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jetivos

N .. Aislar y caracterizar bacterias a partir del suero de leche
ObJetWO General bovina, para la obtencion de bacteriocinas y su aplicacion como
agente antimicrobiano.

Objetivos Especificos

1 Caracterizar los parametros fisicoquimicos y microbiologicos del suero de leche
bovina previo al proceso de obtencién de bacteriocinas.

5 Evaluar dos tipos de suero del proceso de elaboracién de queso (Tradicional y
artesanal) en la generacidn de bacterias productoras de bacteriocinas.

produccién de bacteriocinas, a partir del suero de leche bovina.

* 3 Evaluar la cantidad de nitrdgeno, minerales y fuentes de carbono para la

4 Determinar la actividad antimicrobiana de los microorganismos obtenidos frente a
distintos patdgenos.
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. Hipdotesis |

Diseno AxBxC

HO: La concentracion de las diferentes !
fuentes de sustratos no intervienen en los:
parametros cinéticos en la fase de la
fermentacion para la obtencién de
bacteriocinas.

HO: La complementacion de diferentes
sustratos no interviene en los parametros

HO: El tiempo no interviene en los
establecidos en la fase de la

parametros establecidos en la fase de la
fermentacion para la obtencion de
bacteriocinas.

fermentacién para la obtencion de
bacteriocinas.

HI: El tiempo interviene en los
parametros establecidos en la fase de la
fermentacién para la obtencién de
bacteriocinas.

HI: La concentracion de las diferentes
fuentes de sustratos intervienen en los
parametros cinéticos en la fase de la
fermentacion para la obtencién de
bacteriocinas.

HI: La complementacion de los diferentes
sustratos intervienen en los parametros !
establecidos en la fase de la
fermentacién para la obtencion de
bacteriocinas.

Hipoétesis Factor A Hipotesis Factor B Hipétegis Factor C
(Fuentes de carbono y nitrégeno) (Concentracioén) (Tiempo)
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HO: El tipo de solucion no interviene en la
actividad antagodnica provocado por las
bacteriocinas obtenidas del proceso de
fermentacion del suero.

| HO: La actividad antagonica de las
' bacteriocinas no interviene en la
 inhibicion de los microorganismos
| patégenos.

.

i

HI: El tipo de solucion interviene en la
actividad antagodnica provocado por las
bacteriocinas obtenidas del proceso de
fermentacioén del suero.

' bacteriocinas interviene en la inhibicion
de los microorganismos patdégenos.

Hipétesis Factor A Hipétesis Factor B
(Solucioén) (microorganismo patégeno)
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Pais: Ecuador <
Provincia: Sto. Dgo. Tsachilas N
Ubicacion politica Canton: Santo Domingo A
Parroquia: Luz de América
Sector: Via Quevedo, Km 24 )
“1‘ AR
. BRALNAR
Zona de vida: Bosque humedo tropical 4 \ |
Altitud: 224 msnm N
Ubicacion ecolégica Temperatura media: 24,6 °C \
Precipitacion: 2860 mm ano \
Humedad relativa: 85 %
Heliofania: 680 horas luz ano
Suelos: Franco Arenoso

Latitud: 00° 24 36"

. ., . Longitud: 79°18 43"
Ubicacion geografica Altitud: 970 msnm




: Tipo de disefio :
I ANOVA con arreglo factorial AxBxC I
1 1
|

(2x2x3) con 12 tratamientos

Factores Niveles

Tipo de sustrato(A) A1: Melaza- Aloe Vera I
Repeticiones

1 |
| I
A2: Lactosa- Peptona 1 3 repeticiones, generando 36 |
! unidades experimentales. :

. o e e e e e e e e e e e e e e e -
Concentracién del B1:2%
sustrato(B) gy g TTTTTTTTmTEsSEmSESsss s "
B2: 5% : Analisis funcional :
C1: 0 horas : Prueba de significancia Tukey (p < 0,05)
________________________ ]
C2: 24 hora

: Variables a medir
C3:48 horas I pH, acidez, sélidos solubles (°Brix) y
: densidad 6ptica (Absorbancia)

Tiempo(C)




Tratamiento Interaccién Combinacion
T1 A1B1C1 Melaza-Aloe vera + 2% + Oh
T2 A1B1C2 Melaza-Aloe vera + 2% + 24h
T3 A1B1C3 Melaza-Aloe vera + 2% + 48h
T4 A1B2C1 Melaza-Aloe vera + 5% + Oh
T5 A1B2C2 Melaza-Aloe vera + 5% + 24h
T6 A1B2C3 Melaza-Aloe vera + 5% + 48h

Tratamiento Interaccién Combinacion
T7 A2B1C1 Lactosa-Peptona + 2% + Oh
T8 A2B1C2 Lactosa-Peptona + 2% + 24h
T9 A2B1C3 Lactosa-Peptona + 2% + 48h
T10 A2B2C1 Lactosa-Peptona + 5% + Oh
T A2B2C2 Lactosa-Peptona + 5% + 24h
T12 A2B2C3 Lactosa-Peptona + 5% + 48h

GESPE
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Factores

Niveles

Tipo de solucion (A)

A1: Bacteriocina de
Lactosa-peptona 2% (Sol.Lac-pep)

A2: Bacteriocina de Melaza-Aloe
vera 2% (Sol.Mel-Alo)

Tipo de microorganismo
patégeno (B)

B1: Monilla

B2: E.coli

Tipo de diseio
ANOVA con arreglo factorial AxB (2x2) con
4 tratamientos

| Repeticiones I
3 repeticiones, generando 12 |
unidades experimentales. |

Analisis funcional
Prueba de significancia Tukey (p < 0,05)

| Variables a medir |
| Diametro del halo de inhibicién




Tratamiento Interaccion Combinacion
T1 A1B1 Sol.Lac-pep + Monilla
T2 A1B2 Sol.Lac-pep + E. coli
T3 A2B1 Sol.Mel-Alo + Monilla
T4 A2B2 Sol.Mel-Alo + E. coli
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10S

Suero Industrial

Suero Artesanal




Parametros fisico quimicos




Parametros fisico quimicos

——————————————————————————————————

______________________________________

__________________________________




Parametros microbiologicos

Siembra 1 mL >

____________________

Mohos y levaduras: 21 °C por 72 h
Aerobios, BAL: 37 °C por 48 h

Salmonella y E. coli: 37 °C por 48 h

..........................
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Fermentacion

500 mL Suero




Aislamiento y caracterizacion

L)
1 6 S Humanizing Genomics

[RNA Ful macrogen

Sequencing

l— programas bioinformaticos




Establecimiento de la fermentacion

solidos solubles (°Brix)
densidad 6ptica (Absorbancia)

_____________



Solucion bacteriocina libre de células

bomba al vacio
kitasato




Obtencion de los microorganismos patogenos

Moniliophthora roreri (Monilla) Escherichia coli

recombinante y con : . Laboratorio de Biologia
resistencia a antibiodtico | i Molecular (ESPE-SD) :




Determinacion de la actividad antimicrobiana

_______ [

'\ Patégenos |
solucién salina — escala de McFarland (0,5) '

_____________________

i impregnaron de
' bacteriocina

el método de pozos

' 15 uL de la
' bacteriocina.

GESPE

..........................
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s y Discusiones
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Observacion fisicoquimicos del Suero de Leche bovino

Suero Industrial _ [Son suero acido debido a que su pH se }

encuentra en el rango de 5,5-4,8

pH 4,53 4,55
Paredes Montoya (2014) y Planells (2020)
Densidad 1,034 1,034 informan datos similares en densidad y
humedad.
Acidez 0,41 0,9
Ceniza 0.71% 0.7% INEN 2594:2011 determina el porcentaje de
0 o . proteina lactea (minimo 0,8%), grasa lactea
Al 0,3% 0,29% (maximo 0,3%), ceniza (maximo 0,7%) y la
% Humedad 91,975% 91,750% acidez titulable (minimo 0,35%)
% Proteina 1,182% 1,357%

I ———

NEEe | T



Aerobios Mohos y levaduras
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Suero Artesanal
Suero Industrial
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(2011) la cantidad de
aerobios mesodfilos se
encuentra dentro del rango
de hasta 1x10° UFC.mL™,
no de tener presencia de
Qalmonella y E. coli

/

La norma mexicana establece
que el limite maximo es de
2x10% UFC.mL", en mohos y

levaduras.

Deiana (1997) menciona
que el entorno o el lugar
donde se realizan este
proceso de obtencion del
lactosuero puede aumentar
el crecimiento.

(i\l
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Caracterizacion e identificacion de la bacteria acido lactica

La secuenciaciéon
realizada con el gen 16S
ribosomal determina que
nuestra bacteria es
Lactobacillus plantarum

Catalasa (-)
Oxidasa (-)
Lactobacillus plantarum AISLADA
Lactobacillus rhamnosus
/ \ Lactobacillus fomicalis
A pesar de contener hasta el 55% de
los nutrientes totales de la leche, ——— Lactobacillus acidophilus
incluyendo lactosa, proteinas y
lipidos, esenciales de las BAL ] Lactococcus cremoris
k(Sabrina Sabo, 2019) )

Salmonella enterica




Cinética de crecimiento

Acidez

0.030

0,028

0.026

0.024 0,023
" i 0,022 2
o 0022 .
o
£ o020

0.018

0,018

0,014

0,012

Melaza-Alos vera Lactosa-Peptosa
SUSTRATO

"Un incremento en la acidez titulable
puede denotar una acidificacion mas
pronunciada del entorno durante el
proceso de fermentacién (Castellano,
2011)

Es de suma importancia
considerar que la acidez
guarda una correlacion
intrinseca con el pH
(Heredia y Suarez,
2023)

/Proceso de sintesis\
reducida de acido
lactico en el matraz
Erlenmeyer o por no
existir regulacion en

el sistema

AT T

Tipos de Fuente de Carbono y nitrégeno (Factor A) 3\

NYECND S

/" Jurado & Jarrin (2015) resalta
que los entornos de cultivo
presentan una ligera acidez,
abarcando un rango de pH de
45a6.4

pH

(Castellano, 2011)

58

58

5.4

pH

5.0

48

48

4.4

4,935

pr—— a—

5,155

)

Melaza-Aloe vera

LactosaFeptosa

SUSTRATO
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Tipos de Fuente de Carbono y nitrégeno (Factor A)

Absorbancia Grados Brix
28 14
24 |
22| NS 7
20}
§ 2 =~ > cén 10
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12 a a8 -y I
10F a
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Melaza-Abe vera Lactosa-Feptosa Melaza-Alos vem Lactosa-Peptosa
SUSTRATO SUSTRATO

Briggith (2021) donde considera que el
mejor valor de absorbancia son los
resultados mas alto ya que presenta un
mejor crecimiento.

Benavides (2019) menciona que el
desarrollo de las bacterias introducidas
ocasiona una disminucion en los soélidos
solubles, ya que se consume los azucares

disueltos.

&ESPE




Hernandez-Monzén (2015) determina que la solucion de
melaza y aloe vera demuestra una fiabilidad sobresaliente

La Aloe vera tiene un potencial para fomentar el
desarrollo de bacterias probidticas, aportando
componentes nutricionales y vitaminas al igual que la
melaza (Pérez y Hernandez, 2015)

La combinacion de sabila y melaza es una alternativa nutritiva al

empleo en el fomento de lactobacilos, con su elevado contenido de | Melaza - Aloe vera
carbohidratos solubles, ‘ : S s

A . S

—_——_—
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pH

o ZF

50 4.975

—i

pa— =

2 5

CONCENTRACION (%)

Factor B (Diferentes concentraciones)

Las bacterias consumen los
carbohidratos presentes en la
fermentacion por lo que esto

permite el desarrollo de las

BAL (Briggith, 2021)

Aunque exista una variacion de
concentraciones los medios en
los que se cultivan mantienen
un pH ligeramente acido
(Jurado & Jarrin, 2015)

Grados Brix

~

Grados Brix

N
6 I 3R
g

CONCENTRACION (%)

Absorbancia

1.8875

Absorbanda

(8]

0.8

CONCENTRACION (%)

2

Castellano, Garcia, Astrudillo,
Lopez Galan, & Florez Pardo
(2011) afirma que la densidad
optica se sustenta en la
concentracion de la fuente de
carbono empleada

&ESPE




- O€rpa, 2023).

Factor B (Diferentes concentraciones)
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Acidez
0,030 / \
= — Contreras y
= colaboradores (2007)
2 discute la viabilidad de
‘ emplear
% 021 concentraciones de
< oo 50% y 75% (Vv/v) de
0.018 jugo de Aloe vera,
0.018 —L o combinadas con un 5%
0.014 . (p/v) de cualquiera de
0.012 - - ws dos suplementos /
CONCENTRACION (%) l 2% 1
La limitada concentraciéon del sustrato no - —

aporta una cantidad adecuada de nutrientes al
entorno para posibilitar el metabolismo del
acido lactico por parte de las bacterias (Viteri y

Usamos el caldo MRS como base, afnadiendo
mas nutrientes que le otorga este medio

®ESPE




Factor C (Tiempo)

Acidez pH
: Torres (2017), se demostrd que a
s = v medida que el microorganismo crece
it \ B 0 a lo largo del tiempo, se produce una
0.024 0:023) 5.4 reduccion en el pH
¥ 002 T l = 5.2 s,—z:a_s
S 0.02¢ = 4,959
ol R . j Briggith (2021) menciona que una
o0t . disminucién de los grados brix nos
oot l - AR indica las particularidades
0012 : - m - 5 2 m observadas en el proceso
TIEMPO (Horas) FIEMRO Foie) metabolico de los azucares
Absorbancia EEEE D solubles durante el metabolismo
26 14 de las bacterias acido lacticas.
24 - — X
22| looms 2R " —’7 Fajardo-Argoti Catalina (2021),
° T, ' £ menciona que durante las primeras 24
o I E horas de fermentacion, la bacteria
<14 l ° Laos & o3 experimenta una reproduccion sin
3 o] AN\ T restricciones derivadas de la
0.8

disponibilidad de nutrientes.

= e
o = ; = HESPE
TIEMPO (Horss) @/

TIEMPO (Horas)




Acidez

COMNCENTRACKON. 2%

Grupo E:
Melaza-Aloe vera+5%+24h (0.026)

Melaza-Aloe vera+5%+48h (0.025)
Lactosa-Peptona+5%+48h (0.028)

pH

» -IJ

Interaccion AXBXC (Tipo de sustrato, concentracion y tiempo)

\

/Pérez & Hernandez (2015)
evidencio que a medida que la

acidez aumentaba, la
viabilidad del microorganismo

Lactosa-Peptona+2%+48h (0.027)
: experimentaba un incremento.

Jurado & Jarrin, (2015), se
advierte que estos valores no
deben descender por debajo

de 4.5 ni superar 6.4

Melaza-Aloe vera+2%+24h (4.500)
Melaza-Aloe vera+5%+48h (4.505)
Lactosa-Peptona+5%+48h (4.523)
Lactosa-Peptona+2%+48h (4.470)

ﬁ_a disminucion del pH y el
aumento en la acidez total
durante la fermentacién se
atribuyen exclusivamente
a la produccion de acido
lactico (Pérez &
Hernandez, 2015)

/
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Interaccion AXBXC (Tipo de sustrato, concentracion y tiempo)

Grados brix

Grupo C:
Melaza-Aloe vera+2%+24h (5.20) 4
Melaza-Aloe vera+2%+48h (4.75) _, G

O

adan Brs

El descenso en esta propiedad después s P
de las primeras 24 horas es predecible, D F
especialmente porque los grados Brix . )
actuan como una medida indirecta de las . ]
fuentes de carbono siendo los mas .
consumidos en la fermentacion

(Benavides, 2019) TEwO. 24 e e Ve i




Interaccion AXBXC (Tipo de sustrato, concentracion y tiempo)

Absorbancia Gripo A"

Melaza-Aloe vera+2%+0h
Melaza-Aloe vera+2%+24h
24 Melaza-Aloe vera+5%+0h
—a Melaza-Aloe vera+5%+48h
| e Melaza-Aloe vera+5%+48h
= e Melaza-Aloe vera+2%+48h

En este periodo, ya se ha logrado un desarrollo

' significativo en la produccion de biomasa vy,
ademas, se ha observado un incremento en el
crecimiento de las bacterias involucradas en el

10 proceso (Castellano, Garcia, Astudillo, Lopez Galan,
_-e -e 2408 & Florez Pardo, 2011).

v D g, b
p !
L

CONCENTRACKON 2% CONCENTRACON 5%




Interacciéon AXBXC (Tipo de sustrato, concentraciéon y tiempo)

Analisis comparativo entre nuestras principales variables

Acidez pH Absorbancia Grados
Brix
N
Acidez 1,000000 -0,547766 -0,406631 0,304514 43
2
a
pH -0,547766 1,000000 0,371663 §
Absorbancia -0,406631 1,000000 -0,211591

Grados Brix  0,304514 0,371663 -0,211591 1,000000




Autovalores iniciales

% de varianza

Componente
Total
1. Acidez 1,746
2. pH 1,392
3. Absorbancia 0,697
4. Grados Brix 0,165

43,645

34,809

17,419

4,127

Autovalor

Grafico de sedimentacion

-_

2 3

Numero de componente

&ESPE




Actividad microbiana Tipo de Solucion (Factor A)

—_—
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~
2k No se han observado diferencias significativas,
debido a que Lactobacillus plantarum, exhiben
S .= una notable capacidad bacteriocinogénica (Kelly
Johana Fernandez Villa, 2014).
245 /
3 T ™
B 240 Muestra efectos inhibitorios frente a
> P bacterias como Escherichia coli y
& 23 Salmonella spp
g c/ J
g 230
225 = = Ragazzo-Sanchez JA (2009),
indica que la aplicacion de
220 ~ = bacteriocinas puede tener un
efecto positivo al reducir la
21 Lactosa-peptona Melaza-aloe vera presenCia de patégenos en
SOLUCION diversos productos alimentarios.
L ______________________________.. -

®ESPE



DIAMETRO DE INHIBICION

Tipo de Microorganismo (Factor B)

55 Los hongos y los probioticos
501 requieren de factores

45 ambientales diferentes y

40 condiciones nutricionales

35 (Ramirez, 2010)

Monilla E.coli
MICROORGANISMO

L plantarum tratada con diferentes
temperaturas, pH y enzimas, presenta un halo
de inhibicidn mayor (Gutierrez, Montoya, &
Ruiz, 2005).

. roreri (Monilla)

La accién bactericida de L
plantarum se debe a la
accion de los péptidos
(bacteriocinas) (Gutierrez,
Montoya, & Ruiz, 2005).
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Si hay diferencias significativas entre ambas
bacteriocinas con los dos diferentes sustratos.

Contreras, Dominguez, & Gonzalez,
(2007) obtuvieron halos de inhibicion de
4 a 4.5 mm debido a que el Aloe Vera
tiene capacidad bactericida y
bacteriostatica y elimina bacterias
inhibiendo su accion dainina, ademas de
que la melaza reemplaza a la glucosa.

5

<425
Bl <325
<225
B <125
Bl <025
Bl <-075

A

[Aloe Vera 50% y con 5% de }

glucosa frente a E coli

&ESPE
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Respecto a los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos del suero de leche

El suero industrial y artesanal cumplen con todos los parametros fisicos quimicos y microbiolégicos
descritos por el Instituto Ecuatoriano de Normalizacién INEN 2594: 2011, por lo tanto, ambos tipos de
sueros presentan caracteristicas optimas para la produccion de bacteriocinas, ya que no presentan

ningun tipo de dafno a la salud humana.
Respecto los dos tipos de suero del proceso de elaboracion de queso (industrial y artesanal)
Los dos tipos de suero no presentan diferencias, ya que se identificd a la misma bacteria productora que

fue Lactobacillus Plantarum, por lo que se concluye que ambos sueros son éptimos para la generacion de

bacterias productoras de bacteriocinas..

GESPE
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Respecto a la cantidad de nitrogeno, minerales y fuentes de carbono para la produccion de bacteriocinas

Se determind que el mejor tratamiento para el crecimiento éptimo de Lactobacillus plantarum para la obtencion de
bacteriocinas fue melaza-Aloe Vera al 2% durante 48 horas de fermentacién, esto debido a que los tres factores
(sustrato-concentracidén-tiempo) presentaron parametros como un pH bajo, una alta densidad o6ptica y un alto

contenido de acido lactico que son indicativos de buen crecimiento celular.

Respecto la actividad antimicrobiana de los microorganismos obtenidos frente a distintos patégenos.

Se determind el mejor tratamiento que demostré mejor actividad antimicrobiana fue el de melaza-aloe vera. El
microorganismo que presentd mayor inhibicion fue E. coli, por lo contrario, no se observo actividad antimicrobiana
frente al Hongo Moniliophthora roreri. La bacteriocina obtenida de L. plantarum presenta efecto antagonico frente

a E coli.

ARMADAS



e Usar cualquier tipo de suero: industrial o artesanal, ya que ambos presentan similares
caracteristicas y son éptimos para la produccién de bacteriocinas.

e Para el 6ptimo crecimiento de bacteriocinas de L. plantarum se recomienda usar el tratamiento
melaza-Aloe Vera al 2% durante 48 horas de fermentacion.

e Sise desea probar la actividad antimicrobiano de las bacteriocinas en bacterias, se recomienda usar
E coli, ya que la bacteriocina obtenida de L. plantarum presentd efecto antagénico frente a E coli.







