes productos finales durante el proceso de fermentacién segun lo descrito por
Lindgren y Dobrogoz (1990). En la actualidad la FDA aprob6 el uso nisina como la Unica
bacteriocina (Martin del Campo M et al., 2008). El espectro de accién es reducido en el
caso de bacterias Gram +, en el caso de las Gram- existe una mayor eficiencia de
inhibicion.

Aun cuando no se pudo cumplir de forma experimental el proyecto por suspensiéon
de actividades por pandemia mundial se reportan resultados obtenidos por diferentes
investigaciones. Martin del Campo M et al., (2008) aislé 1962 cepas de 362 muestras de
queso “Munster” (francés), probando su capacidad antimicrobiana. Reporté la inhibicion
de las Gram + (Staphylococcus sp) y mas no las Gram — (Pseudomonas sp y E. coli). Los
factores de inhibicion antimicrobiana considerados en este estudio es la reduccién del pH
ajustado a 6.5 en todos los tratamientos, este se considera el mecanismo con mayor
eficiencia en relacion a la del peroxido de hidrogeno y la produccién de bacteriocinas. Aun
cuando se inhibié el peroxido de hidrogeno por presencia de catalasa no se evidencié
inhibicion de microorganismos indicadores indicado que el efecto inhibidor esta asociado

a bacteriocinas.
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Los resultados presentados coinciden en la inhibicibn de bacterias Gram +
Staphylococcus aureus mientras existe ausencia de inhibicién para el caso de Gram -. Se
corrobora la preferencia de las BAL por la inhibicién de bacterias Gram + (Klaenhammer,
1993; Martin del Campo M et al., 2008). En la mayoria de casos la inhibicién se origina
por la disminucion en el pH (Karakas-Sen & Karakas, 2018).

La actividad antimicrobiana para las levaduras depende de la presencia de
péptidos antibacterianos que reducen la viabilidad de cepas objetivo en funcién a la
concentracion y tiempo de exposicion; estos péptidos son estables en una amplia gama
de pH en relacion a las bacteriocinas (Gddoa Al-sahlany et al., 2020). El efecto de
inhibicion posterior a las 24 horas de incubacién fue elevado en el caso de cepas Gram-
negativas (Yildirim et al.,, 1999). La eficiencia inhibitoria depende de la reaccién
electrostatica de los péptidos bioactivos con la membrana de las células bacterianas y la
composicion interna celular (Gddoa Al-sahlany et al., 2020).

La presencia bacterias y levaduras &cido lacticas permite la inhibicion de
microorganismos indicadores patdgenos, analisis con muestras libres de bacterias acido
lactico no muestran efecto antagdénico, por lo que se les atribuye la capacidad de
adaptacion al medio y/o la presencia de diéxido de carbono limitando el desarrollo de
otras bacterias, hongos, etc (S. E. Lindgren & Dobrogosz, 1990). Los péptidos
antibacterianos actian en ambientes neutros y acidos generando proteccion contra una
amplia gama de microorganismos no deseados que se desarrollan en diversos
ambientes, alimentos contaminados y alterando su calidad (Gddoa Al-sahlany et al.,
2020).

Las expectativas de las bacterias acido lacticas recaen en las diversas aplicacion
en la industria alimenticia al ser consideradas como una alternativa de conservantes
biotecnoldgicos demandados por el productor y consumidor. Se convierten en una

alternativa industrial econémica con versatilidad de aplicacion en diversos procesos
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Capitulo VI

Marco administrativo

El proyecto de titulacidbn determinacion de la actividad antibacteriana de
microorganismos 4&cido lacticos aislados a partir chicha tradicional expendida en
mercados de Quito contra bacterias de: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus considera uso de laboratorio y obtencion de muestras en campo

asi como parametros técnicos, administrativos y financieros para su realizacion.

Factibilidad del Proyecto
Los recursos materiales, financieros, tecnolégicos y humanos fueron
considerados previamente con el fin de determinar la viabilidad del proyecto, se establecid

un orden prioritario con el objetivo de eliminar cualquier inconveniente a futuro.

Recurso Humano

Responsable de aportar con el conocimiento para el desarrollo del proyecto, se

detalla en la siguiente tabla.

Tabla 4.

Talento humano

Nombre Funcion

1 Lisseth Alejandra Cajas Toapanta  Investigador

2 Karina Ponce Loaiza Director del proyecto de titulacién




Recursos Materiales

El uso de todos los materiales a continuacion permitié el desarrollo del proyecto.
El uso de todos los materiales a continuacion permitié el desarrollo del proyecto. Los
equipos, materiales y reactivos seran provisto por los laboratorios de Biotecnologia del

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura de la Universidad de las Fuerzas

Armadas — ESPE.

Tabla 5.

Insumos, reactivos y equipos empleados en el desarrollo del proyecto de titulacion

Materiales

Reactivos

Equipos

Tubos de ensayo de 10 ml

Cajas Petri de vidrio

Asas microbiolégicas

Erlenmeyer de 250 mL
Agitadores magnéticos
Pisetas

Probetas

Gradillas

Cooler

Masking tape
Rotulador

Sacabocados estéril

Caldo MRS

Tincion Gram

Peroxido de hidrogeno
H>O,

Agar MRS

Balanza analitica

Plancha de calentamiento

con agitacion
Incubadora con agitacion

pH metro
Refrigerador
Autoclave
Vortex

Céamara aerobia

Camara aerobia
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Recursos Financieros

La inversion total para el desarrollo del proyecto se realizé por autofinanciamiento

de la investigadora, el costo asciende a un monto de 590.25 USD.

Reactivos.

Tabla 6.

Reactivos empleados en el desarrollo del proyecto de titulacion

Precio Unitario Precio Total

Reactivos Cantidad
$ $
Agar MRS 2009 70.00 24.00
Tincién Gram 10 mL 45.00 9.00
Peroxido de hidrogeno H20: 1mL 4.80 0.25
Total 33.25

Recursos Tecnologicos.

Enumerados en la siguiente tabla se presenta los recursos tecnoldgicos utilizados

durante el desarrollo de este proyecto.

Tabla 7.

Recursos Tecnolégicos

Numero Software Descripcion /Uso

1 Ofimatica Tabulacion y Escrito

2 Microsoft Office Escrito




Tabla 8.

Equipos Tecnolbgicos

Precio Unitario Precio Total

NUimero Software Cantidad
$ $

1 Balanza 30 dias 49.48 15

2 Autoclave 20 dias 535 160
Plancha de

3 calentamiento y 20 dias 250 120

agitacion

4 Incubadora 50 dias 620 150

5 Camara de flujo 10 dias 5980 100
Esterilizador

6 50 dias 38 12

electrénico

Total

557
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Conclusiones

Se aisl6 e identificé 2 cepas de bacterias acido lacticas procedentes de muestras
de chicha tradicional, las cuales son responsables de producir acido lactico,
reducir el pH y originar compuestas inhibitorios de crecimiento.

Se investigd y reporté 7 cepas de levaduras fermentadoras de &cido lactico
procedentes de muestras de chicha tradicional, las cuales son responsables de la
presencia de etanol y metabolitos que determinar las propiedades organolépticas
de las bebidas fermentadas.

Las muestras de chichas se encontraron dentro de los valores referenciales de
pH, grado alcohdlico, porcentaje de azlcar y grado de acidez.

Las bacterias acido lacticas inhibieron el crecimiento de Escherichia. coli,
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus por medio de pruebas
antagoénicas de difusién en disco.

Las levaduras fermentadoras de &cido lactico estuvieron presentes en las
primeras etapas de fermentacion, el grado alcohdlico inhibié su crecimiento e
incentivéd su destruccion.

Las bacterias acido lacticas tuvieron mayor eficiencia de inhibicién en relacién a

las levaduras.
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Recomendaciones

e Observar el crecimiento de los microrganismos en intervalos de 24 horas.
e Usar medios selectivos de crecimiento para el aislamiento de bacterias y

levaduras.
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