UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

ESTUDIO SOBRE LA RESISTENCIA TERMICA DE
WEISSELLA CONFUSA AISLADA DEL POZOL

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA
DIANA EVELYN GONZALEZ ESCARCEGA

ASESOR
DRA. MARIA DEL CARMEN WACHER RODARTE

Ciudad Universitaria, CDMX. Noviembre, 2018




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE: MARIA DEL CARMEN WACHER RODARTE
VOCAL: AURORA IRMA ORTEGON AVILA
SECRETARIO: ALEIDA MINA CETINA

ler. SUPLENTE: GENARO JIMENEZ REYES

2do. SUPLENTE: GLORIA DIAZ RUIZ

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA

Laboratorio 324 del Departamento de Alimentos y Biotecnologia, Edificio E,

Facultad de Quimica, Ciudad Universitaria.

ASESOR DEL TEMA

Dra. Maria del Carmen Wacher Rodarte

SUPERVISOR TECNICO

Dra. Gloria Diaz Ruiz

SUSTENTANTE

Gonzalez Escércega Diana Evelyn



RECONOCIMIENTO

Al programa PAPIIT de la UNAM por el apoyo econémico recibido por el proyecto
IN-223917 “Combinando la microbiologia y la bioquimica clasicas con las 6micas y

las biofisicas para entender la fermentacion del pozol”.



indice

Abreviaturas Y SIMBDOIOS ..........eeiiiiiiiiii s [
S 1= o PSSR i
] 0o [0 T o3 T o PSS 1
FN (= ToT o [T | (=PSSO UPPPPPRPUPPRR 3
Alimentos fermentados tradiCionales ... 4
POZON ... 5
Elaboracion del POZOI ...........iiiiii e 5
MiCrobiota del POZOL..........uuuuiiiiie e 8
Bacterias acido IACtICAS (BAL) ..uuuieiiiiiiiii e 9
WERISSEIIA ...t 10
ECOIOQIA .. 12
Cepas de Weissella asociadas con infecciones clinicas humanas ................ 13
0] 0 0] £57= Tox= 14 o [0 1 15
WeEISSElla CONTUSA ......uii i e e e e e eees 15
Resistencia térmica de bacterias acido [ACHCAS .......cooevveeeiiiiiiiiiiiiiiii e 16
Tiempo de reduccion decimal 0 valor D .........ccooooiiiiiiiii i 17
Proteinas de ChoQUE tEIMMICO ........uuuiiiiiieeee e 18
Proteinas ChaperONAS.........cccoiviiiiii et e e 20

[ ST SO 21

[ [T L0 L= 1] PP 22
ODJELIVO GENEIAL ...t 23
ODbJetiVOS PArtICUIAIES...... ... e e e 23
1Y/1=] 0 To (o] [ o | - PSSR 24
(Y250 =T [0 1 PRSPPI 28
CONCIUSIONES ...ttt e et e e e et et e e e e e e eba e e e e eaaan e e 43
o] (S 0= od 117 L 43
BIDIOGIafia . ..... e 44



Abreviaturas y Simbolos
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Acido ribonucleico mensajero
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Heat Shock Proteins/Proteinas de Choque Térmico
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Minuto
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Resumen
El pozol es una bebida refrescante que se produce en el sureste de México y que

se obtiene a partir de la fermentacion del nixtamal. Este es un proceso que involucra
el calentamiento del maiz en agua con cal para obtener los granos de nixtamal, los
cuales se muelen para obtener una masa. Con ésta se forman bolas, las cuales se
envuelven en hojas de platano y se dejan fermentar. Esta masa se suspende en
agua para obtener una bebida consumida por grupos indigenas y mestizos del
sureste de México. Es fermentada por una microbiota compleja, dentro de la cual
predominan, junto con Streptococcus infantarius ssp. infantarius, cepas del género
Weissella, que es también una bacteria lactica. La bacteria se encuentra
frecuentemente en la masa y se sabe que es capaz de resistir valores bajos de pH.
Se conoce que la fuente de contaminacion mas importante de la masa ocurre
durante la molienda del nixtamal. Es importante determinar la resistencia térmica
del microorganismo asi como su efecto en la resistencia a pH bajo. Se trabajo con
la cepas Weissella confusa L9 y Weissella confusa 3A aisladas del pozol. Se
determind hasta qué valores de temperatura son capaces de resistir y
posteriormente su valor D. Se us6 el método de cuenta en placa para cuantificar
sobrevivientes y determinar el valor D. La temperatura maxima que fue capaz de
resistir la cepa Weissella confusa L9 fue de 55°C, con un valor D de 8 miny la
temperatura maxima que present6 la cepa Weissella confusa 3A fue de 52°C con

un valor D de 7.2 min.



Introduccion
Al principio de su historia, el hombre fue némada, se dedicaba a recolectar

alimentos, cazaba animales, recogia productos vegetales y viajaba a otros lugares
donde sabia que podia obtener sus alimentos en ciertas épocas del afio. Luego

decidi6 establecerse en algun lugar determinado y se volvi6 sedentario.

Si bien esta transformacion de la vida ndmada de nuestros antepasados al
sedentarismo debié darse como un proceso lento, la adaptacion incluyé como un
elemento central el desarrollo de la agricultura; el cultivo de plantas y la
domesticacion y cuidado de animales. Derivado de estas dos actividades, que hoy
denominamos agricolas y pecuarias, seguramente surgié la necesidad de
almacenar los excedentes, es decir, de conservar los alimentos. Surgié también la
posibilidad de cocinarlos o prepararlos de formas variadas. Dentro de estas formas
quizés la mas sencilla fue el secado al sol y la mas compleja la fermentacion. Ambas
formas surgieron derivadas de la observacion y la experimentacién. Un alimento
gue conserva su humedad se descompone, pero si se seca exponiéndolo al sol se
conserva durante un tiempo prolongado. Asi se desarrollaron de manera empirica
diversos métodos de conservacion de alimentos. Uno de ellos es la fermentacion,
gue es un proceso complejo, ya que consiste en la transformacion del alimento (el
cereal, la fruta o, eventualmente, la leche) mediante la accién de microorganismos,
los cuales, al utilizar los componentes disponibles del alimento, pueden reproducirse
transformando el sabor, color, olor, textura e incluso el valor nutrimental del producto

en el que estan creciendo y fermentando (Wacher, 2014).

La microbiologia de la mayoria de estos productos a base de cereales es compleja
y no se conoce con detalle. El tipo de microbiota desarrollada en cada alimento
fermentado depende de la actividad de agua, del pH, de la concentracion de sal, la

temperatura y composicion de la matriz alimenticia (Blandino et al.; 2003).

La temperatura es uno de los principales factores que influyen en la viabilidad y
desarrollo de los microorganismos, al producir una gran variedad de cambios
estructurales y funcionales que pueden resultar en un descenso progresivo en el

namero de células viables o su muerte tras una exposicion prolongada a
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temperaturas por encima de la 6ptima. La termorresistencia de un microorganismo
esta determinada por su capacidad para soportar un tratamiento térmico. Algunos
factores que afectan la resistencia térmica de las bacterias son la fase de
crecimiento de células en estudio, el pH del medio, la concentracion de sales,
azucares, grasas; la disminucion del Aw y la combinacion con otros agentes como

la presion, congelacion y descongelacion.

El tiempo de reduccién decimal (valor D), es el tiempo necesario para destruir el
90% de la poblacion microbiana de un determinado microorganismo a una
temperatura dada, y se ha usado como modelo de inactivacion bacteriana, dado
que puede ser extrapolado a un proceso industrial (Lee and Kaletunc, 2002; Vasan
et al., 2013). Por ello, el determinar si las bacterias acido lacticas son capaces de
sobrevivir las temperaturas de pasteurizacion o mas altas, abre la posibilidad de
poder emplearlas en productos que involucren un tratamiento térmico. En el caso
especifico de los alimentos fermentados a base de nixtamal, que involucran la
molienda de los granos a temperaturas altas, es importante estudiar su resistencia
térmica, lo cual determinaria su capacidad de sobrevivir a este proceso y formar

parte de su microbiota.



Antecedentes
La fermentacion es uno de los métodos de conservacion mas antiguos empleados

en los alimentos alrededor del mundo. Los indigenas utilizaron la fermentacion
durante cientos de afios en la preparacion de diversos alimentos y bebidas (Battcock
y Azam-Ali, 1998). Las -culturas mesoamericanas desarrollaron productos
fermentados con el fin de mejorar la posibilidad de almacenamiento y/o diversificar
su gastronomia. Dentro de las bebidas tradicionales fermentadas mexicanas se
encuentran el pozol, el tesgtiino, el pulque, el colonche y el tepache (Ben Omar y
Ampe, 2000). La mayoria de estas fermentaciones son naturales, es decir, los
microorganismos que participan se encuentran naturalmente en el sustrato y por lo
general son microbiotas mixtas complejas. Los sustratos mas usados en México

para estas fermentaciones son los agaves y el maiz.

El maiz fue la base de la alimentacién de los pueblos mesoamericanos, para
guienes ademas tuvo un significado religioso, ya que se creia que los seres
humanos habian sido hechos de este grano. Actualmente, a partir del maiz se
preparan una gran variedad de platillos y dentro de estos se encuentran los
alimentos fermentados. La mayoria son bebidas lacticas aunque también se
elaboran alimentos sélidos y bebidas alcohdlicas. Dentro de los alimentos de maiz
producidos por fermentacion lactica, destacan las bebidas, como el pozol, chorote
y los atoles agrios, y dentro de las bebidas alcohdlicas el tesgiiino. Se usan como
sustrato el maiz, el maiz nixtamalizado, el maiz tierno y en ocasiones otros

ingredientes, como el cacao y la “hierba dulce” (Ben Omar y Ampe, 2000).



Alimentos fermentados tradicionales
Se estima que 25% de la dieta europea y 60% de la dieta de muchos paises en vias

de desarrollo esta compuesta por alimentos fermentados (Adebayo et al., 2013).

Sin embargo, es soélo durante las Ultimas décadas que se ha puesto en evidencia
gue la gran mayoria de los alimentos fermentados cuentan con una serie de
propiedades fundamentales para una dieta variada y equilibrada, esta es quiza una
de las razones por las cuales su preparacion y consumo se ha mantenido hasta
nuestros dias. En casi todos los casos, estos productos estdn fuertemente
arraigados a la cultura de las regiones en las que fueron desarrollados o adaptados;
en otros casos los alimentos se han beneficiado de los avances cientificos y
tecnoldgicos, como la cerveza, el vino o la produccion de yogurt; entre otros, el
proceso se mantiene con muy poca innovacion, tal es el caso del pozol o del pulque
en México (Wacher, 2014).

Los alimentos fermentados se definen como aquellos productos que han sido
sometidos al efecto de microorganismos y sus enzimas, que causan cambios
bioguimicos deseables. Son producidos en todo el mundo utilizando diferentes
técnicas de fabricacion, materias primas y microorganismos (Blandino et al., 2003).
Con cada alimento fermentado se asocia una microbiota unica (Kumar et al., 2012).
Los alimentos fermentados como el pan, el queso, la cerveza y el vino han sido
preparados y consumidos durante miles de afios. Estudios arqueolégicos han
demostrado el uso del proceso de fermentacion por culturas antiguas para la
elaboracién de productos alimenticios (Delwen, 1996a; Delwen 1996b; McGovern
et al., 2004; Barnard et al., 2010). En América Latina existen regiones en las cuales
los productos fermentados se siguen elaborando tradicionalmente usando equipos
muy sencillos. En mercados especializados en todo mundo, estos productos
fermentados son altamente apreciados y se consideran de calidad por sus

caracteristicas de sabor y por ser Unicos.

Los alimentos fermentados indigenas cuentan con cualidades sensoriales
especiales y algunos incluso poseen propiedades promotoras de la salud. Esto se
debe principalmente a la diversidad biologica de la microbiota presente en las



materias primas, como la contaminacién debida a los productores o a los
instrumentos usados para prepararlos. Estos microorganismos son depositos
genéticos importantes para la produccion de compuestos de importancia para
obtener las caracteristicas sensoriales esperadas, compuestos antimicrobianos,
compuestos que favorecen la salud del consumidor. Constituyen ademas un gran
potencial biotecnolégico que podria ser explotado, para beneficio sobre todo de

guienes han mantenido estos procesos desde épocas lejanas.

Muchos microorganismos han evolucionado en condiciones ambientales severas
para sobrevivir, mientras que otros lo han hecho para producir enzimas y
compuestos necesarios para su crecimiento en materias primas alimenticias. Es
esencial aislar y conservar la microbiota nativa que se encuentra en estos
productos, ya que constituyen especies microbianas importantes desde el punto de

vista tecnoldgico y su fisiologia es generalmente novedosa (Ray & Montet, 2015).

Pozol
Entre las bebidas y los alimentos fermentados autdctonos de México no alcohdlicos

de origen prehispénico el mas importante es el pozol. Es un alimento tradicional de
origen maya gue forma parte de la alimentacion basica de muchos grupos étnicos
del sur y el sureste de México: chontales, choles, mayas, lacandones, tzotziles o
chamulas, tzetzales, zoques, mames y zapotecos, junto con la poblacion mestiza.

El nombre pozol es de origen ndhuatl, pozolli, que quiere decir espumoso.

Elaboracion del pozol
La preparacion del pozol comprende varias etapas, pero es la fermentacion la mas

importante de todas ellas, debido a que ésta es la responsable de las caracteristicas
sensoriales del producto final, asi como el valor nutrimental del mismo y de su

potencial para ser conservado por varios dias.

Para la elaboracion del pozol son necesarias al menos ocho operaciones
importantes. En cada una de ellas, la carga microbiana se ve afectada de manera

crucial debido a la manera artesanal con que este producto es preparado.



El proceso de obtencion del pozol inicia con la limpieza del grano de maiz, lo que
comprende quitar la cascarilla, polvo, paja o cualquier otro agente extrafio.
Enseguida, los granos se cuecen utilizando agua del suministro municipal (agua de
la llave) con 1 a 3% de hidréxido de calcio durante 60 a 180 minutos para llevar a
cabo la nixtamalizacidn, la cual es un proceso que data desde la época prehispanica
y consiste en la lixiviacion del grano de maiz, produciendo asi importantes cambios
fisicos y quimicos en el mismo, resultando en una masa apta para elaborar diversos
productos, como tortillas, tamales y atole, entre otros. La nixtamalizacion incluye
también un efecto nutricional sobre el grano de maiz, mismo que se ve reflejado en
el incremento de su digestibilidad, mejoramiento en el balance isoleucina/leucina
(favoreciendo asi un mejor aprovechamiento de las proteinas) y la liberacion de

niacina (Camacho et al., 2007).

La coccion con hidréxido de calcio finaliza cuando se separa el hollejo del grano de
maiz; entonces se procede a lavar al nixtamal con agua de pozo, de rio o potable,
con el fin de eliminar la cal y el hollejo. Es importante que el lavado se realice antes
de las cuatro horas de haber empezado la coccién ya que, de no ser asi, el grano
de maiz se impregna de cal, adquiere una tonalidad verde-azulosa y el sabor del
pozol se vuelve picante (Cafas et al., 1993).

Segun el tipo de productor, la elaboracion del pozol pude llevar o no una segunda
coccion. El pozol indigena no comprende esta ultima, mientras que el pozol mestizo
si. Esta segunda coccién consiste en cocer el nixtamal en agua durante 3-8 horas
hasta que el grano de maiz “reviente”, con la finalidad de que el producto final

adquiera una textura mas tersa (Canas et al.,1993).

A continuacioén, los granos se dejan remojando con el agua del dltimo lavado del
nixtamal en el caso del pozol indigena; y en el agua de la segunda coccion para el
pozol mestizo. Esto se hace durante toda la noche (aproximadamente 12 horas) con
el fin de facilitar la remocién del pericarpio de los granos, ya que el pH alcalino y el
calor de la nixtamalizacion, asi como las 12 horas de reposo, incrementan su
humedad hasta 48-51%, debilitando las paredes celulares por la solubilizacion
parcial de la hemicelulosa; ademas suavizan la estructura del grano debido al



hinchamiento, a la destruccion parcial de los granulos de almiddén y a su incipiente

gelatinizacion (Camacho et al., 2007).

Tras el remojo, los granos son sometidos a una molienda gruesa para reducir el
tamano del mismo y hacer posible su posterior procesamiento. La molienda se lleva
a cabo generalmente en un pequefio molino comercial, el cual se usa también para
moler lotes de granos destinados a otros productos, como tortillas o tamales. Es
importante resaltar que el molino es usado y re-usado durante todo el dia sin que
se lave entre lote y lote. Se ha visto que esta costumbre provoca que una cantidad
importante de masa se quede en los recovecos del molino. Al final, el molino sélo
es desmontado para remover los restos de masa sin el uso de agua potable
(Wacher et al., 1993).

Posteriormente, se lleva a cabo un amasado en el que se forman bolas de masa de
5-8 cm de didmetro y de 70-170 g (Méndez-Albores et al., 2004). Esta operacion se
hace con las manos, generalmente sobre una tabla de madera que es

ocasionalmente lavada.

Las bolas de masa son enseguida envueltas en hojas de arbol de platano y se dejan
reposar a temperatura ambiente para permitir la fermentacion durante 2 a 7 0 mas
dias (Ben Omar et al., 2000; Méndez-Albores et al., 2004). Finalmente se obtiene
un producto con caracteristicas sensoriales muy especiales, debido a los atributos
gue otorga el proceso de fermentaciébn a los alimentos; asimismo, permite su

conservacion por varios dias, asi como un aumento en su valor nutritivo.



Microbiota del pozol
El proceso de fermentacién del pozol es llevado a cabo por una microbiota mixta

gue incluye bacterias lacticas, enterobacterias, otras bacterias, levaduras, asi como

varios hongos filamentosos (mohos).

Las bacterias lacticas, ademas de contribuir en la conservacion de los alimentos,
mejoran las caracteristicas sensoriales como el sabor, olor, textura y aumentan su
calidad nutritiva. Ademas, los probidticos son cultivos puros o mezcla de cultivos de
microorganismos Vvivos, que al ser consumidos por el hombre y los animales en
cantidades adecuadas mejoran la salud. En este sentido, la mayoria de los
probidticos pertenecen a las bacterias acido lacticas y son usadas por la industria
alimentaria en la elaboracion de productos fermentados y como complementos

alimenticios con la finalidad de promover la salud.

Los probidticos estimulan las funciones protectoras del sistema digestivo. Son
también conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o bioprofilacticos y se
utilizan para prevenir las infecciones entéricas y gastrointestinales (Penna, 1998).

Es comun la presencia de enterobacterias al inicio de las fermentaciones en las que
interviene una microbiota mixta, asi como la transmision de estos microorganismos
por contaminacion fecal directa o a través del agua utilizada. El pozol es un alimento
muy manipulado, sobre todo en la molienda, el amasado y el moldeado.
Procedimientos que se realizan en condiciones poco higiénicas, hecho que muestra
el que sea probable que se aislen enterobacterias con propiedades patdgenas.
(Wacher et al., 1993).

Se ha logrado establecer que la molienda del grano, una vez nixtamalizado, es la
operacion clave para que el pozol adquiera el in6culo que lo llevara a tener una
microbiota compleja al final del proceso. La cantidad de masa que se va acumulando
tras cada lote en el molino es la responsable de dicho inéculo, ya que, ademas de
gue la masa permanece ahi todo un dia, los microorganismos logran mantenerse
en el molino los dias subsecuentes por lo tanto existe una fuente de
microorganismos para los nuevos granos de maiz nixtamalizados que entran para
ser molidos (Wacher et al., 1993).



Las principales bacterias encontradas durante todo el proceso de fermentacidn son
las bacterias lacticas, dentro de este grupo de bacterias predominan, bacterias de

los géneros Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc y Weissella (Morales, 2015).

Bacterias Acido Lacticas (BAL)
Las BAL son microorganismos diversos aislados de diferentes entornos, como

vegetales (maiz, repollo, cebada), carne, leche, plantas verdes, y también se han
aislado del tracto digestivo y vagina de mamiferos. Se usan como cultivos
iniciadores en la manufactura de productos lacteos como leches acidificadas, yogur
y quesos; también son aplicadas comercialmente en el procesamiento de bebidas
alcoholicas (vino, cerveza), carnes, vegetales, encurtidos, ensilajes y embutidos.
Las bacterias acido lacticas son un grupo de microorganismos que producen como
principal metabolito, al acido lactico. Son organismos nutricionalmente exigentes y
son capaces de hidrolizar péptidos de la leche. Estas bacterias ademas de contribuir
en la biopreservacion de los alimentos, mejoran las caracteristicas sensoriales

(sabor, olor, textura) y aumentan la calidad nutritiva.

Las BAL son un grupo de bacterias representadas por diversos géneros con
caracteristicas morfolégicas, fisiologicas y metabdlicas en comun, en general son
cocos o0 bacilos Gram-positivo, no esporulados, inmdviles, microaerofilicos o

aerotolerantes.

Las BAL son clasificadas dentro del grupo de las mesofilicas (pero pueden crecer
en rangos entre 4 y 45°C) y crecen en un pH mayormente acido (Caplice, 1999). La
caracteristica primordial de este grupo de bacterias es la produccion de acido lactico
a partir del metabolismo de hexosas, obteniendo su energia por una fosforilacion a
nivel de sustrato al carecer de un ciclo de Krebs funcional, obteniendo asi acidos
organicos, alcohol y didxido de carbono a partir de carbohidratos. Dependiendo del
tipo de metabolismo por el cual se obtiene el acido lactico, estas pueden clasificarse
en homofermentativas que solo producen lactato como producto final de la via
Embden-Meyerhoff y heterofermentativas por producir lactato y etanol como
productos finales mediante la via de las pentosas; siendo las primeras las de mayor

aplicacion en la industria. Como resultado de estas vias metabdlicas, también se



producen sustancias que le dan caracteristicas deseables a los alimentos
fermentados, tal es el caso del diacetilo, acetaldehido y algunos compuestos que
pueden tener implicaciones positivas en la salud de los consumidores como algunas
vitaminas, antioxidantes, y péptidos bioactivos. También se les considera como

débilmente proteoliticas, aunque existen algunas excepciones (Caplice, 1999).

Weissella
Collins y sus colegas fueron los primeros en designar el género Weissella en 1993

después de los estudios taxondmicos sobre microorganismos atipicos similares
a Leuconostoc que se derivan de las salchichas fermentadas producidas en
Grecia. Collins et al. (1993) notaron que estas bacterias difieren de otras especies
de Leuconostoc en una serie de pruebas bioquimicas. Ademas, las investigaciones
sistematicas moleculares sugirieron que los Leuconostoc podrian separarse en tres
linajes genéticos distintos, es decir, el género Leuconostoc sensu stricto, el grupo L.
paramesenteroides (que incluia también los lactobacilos atipicos) y la especie
conocida entonces como L. oenos (que es actualmente clasificado como
Oenococcus oeni). Un estudio a profundidad basado en analisis fenotipicos,
bioguimicos y del gen 16S rRNA permiti6 la diferenciacion del nuevo

género Weissella.

Las bacterias que pertenecen al género Weissella son dificiles de separar de los
miembros del género Leuconostoc o de los lactobacilos heterofermentativos
Unicamente sobre la base de caracteristicas fenotipicas. Como se mencioné
anteriormente, la taxonomia de las bacterias estrechamente relacionadas en estos
grupos, y la nueva descripcion del género Weissella, fue posible solo sobre la base
de técnicas taxondmicas moleculares. El género Weissella recibidé su nombre del
microbidlogo aleman Norbert Weiss, conocido por sus numerosas contribuciones en
el campo de la investigacion de bacterias acido lacticas (Collins et al., 1993 ). Desde
la descripcion original del género por Collins et al. (1993), varias nuevas especies
de Weissella se han descrito, por lo que actualmente el género comprende 19

especies validados. La clave para estas nuevas descripciones de especies en los
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estudios relevantes fue la secuencia del gen 16S rRNA y los analisis de hibridacién
ADN: ADN, junto con los datos fenotipicos en un enfoque taxondmico polifasico. Asi
pues, hoy en dia existen varias especies del género Weissella: Weissella confusa,
Weissella halotolerans, Weissella hellenica, Weissella kandleri, Weissella minor,
Weissella paramesenteroides, Weissella viridiscens, Weissella thailandesis,
Weissella cibaria, Weissella fabaria y Weissella koreensis entre otras (Bjorkroth et
al., 2002; Lee et al., 2002; De Bruyne et al., 2010).

Las bacterias que pertenecen al género Weissella son células Gram-positivo,
catalasa-negativo, que no forman endosporas con morfologia cocoide o en forma
de bacilos (Collins et al., 1993 ; Bjorkroth et al., 2014). Las especies de Weissella
pertenecen al  filo Firmicutes, clase Bacilli, orden Lactobacillares y
familia Leuconostocaceae (Collins et al., 1993). Solo se inform6 que W.
beninensis es movil (Padonou et al., 2010), y que todas las demas especies no son
moviles. Como en la descripcién original del género Weissella (Collins et al., 1993),
las bacterias de este género se describieron como no maviles, esta caracteristica
movil de W. beninensis no esta de acuerdo con la descripcién de las caracteristicas
generales de las bacterias en este género, y en consecuencia la descripcion del
género fue enmendado por Padonou et al. (2010) para explicar la motilidad atipica
de esta especie en particular. Las bacterias Weissella son quimioorganétrofos
anaerobicos facultativos con un metabolismo obligatoriamente fermentativo. No
poseen citocromos Yy fermentan la glucosa de forma heterofermentativa a través de
las rutas hexosa-monofosfato y fosfocetolasa. Los productos finales de la
heterofermentacién de glucosa incluyen el &cido lactico (con algunas especies que
producen solo D(-) y otros dos D (-) yL (+) enantidmeros de acido lactico), gas
(CO2) y etanol y / o acetato (Collins et al., 1993 ;Bjorkroth et al., 2014). Las
bacterias tienen requisitos nutricionales complejos y necesitan péptidos,
aminoacidos, carbohidratos fermentables, acidos nucleicos, éacidos grasos y
vitaminas para el crecimiento. Todas las especies crecen a 15 °C y algunas pueden
crecer hasta 42-45°C. Produccién de dextrano, la hidrdlisis de esculina y la
produccion de amoniaco a partir de arginina son caracteristicas variables para las

diferentes especies, y se pueden utilizar como pruebas fenotipicas para ayudar en
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la identificacion de especies. Lo mismo se aplica para la fermentacién de azlcares
tales como celobiosa, fructosa, galactosa, lactosa, maltosa, melibiosa, rafinosa,
ribosa, sacarosa, trehalosa y xilosa. El peptidoglicano de la pared celular se basa
en la lisina como el diaminoacido y, ademas de W. kandleri, todos contienen alanina
o alanina y serina en el puente interpéptido (Bjorkroth et al., 2009). ElI puente
interpéptido de W. kandleri contiene glicina (Holzapfel y van Wyk, 1982 ; Bjérkroth
et al., 2009). El contenido en moles %G + C de las diferentes especies de Weissella
oscila entre el 37 y el 47% que es lo estimado para poder diferenciar a este género

con otras especies (Stackebrandt y Liesack, 1993).

Ecologia
Las bacterias del género Weissella habitan en una variedad de nichos ecoldgicos,

incluido el suelo (principalmente W. soli) (Magnusson et al., 2002 ; Chen et
al., 2005), lodo de maquinas de ordeiio (W. minor) (Kandler et al. , 1983),
sedimentos de un pantano costero (W. cibariay W. confusa) (Zamudio-Maya et
al., 2008), sedimentos y peces del estuario de Bahia Blanca, (W. viridescens) (Sica
et al., 2010) agua del lago (W. cibaria) (Yanagida et al., 2007) y plantas. Ademas en
una gran variedad de alimentos fermentados, la cavidad oral, la leche materna, los
tractos uro-genital y gastro-intestinal de los seres humanos, asi como la piel, leche

y el tracto gastro-intestinal de muchos animales.

Las especies de Weissella también se encuentran cominmente en habitats
asociados con el cuerpo humano o animal, por ejemplo, el tracto gastrointestinal o
en la leche materna humana. Se encontré que W. cibaria estaba presente en todas
las muestras fecales de adultos sanos, pero con menor frecuencia en las muestras
fecales de pacientes con enfermedad celiaca (Nistal et al., 2012). Se demostro
gue W. confusa estaba mas ampliamente distribuido en las heces de los pacientes
con sindrome de intestino irritable que en las heces de los pacientes no afectados
por esta enfermedad (Ponnusamy et al., 2011). También se encontraron cuentas
altas de Weissella spp. en la microbiota ileal de lechones alimentados con

diferentes cantidades de 6xido de zinc (ZnO), una molécula anfétera que se usa
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ampliamente como aditivo en la alimentacion para la profilaxis de la diarrea en
lechones (Vahjen et al., 2010). W. confusa se encontré en la leche materna, asi
como en las heces de madres y lactantes (Martin et al., 2007a, Albesharat et
al., 2011), confirmando el mecanismo hipotético de transferencia vertical del
intestino de la madre a la leche correspondiente y luego de la leche al intestino del
bebé. En cuanto a la presencia de Weissella y otros microorganismos en la leche
humana, los posibles mecanismos por los cuales estas bacterias pueden llegar a la
glandula mamaria (es decir, ya sea por contaminacién o por migracion activa) han
sido revisados recientemente (Jeurink et al., 2013). Se ha sugerido (Lahtinen et
al., 2012) que las cepas Weissella de la leche humana proceden de una fuente
ambiental (suelo, vegetacion). De hecho, el modo de parto al nacer, el tipo de dieta,
asi como el estado de salud de humanos y animales pueden afectar la composicién
de la microbiota de la cavidad oral, tracto gastrointestinal y urogenital.

Cepas de Weissella asociadas con infecciones clinicas humanas
Algunas cepas de Weissella se han aislado de muestras clinicas, tales como

sangre, piel, heridas y heces de seres humanos y animales. Ademas de Kulwichit
et al., (2007), que identificaron una cepa de Weissella de la sangre de un paciente
como W. viridescens , y otras de orina, torundas de pulmoén y sangre de pacientes
con bacteriemia como W. cibaria, las Unicas especies de Weissella, que se han
descrito como oportunistas de los humanos o como patégeno emergente para las
truchas arco iris cultivadas son: W. confusay W. ceti, respectivamente. En
particular, W. confusa se aisl6 de varias muestras humanas y clinicas en casos de
infecciones polimicrobianas (Green et al., 1990 , 1991 ; Riebel y Washington, 1990;
Bantar et al., 1991; Olano et al., 2001; Bjorkroth et al., 2002). Posteriormente, esta
especie también se describi®6 como el Unico agente microbiano en diversas
infecciones que permiti6 la descripcion de W. confusacomo un patdégeno

oportunista.

Segun lo sugerido por varios autores (Lahtinen et al., 2012; Fairfax et al., 2014;
Medford et al., 2014), las infecciones causadas por Weissella, como las causadas
por Leuconostoc, se deben principalmente a su resistencia natural a la vancomicina,

y generalmente ocurre en casos de inmunosupresion o enfermedad subyacente del
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huésped. Sin embargo, las infecciones causadas por Weissella spp. son
generalmente raras, aunque puede haber una subestimacion como resultado de la

incapacidad de los sistemas comerciales de identificacién bacteriana.

Determinacion de virulencia en Weissella
La seguridad de muchas especies de BAL ha sido reconocida como GRAS

(Generalmente reconocido como seguro, para E.U.; Food and Drug
Administration(FDA)) o han logrado el QPS (Calificacion presuntiva de seguridad)
por la European Commission; European Food Safety Authority (EFSA).

De hecho, muchas personas se refieren a estas bacterias como inocuas, e incluso
asociadas con propiedades beneficas para la salud. Sin embargo, se sabe que
ciertas especies dentro de un género, o incluso ciertas cepas dentro de una especie
especifica, puede tener diferentes impactos en la salud, como ha sido sefialado para
los Enterococos (Franz et al., 2003; Ogier y Serror, 2008). Hasta el momento,
ninguna especie Weissella tiene QPS.

Datos sobre los factores de virulencia presentes en las especies de Weissella son
muy escasos Y el analisis gendmico puede ayudar a detectar y describir la aparicion
de determinantes de virulencia que pueden estar presentes en alguna cepa de este
género. En este sentido, Ladneret (2013) ha encontrado en la secuencia del genoma
de W. ceti NC36, un patdgeno emergente de la trucha arco iris cultivada en los
Estados Unidos, la presencia de varios genes putativos del factor de virulencia, que
no tenia homélogos codificados en cualquiera de otros genes secuenciados del
género Weissella. En particular, éstos incluyen cinco genes de adhesina de
colageno (WCNC_00912, WCNC _ 00917, WCNC _00922, WCNC _ 05547 vy
WCNC _06207). Los cinco genes de adhesina de colageno incluyen los de W. ceti
WS105 (tres adhesinas de colageno) y W. confusa LBAE C39-2 (una adhesina de
colageno).

El papel en la virulencia de Weissella, de los genes anteriores mencionados aun se
desconoce. Se necesitan mas estudios para confirmar si estos genes de la
virulencia se expresan por si solos y si se ubican en elementos genéticos moviles

(por ejemplo, transposones).
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Exopolisacarido
La capacidad de producir dextrano es una de las caracteristicas fenotipicas

distintivas  del  género Weissella (Collins et al., 1993;  Bjorkroth vy
Holzapfel, 2006). En particular, las cepas de W. confusa y W. cibaria han recibido
una gran atencion en la ultima década debido a su capacidad para producir
cantidades significativas de dextrano, fructanos, heteropolisacéaridos vy
oligosacéridos no digeribles. Estos ultimos estan aumentando el interés debido a su
potencial prebiotico, ya que pueden disminuir el riesgo de infecciones y diarrea,
aumentar la funcion intestinal y el metabolismo, y pasar a través del tracto
gastrointestinal y estimular el crecimiento de bacterias benéficas, principalmente las
bifidobacterias (Rastall y Gibson, 2014). Ademas de su beneficio para la salud
postulado, los oligosacéaridos prebidticos pueden usarse en una amplia gama de
aplicaciones en la industria clinica, cosmética, alimentaria como edulcorantes,
humectantes, posibles agentes de control del peso y fibras dietéticas (Patel y
Goyal, 2011).

Los dextranos producidos por Weissella spp. tienen estructuras similares con
enlaces principalmente (aproximadamente 97%) a- (1-6) y solo el 3% de enlaces a-
(1-3). Esto hace que las cepas de W. cibaria y W. confusa que producen dextrano
sean muy atractivas para una amplia gama de aplicaciones industriales,
especialmente para aplicaciones en panaderia y para la produccién de bebidas

funcionales fermentadas basadas en cereales.

Weissella confusa
Weissella confusa se ha detectado en cafia de azucar, jugo de zanahoria, cereales

y ocasionalmente en leche cruda (Bjorkroth et al., 2002; Katina et al., 2009).
Asimismo, se ha visto que esta presente en el intestino humano, como parte de la
microbiota normal (Nam et al., 2002). Es un bacilo Gram positivo, catalasa negativo,
no esporulado, no movil, heterofermentador y produce los enantiomeros Dy L de
acido lactico cuando fermenta la glucosa por la via de las pentosas-fosfato

(heterofermentador). Es capaz de utilizar la glucosa, sacarosa, fructosa, maltosa y
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algunas pentosas de los cereales en los que se encuentra (Katina et al., 2009). El
amoniaco y el acido que resulta de la descomposicion de la arginina se produce a
partir de celobiosa, galactosa, ribosa, salicina, sacarosa y xilosa, pero no a partir de
la fermentacién de arabinosa, lactosa, melibiosa, rafinosa y trehalosa. El dextrano
que produce se forma a partir de sacarosa. El contenido de % en moles de G + C
del ADN es 45-47% (Collins et al., 1993).

Por otro lado, dicha bacteria se ha aislado de diferentes alimentos, como salami
griego, carne con chilli y leche cruda, asi como también del pozol y otros alimentos
fermentados (Ampe et al., 1999; Bjorkroth et al., 2002; Nam et al., 2002). De acuerdo
a Nam (2002) fue propuesto como un cultivo iniciador, y también como probidtico
gue proporciona diversos efectos beneficiosos para la salud, tal como la inhibicién
de Helicobacter pylori, una bacteria que causa inflamacion cronica y Ulceras en el

estbmago (Nam et al., 2002).

Se ha visto, sin embargo, que W. confusa no se encuentra presente durante todas
las etapas de fermentacion de los alimentos y ademas no es una especie
dominante. Se ha reportado que, en general, las cepas de Weissella se encuentran
presentes sélo en las etapas intermedias de la fermentacion (Bjorkroth et al., 2002),
por lo que se ha sugerido que existen factores u otras especies bacterianas que

pudieran inhibir su crecimiento.

Resistencia térmica de Bacterias Acido Léacticas
La temperatura es uno de los principales factores que influye en la viabilidad y

desarrollo de los microorganismos, al producir una gran variedad de cambios
estructurales y funcionales que pueden conllevar a un descenso progresivo en el
namero de células viables o su muerte tras una exposicion prolongada a
temperaturas por encima de la éptima. La termorresistencia de un microorganismo

esta determinada por su capacidad para soportar un tratamiento térmico maximo.

Algunos factores que afectan la resistencia térmica de las bacterias son; la fase de

crecimiento de células en estudio, el pH del medio, la concentracion de sales,
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azucares, grasas; la disminucion del Aw y la combinacién con otros agentes tales
como presion, congelacion, descongelacion; entre otros (Stumbo, 1973). Los
métodos tradicionales para estudiar los mecanismos de inactivacion y muerte
térmica, se han enfocado en establecer las alteraciones que el calor produce en
componentes celulares como las proteinas, ARN y la irreversible desnaturalizacion
de las membranas y/o acidos nucleicos, ademas de ciertas enzimas (Hurst, 1977).
Las transiciones en los componentes celulares pueden detectarse mediante la
calorimetria diferencial de barrido (DSC), a través de un patrén de picos que
muestran el proceso de desnaturalizacibn como una funcion del tiempo y de la

temperatura (Lepock et al., 1990; Mackey et al., 1991).

Tiempo de reduccion decimal o valor D
Se conoce que la muerte de un microorganismo a una temperatura elevada sigue

una cinética de primer orden, mediante la cual, a temperatura constante, la cuenta
de microorganismos viables disminuye, de manera que es directamente
proporcional a la concentracion presente en un tiempo en particular. El valor D se
define como el tiempo durante el cual se elimina 10 veces la cuenta inicial en un

intervalo de tiempo, independientemente del nUmero actual (Rees y Bettison, 1991).

En términos generales, el tiempo de reduccion decimal (valor D), es el tiempo
necesario para destruir el 90% de la poblacion microbiana de un determinado
microorganismo a una temperatura dada, y se ha usado como modelo de
inactivacion bacteriana dado que puede ser extrapolado a un proceso industrial (Lee
and Kaletunc, 2002; Vasan et al., 2013) (Fig. 1).
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Figura 1. Representa la reduccion de un ciclo logaritmico en un factor de 100 a 10
a una temperatura de calentamiento constante que ejemplifica el tiempo de

reduccion decimal (Valor D) (Lee and Kaletunc, 2002; Vasan et al., 2013).

Proteinas de choque térmico
Las proteinas de choque térmico (Hsp) pertenecen a una familia que se encuentra,

en su mayor parte, en forma constitutiva en todas las células pro y eucariotas. Frente
a determinadas agresiones ambientales, los organismos reaccionan con un
mecanismo de defensa celular que involucra la sobreexpresion de estas proteinas
y la induccion de otras, de la misma familia, que no son constitutivas. Su funcion es
minimizar los dafios producidos por el estrés. Las células en cultivo responden de
manera similar a cambios en su medio ambiente habitual o situaciones de estres,
iniciandose una respuesta que implica la sintesis de un conjunto de proteinas,
conocidas bajo la comun denominacion de Hsp (Heat shock proteins) o proteinas
antiestrés. La denominacion proviene del hecho en el que se detectaron inicialmente
producidas por un estrés térmico en Drosophila (Ritossa, 1962). En cambio, si el
estrés aumenta, la funcidén protectora de las Hsp se ve sobrepasada deteniéndose

su produccion y activandose el programa de apoptosis (Samali, 1996).
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Las células normales son capaces de expresar constitutivamente muchas proteinas
antiestrés, que intervienen en procesos metabolicos esenciales como la sintesis,
plegamiento y ensamblaje de otras proteinas. Dentro de los factores que aumentan
la produccién de las Hsp constitutivas se encuentran, el proceso de mitosis, la
accion de factores de crecimiento y procesos de diferenciacion celular (Kindas-
Muggel, 1994; Welch, 1993; Trautinger et al, 1990). El plegamiento de una proteina
es el proceso por el cual la informacion lineal contenida en la secuencia de
aminoacidos obtiene la conformacion tridimensional tipica de cada proteina
funcional, siendo un proceso dependiente de ATP. En afos recientes se ha
comprobado que para determinadas proteinas, este proceso requiere de la
preexistencia de otras, denominadas chaperonas, que no formaran parte de la

estructura final de la proteina funcional (Fig. 2).

El grupo de Hsp que no son constitutivas de la célula sino que son inducibles por
estrés, cumple funciones de protecciébn que abarcan, desde la eliminacion de
proteinas desnaturalizadas, hasta el aumento de la produccion de otras proteinas
requeridas por la célula. La acumulacion intracelular de proteinas desnaturalizadas
o plegadas defectuosamente por efecto de una situacion de estrés, desencadena
una respuesta que consiste en la produccion de altos niveles de Hsp, que facilitan

el reordenamiento de las proteinas defectuosas.

La rapida induccion de Hsp es debida a la activacion del factor de transcripcion
(HSF1), que incrementa la actividad de los genes que codifican estas proteinas
(Morimoto et al, 1990). La mayor estabilidad del ARNm de las Hsp seria una
respuesta adaptativa primaria temprana, que pudo haber contribuido a establecer
mecanismos de defensa hacia distintos tipos de estrés (Huot et al., 1996).
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Figura 2. Plegamiento protéico asistido por Hsp (Kindas- Muggel, 1994; Welch,
1993; Trautinger et al, 1990).

Proteinas chaperonas
Se conoce con este nombre a aquellas proteinas que acompafnan a otras proteinas

estabilizando las formas inestables, actuando por medio de uniones y desuniones
controladas, facilitando el ensamblado, la correcta union de oligdbmeros, su
transporte a otro compartimento celular o la disposicion para la degradacion.
Previenen interacciones incorrectas entre polipéptidos, aumentando el rendimiento
de las reacciones de ensamblado aunque no su velocidad (Ulrich, 1996). Una
caracteristica genérica de las proteinas chaperonas, es que involucran reacciones
dependientes de ATP en los procesos en que actlan. La cooperacion entre
diferentes chaperonas crea una red sinérgica, para el plegamiento de las proteinas
celulares que mantiene la homeostasis bajo condiciones no permisivas para los

plegamientos espontaneos (Beissinger et al., 1998).
Dentro de las funciones de las proteinas chaperonas se encuentran:

- Unién de las cadenas nacientes de polipéptidos a fin de lograr el retardo transitorio

en su plegamiento hasta que la sintesis se complete.

- Establecimiento de la conformacion adecuada de dichas cadenas, para su

translocacion a través de las membranas de los organelos.
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- Impedimento de la agregacion intermolecular o intramolecular y transporte de

metabolitos toxicos para su degradacidn por proteosomas (Benjamin et al., 1998).

La superfamilia de las HSPs agrupa una serie de familias que se clasifican de
acuerdo con sus pesos moleculares: proteinas de alto, medio y bajo peso molecular.
La familia HSPs70, de peso molecular medio, no solo es la mas comudn sino también
la mas abundante de las chaperonas moleculares (Cascales, 2002). Los genes que
codifican la familia HSP70, estan muy conservados evolutivamente (Silver y Way,
1993). Los distintas isoformas de la HSPs70 difieren en sus niveles basales de
expresion e induccion, y asi, algunos de sus miembros se sintetizan de manera
constitutiva como la HSP73 refiriéndose como HSP70c y otras son inducidas por
estrés como la HSP72 (HSP70i).

HSPs70
La familia de las HSPs70 (en eucariotas: HSP68, HSP72, HSP73 y GRP78), son

un grupo de ATPasas muy conservadas en la escala filogenética, especialmente en
su dominio N-terminal (ATPasa) y en el sitio de union al sustrato (Cascales, 2002).
La caracteristica mas importante del funcionamiento de las HSPs70 son los ciclos
de unién y liberacion de moléculas sustrato (proteinas sin configuracion espacial
adecuada), dependiente de ciclos de hidrolisis del ATP y de cambios
conformacionales (Keller, 1999). Las HSPs70 son esenciales en el plegamiento de
proteinas, union y desunion de oligdmeros, traslocacion de proteinas o degradacion

de las mismas (Ruddon y Bedows, 1997).
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Justificacién

Weissella confusa es un microorganismo que ha sido identificado en la mayoria de
los estudios sobre la fermentacion del pozol y es uno de los que predominan durante
la misma. Ademas, se ha determinado que es capaz de hidrolizar y consumir
xilooligosacaridos presentes en el nixtamal. Debido a esto es importante estudiar el
efecto de las temperaturas altas en la sobrevivencia de esta bacteria.

Hipodtesis
Ya que se ha aislado a Weissella confusa del pozol, cuyo sustrato, el maiz, recibe
tratamiento térmico y alcalino de la nixtamalizacién, sera capaz de sobrevivir a

temperaturas altas.
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Objetivo General
Determinar la resistencia térmica de Weissella confusa cepas L9 y 3A.

Objetivos particulares
Determinar hasta qué valores de temperatura las cepas evaluadas son capaces de

resistir.

Determinar su valor D, usando el método de cuenta en placa para cuantificar
sobrevivientes.
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Metodologia
Se trabajo inicialmente con la cepa Weissella confusa L9 y cuando se obtuvieron

datos experimentales de la misma, se realizd el mismo experimento con la cepa
Weissella confusa 3A (LOpez-Hernandez et al., 2018; ambas cepas forman parte de
la coleccion de cultivos del laboratorio 324, del conjunto E de la Facultad de
Quimica) para observar si existian diferencias entre cepas y al final compararlas.

Para realizar el experimento se llevo a cabo lo siguiente:

o Reactivacion de las cepas de W. confusa.

Se utilizaron las cepas W. confusa L9 y W. confusa 3A, previamente aisladas
y crioconservadas en glicerol (-70°C) en ultracongelador (marca Puffer Hubbard,
modelo IUF7513ABA). Para su reactivacion se inocularon 50uL de W. confusa L9
en 5 mL de caldo APT y 5 mL de caldo MRS, respectivamente y se incubaron a
30°C en incubadora (marca Binder). Después de 24 horas se tomaron 50uL del
mismo vial y se inocularon en 5mL de caldo APT y 5 mL de caldo MRS y se incubo
a 30°C por 20 horas.

o Evaluacion de la pureza e identificacion de las caracteristicas

macroscopicas y microscopicas de la cepa.

Para evaluar las caracteristicas microscopicas, se llevaron a cabo un frotis y una
tincion de Gram de W. confusa L9 y W. confusa 3A con crecimiento de 24 horas en

caldo APT y se observo al microscopio con el objetivo de 1000x.

Para evaluar las caracteristicas macroscopicas, se inoculé con W. confusa L9y W.
confusa 3A en cajas Petri con agar APT, que se incubaron a 30°C durante 24 horas

y se observo la morfologia del crecimiento.

o Curva de crecimiento de Weissella confusa L9 y 3A en caldo APT y MRS a
30°C

Se inocularon 5 mL de W. confusa L9 y 3A (cepas reactivadas tal como se describid
previamente) en 150 mL de caldo APT y de caldo MRS, se incubaron a 30°C, se
midié la densidad 6ptica a 600 nm en el espectrofotdmetro (marca Thermo scientific,

modelo Genesys IOS UV-Vis) y al mismo tiempo se midi6 el pH en el potenciémetro
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(marca Oakton, modelo pH 700), cada hora durante 10 horas continuas y se midio

un ultimo punto a las 24 horas para cada caldo por duplicado.

o Evaluacion de la resistencia térmica de W. confusa L9 y 3A a diferentes

temperaturas

Para hacer la curva se inocularon 5 mL de W. confusa L9 previamente reactivada
en 150 mL de caldo APT, tomando esta parte como tiempo cero, se incubaron a 30,
37, 45, 50, 55 y 60°C; se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm en el espectrofotémetro
y al mismo tiempo se midié el pH en el potenciometro cada hora durante 10 horas

continuas y se midié un altimo punto a las 24 horas se realiz6 por triplicado.

Ademas, en las temperaturas 50, 55 y 60°C se llevé a cabo el método de cuenta en
placa para determinar sobrevivientes, se tomaron muestras de 0.5 mL en los
tiempos 0, 3, 6, 9 y 12 horas después de iniciada la fermentacion y se realizaron
diluciones de 10t hasta 10°® de cada tiempo. Se inocularon por duplicado las Ultimas
tres diluciones de cada tiempo con 100u de cultivo en cajas con agar APT y se
incubaron a 30°C por 24 horas, pasado este tiempo se realizé el conteo de

sobrevivientes.

Para llevar a cabo la curva de W. confusa 3A, se inocularon 5 mL de la cepa
previamente reactivada en 150 mL de caldo APT, tomando ésta como tiempo cero.
Se incubaron a 30, 37, 45, 48, 49, 50, y 52°C; se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm
en el espectrofotdmetro y al mismo tiempo se midi6 el pH en el potenciémetro cada
hora durante 10 horas continuas y se midié un ultimo punto a las 24 horas se realiz6

por triplicado.

Ademas, en las temperaturas 49, 50 y 52°C se llevé a cabo el método de cuenta en
placa para determinar sobrevivientes, se tomaron muestras de 0.5 mL en los
tiempos 0, 3, 6 y 9 horas después de iniciada la fermentacién y se realizaron
diluciones de 10 hasta 10 de cada tiempo. Se inocularon por duplicado las UGltimas
tres diluciones de cada tiempo con 100u de cultivo en cajas con agar APT y se
incubaron a 30°C por 24 horas, pasado este tiempo se realizd el conteo de

sobrevivientes.
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o

a)

b)

Determinacion del valor D

Preparacion del inéculo

Se inoculé la bacteria en 10 mL de caldo APT con 330 pL de cultivo de W.
confusa (preparada como se explicé en la reactivacion de la cepa). Se incubo
a 30°C durante 6 horas y después de este tiempo se concentraron las células,
se lavaron con solucion salina al 0.8% y se centrifugaron a 10,000 rpm, 10
minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 3 mL
de solucion salina al 0.8%. Esta solucién se utiliz6 como in6culo para la
determinacioén del valor D, del cual se tom6 1 mL y se inoculd un tubo con 9
mL de caldo APT gque se incubd en un bafio de agua a las temperaturas de
52°C y 55°C respectivamente.

Experimento valor D

Se tomaron muestras de 0.5 mL en los tiempos 0, 2, 4, 8, 10, 15, 20, 30, 60
y 80 minutos después de iniciada la fermentacion y se realizaron diluciones
de 10? hasta 10° de cada tiempo. Se inocularon por duplicado las Ultimas
tres diluciones de cada tiempo con 100 yL de caldo en cajas con agar APT y
se incubaron a 30°C por 24 horas.

Determinacion del valor D

Después de las 24 horas de incubacion se realizé un conteo de los
sobrevivientes y se realiz6 una tabla en donde se vaciaron todos los datos
obtenidos de los conteos para cada tiempo, después se calculd el logaritmo
base 10 de las UFC contabilizadas y se graficé contra el tiempo. Se obtuvo
una regresion lineal en donde se extrapolo el tiempo de reduccion decimal
(valor D).

El experimento se realiz6 por duplicado.
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Se realiz6 un analisis de varianza de un factor con a=0.05 en tres partes, la primera
y la segunda consistieron en evaluar diferencias significativas entre temperaturas
para W. confusa L9 y W. confusa 3A en tres puntos diferentes de cada una de las
cinéticas de crecimiento (2, 6 y 9 horas y 4, 6 y 9 horas, respectivamente) y en la

tercera se evaluaron diferencias significativas entre cepas.

Con los valores de absorbancia y pH obtenidos en las curvas de crecimiento a
diferentes temperaturas para cada cepa en cada uno de los tiempos de incubacién
de cada experimento se realiz6 un andlisis de varianza y por medio de la prueba de
rango multiple de Duncan se identificé la o las temperaturas que presentaron mayor
diferencia significativa es decir en donde las cepas ya no presentaron un incremento
estadisticamente significativo en su crecimiento al ser sometidas a altas
temperaturas. Con estos valores de las dos cepas en los diferentes tratamientos de
incubacion evaluados en cada experimento se realiz6 un analisis de varianza de
tipo factorial aleatorio para las variables: cepas, temperatura y la interaccion entre
cepas x temperatura de incubacién y con la prueba de Student, Tukey y Duncan se

identificd la temperatura maxima de crecimiento para cada cepa (Anexo).
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Resultados
Verificacion de la pureza

Figura 3. A. Se observaron colonias homogéneas, color beige, redondas y convexas
para la cepa W. confusa L9. B. Se observé al microscopio con un objetivo de 100x

bacterias Gram-positivo, uniformes y homogéneas para la cepa W. confusa L9.
Experimentos con Weissella confusa L9.

En la figura 4, se observa en las primeras tres horas el crecimiento de W. confusa
L9 en caldo MRS y en caldo APT la misma fase Lag, en la que las células se estan
adaptando a las condiciones del medio que son diferentes para cada caso. El medio
MRS es usado para evidenciar el crecimiento de lactobacilos y bacterias acido
lacticas y contiene citrato de amonio para inhibir el crecimiento de bacterias Gram
(-) y el medio APT es usado para cultivar lactobacilos heterofermentativos (Difco™,
2018). A partir de la cuarta hora se observa que en el caldo ATP llega a una fase de
crecimiento logaritmico mas rapido que en el caldo MRS. Esto se puede deber a
gue el medio APT en su formulacion tiene un mayor contenido de sustancias que
proveen los iones usados para la replicacion del microorganismo, tales como el
cloruro de manganeso y el sulfato de magnesio, ademas de contener sulfato de
hierro que el caldo MRS no lo contiene (Difco™, 2018). A partir de la séptima hora
el cultivo en el medio APT presentd un maximo para luego decrecer en las
siguientes horas, entrando en la fase estacionaria, en la cual ya no hay replicacion
de la bacteria y comienza a morir. En cambio, en el medio MRS se observé un
comportamiento diferente, ya que la bacteria siguié creciendo, pero a menor
velocidad. Alcanza la fase log tardia hasta la décima hora, iniciando la fase
estacionaria; sin embargo, el maximo se observé hasta las 24 horas cuando

presenté una mayor absorbancia.
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El pH de los caldos APT y MRS incubados a 30°C sigui6 el mismo patrén que en la
figura 4, ya que a mayor crecimiento del microorganismo se espera que produzca
mas acido lactico. En el caldo MRS a partir de la hora siete se observa una reduccién
de pH mayor a la que se presenta en el caldo APT. A la hora 5 el caldo APT tiene
el mismo pH que el caldo MRS. Estos resultados son congruentes, ya que 5 horas
después de comenzada la fermentacion se obtuvo aproximadamente la misma
absorbancia en el caldo APT que en el MRS, lo que significa que el nimero de

microorganismos presentes en esta hora es similar.

Comparando los resultados obtenidos, se decidio trabajar con el medio APT para
tener un mayor control sobre el crecimiento de las cepas ademas que ya se habia
observado en experimentos anteriores el excesivo crecimiento de las cepas en el

medio MRS y no se obtienen datos reproducibles.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de Weissella confusa L9 en caldo APT y en
caldo MRS a 30°C durante 24 horas. Se presentan promedios de tres
fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones estandar de cada

punto como lineas verticales.
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Se evalud la resistencia térmica de Weissella confusa L9 midiendo su sobrevivencia
en el caldo APT a diferentes temperaturas: 30, 37, 45 y 50°C en un lapso de 24
horas en las cuales se midié la densidad 6ptica a 600 nm cada hora durante 10

horas y se midi6 un ultimo punto a las 24 horas.
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Figura 5. Evaluacion de resistencia térmica en curva de crecimiento de W. confusa
L9 en caldo APT incubada a temperaturas de 30, 37, 45 y 50°C. Se presentan
promedios de tres fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones

estandar de cada punto como lineas verticales.

De acuerdo con la literatura, las temperaturas en las que puede crecer W. confusa
son 25, 35y 42°C (Olano et al., 2001; Vasquez et al., 2015). A 30°C la bacteria
presentd una fase log que comenz6 una hora mas tarde que en las demas
temperaturas. A 45 y 50°C alcanz6 mas rapido esta fase; sin embargo a 45°C
presentd un pico maximo muy notorio en comparacion con las demés temperaturas

cuatro horas después de comenzar la fermentacion y a partir de esta hora disminuyé
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significativamente, entrando en la fase estacionaria, en la cual el nimero de células

gue muere es mayor que las que se replican (“Crecimiento microbiano”, 2018)

La curva de 50°C se llevo a cabo para observar el comportamiento de la bacteria a
esta temperatura ya que de acuerdo con la literatura la temperatura maxima de
crecimiento de W. confusa (aislada de un caso de bacteremia humana) el maximo
es de 42°C (Olano et al., 2001). Se realiz6 la curva de crecimiento de la cepa a 50°C
y la bacteria creci6 e inclusive presentd una fase log antes de la que presentd la
temperatura 6ptima (30°); sin embargo, su crecimiento fue menor que en las demas
temperaturas y presentd un maximo a las diez horas después de la fase
estacionaria. En las temperaturas 30 y 37°C present6 un comportamiento similar
después de la sexta hora; sin embargo de acuerdo con lo observado en la figura 5,
la temperatura que mas favorece su crecimiento es 37°C, ya que entra en la fase

log aproximadamente una hora antes que la que se observo a los 30°C.
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Figura 6. Valor de pH en la curva de crecimiento de Weissella confusa L9 en caldo
APT incubada a temperaturas de 30, 37, 45 y 50°C. Se presentan promedios de
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tres fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones estandar de

cada punto como lineas verticales.

Como se menciond anteriormente para cada curva de crecimiento se llevaron a
cabo las determinaciones de absorbancia y de pH (figura 6). La sobrevivencia de
la cepa fue congruente con lo que se observo en la figura 5, ya que a mayor
absorbancia el descenso de pH fue mayor y a menor absorbancia el pH fue mayor,

gue fue el caso de la temperatura a 50°C.

Debido a que Weissella confusa L9 fue capaz de sobrevivir a una temperatura de
50°C, se evalu6 también a las temperaturas 55°C y 60°C, con el principal objetivo
de observar si presentaba sobrevivencia y si sus caracteristicas macroscoépicas y

microscoépicas eran similares a las mostradas en su temperatura 6ptima.
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Figura 7. Evaluacion de resistencia térmica en curva de crecimiento de W. confusa
L9 en caldo APT incubada a temperaturas de 50, 55 y 60°C. Se presentan
promedios de tres fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones

estandar de cada punto como lineas verticales.
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Figura 8. Valor de pH en la curva de crecimiento de Weissella confusa L9 en caldo
APT incubada a temperaturas de 50, 55 y 60°C. Se presentan promedios de tres
fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones estandar de cada

punto como lineas verticales.

Se evalud la sobrevivencia de la cepa Weissella confusa L9 a 50, 55 y 60°C para
determinar su termorresistencia (Figuras 7, 8 y 9). Su crecimiento en la densidad
optica no fue afectado a 50°C, comparado con 55°C; sin embargo, a 55°C, se
observan sobrevivientes después de las primeras tres horas de iniciada la
fermentacion (Figura 7). Esto se corrobora con los resultados mostrados en la figura
8 en la que después de las tres horas de fermentacion a 55°C ya no hay cambios
significativos en el descenso de pH, y después de este tiempo se detiene el
crecimiento para iniciar un proceso de sobrevivencia, en el cual permanece hasta
las seis horas (figura 9) para después morir. A 60°C no fue capaz de sobrevivir
(Figuras 7, 8 y 9), ya que de acuerdo con los datos de absorbancia, después de las
3 horas de fermentacién la bacteria entro en la fase estacionaria. Sin embargo, en
la cuenta microbiana se comprob6 que a partir de esta hora la bacteria ya no fue
capaz de crecer, lo que también se corroboro con el pH porque no hubo un descenso
significativo del valor inicial.
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Se ha observado que cuando las bacterias lacticas son sometidas a estrés, pueden
sobreexpresar unas proteinas llamadas proteinas del choque térmico (Hsp, del
inglés Heat Shock Proteins) (Papadimitriou et al., 2016). Varias Hsp funcionan como
‘chaperonas moleculares” impidiendo la agregacion y promoviendo el
replegamiento adecuado de las proteinas desnaturalizadas (Lomiwes et al., 2014),

proporcionando propiedades de termorresistencia a estas bacterias.
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Figura 9. Resultados del conteo en placa de Weissella confusa L9 en curvas de
crecimiento a las temperaturas 50, 55 y 60°C. Se presentan promedios de tres
fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones estandar de cada

punto como lineas verticales.

34



Se determiné entonces el valor D a 55°C.

Las cuentas que se obtuvieron por el método de cuenta en placa se utilizaron para
hacer el ensayo térmico de Weissella confusa L9 en caldo APT a 55°C. Se realiz6
la gréfica de Log ufc/ml contra el tiempo para evaluar la resistencia de las células al
calor. Se muestra la linea de regresion lineal ajustada que se describe con la
siguiente ecuacion: Log UFC/mL= -0.1161 (t) + 8.8403, r>= 0.993, en donde Log
UFC/mL= Log UFC/mL, t= valor D (min), r’>= valor de regresion lineal (figura 9), por
lo tanto, el tiempo necesario para destruir el 90% de la poblacion microbiana de W.

confusa L9 a una temperatura de 55°C es de 8 minutos (Dss= 8 min).
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Figura 10. Determinacion del valor D de Weissella confusa L9 a 55°C en medio
APT por método de cuenta en placa. Se presentan promedios de dos
fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones estandar de cada

punto como lineas verticales.
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Evaluacion de la termorresistencia de la cepa Weissella confusa 3A.

La segunda parte del experimento consisti6 en la evaluacion de la resistencia
térmica de Weissella confusa 3A para observar si existian diferencias entre cepas

de la misma especie y los resultados fueron los siguientes:
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Figura 11. Evaluacion de resistencia térmica en curva de crecimiento de W. confusa
3A en caldo APT incubada a temperaturas de 30, 37, 45 y 48°C. Se presentan
promedios de tres fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones

estandar de cada punto como lineas verticales.

Al iniciar la evaluacion de la resistencia térmica a diferentes temperaturas con
Weissella confusa 3A, la primera diferencia que se encontré con Weissella confusa
L9 es que, esta bacteria tarda mas tiempo en crecer ya que W. confusa L9 mostré
un pico maximo de crecimiento a las 4 6 5 horas y W. confusa 3A tuvo un maximo
crecimiento hasta las 9 horas de iniciada la fermentacién (Figura 11). No obstante,
se obtuvo como temperatura 6ptima 37°C y a diferencia de W. confusa L9, requiere
un tiempo mayor para entrar a la fase exponencial y su duracion es mas corta, ya
gue inicia ésta fase a las 5 horas, a diferencia de W. confusa L9, que lo hace a las

2 horas, sin embargo, W. confusa 3A obtiene una densidad 6ptica (DO) maxima de
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3.2 alas 9 horas a una temperatura de 37°C y W. confusa L9 tiene una DO maxima

de 2.69 a las 7 horas a la misma temperatura.
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Figura 12. Valor de pH en la curva de crecimiento de Weissella confusa 3A en caldo
APT incubada a temperaturas de 30, 37, 45 y 48°C. Se presentan promedios de tres
fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones estandar de cada

punto como lineas verticales.

Se llevé a cabo la medicion de pH en los mismos tiempos en que se tomo la
medicién de absorbancia y lo que se observo es que hay congruencia con los datos
ya que a mayor crecimiento de la bacteria el descenso de pH es mas drastico tal es
el caso de la temperatura de 37°C como ya se demostré que esta temperatura le
favorece su crecimiento entonces la produccion de acidos organicos es mayor
(figura 12). A las 10 horas de iniciada la fermentacion alcanza el valor de pH mas
bajo (4.64) contrario a lo que se muestra en la temperatura de 48°C ya que al no
haber tanto crecimiento no hay produccién de acido lactico suficiente para reducir

el pH por lo cual solo alcanza un minimo de (5.45).

Debido a que la maxima temperatura en la cual se observé la sobrevivencia de esta

cepa fue de 48°C, se evalud su valor D a esta temperatura. La concentracion de
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los sobrevivientes fue tan alta (no fue capaz de reducir su concentracién auln
después de 80 min.), que no fue posible obtener datos confiables por lo cual se

decidié aumentar la temperatura para evaluar la resistencia térmica a 49, 50 y 52°C.
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Figura 13. Evaluacion de resistencia térmica en curva de crecimiento de W. confusa 3A en

caldo APT incubada a temperaturas de 49, 50 y 52°C. Se presentan promedios de tres

fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones estandar de cada punto

como lineas verticales.

En la figura 13 se observan los resultados obtenidos al evaluar su resistencia térmica a
temperaturas de 49, 50 y 52°C. A 52°C hay mayor crecimiento que a 50°C pero como
observé con el primer experimento, arriba de 50°C el medio presenta cambios en su
coloracién, tornandose mas oscuro, lo cual interfiere en las mediciones, sin embargo, con
la medicion de pH se corroboré que a 50°C hubo mas crecimiento que a 52°C debido a que
hubo mayor descenso en la acidez del medio, ademas en la cuenta microbiana se observa
que a 49°C aun presenta crecimiento a 9 horas y a 52°C a las 3 horas disminuye su

crecimiento entrando en la fase estacionaria (figuras 14 y 15).
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Figura 14. Valor de pH en la curva de crecimiento de Weissella confusa 3A en caldo APT
incubada a temperaturas de 49, 50 y 52°C. Se presentan promedios de tres fermentaciones
independientes y se muestran las desviaciones estandar de cada punto como lineas

verticales.
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Figura 15. Resultados del conteo en placa de Weissella confusa 3A en curvas de
crecimiento a temperaturas de 49, 50 y 52°C. Se presentan promedios de tres
fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones estandar de cada punto

como lineas verticales.
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Se determiné entonces el valor D a 52°C (Figura 16).
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Figura 16. Determinacion del valor D de Weissella confusa 3A a 52°C en medio
APT por método de cuenta en placa. Se presentan promedios de tres
fermentaciones independientes y se muestran las desviaciones estandar de cada

punto como lineas verticales.

La primer diferencia que se detectd entre las diferentes cepas fue que W. confusa
L9 tiene una mayor capacidad para tolerar temperaturas altas que W. confusa 3A
(Valor D: 8 min a 55°C y Valor D: 7.2 min a 52°C, respectivamente), otro aspecto
importante es que W. confusa L9 le es facil adaptarse al medio ya que presenta una
fase Lag de 5 o 6 horas, mientras que W. confusa 3A lo hace en 9 horas; sin
embargo como ya se mencion6 anteriormente las bacterias acido lacticas son
mesafilas por lo que las temperaturas en las cuales pueden crecer son atipicas

para el género.

Los resultados mostraron que las cepas Weissella confusa L9 y Weissella confusa
3A son termorresistentes, ya que presentan valores D de 8 min a55°C y 7.2 min a

52°Crespectivamente, siendo la primera la mas termorresistente.
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En la tabla I, se muestran las temperaturas de crecimiento de cada cepa evaluada
y se obtuvo que para Weissella confusa L9 la temperatura optima en dénde se
observé un mejor crecimiento fue 37°C y la méaxima fue de 55°C, asi mismo para
Weissella confusa 3A la temperatura éptima de crecimiento fue de 37°C y una

maxima de 52°C.

Tabla . Temperaturas en las que se evalué la termorresistencia y/o crecimiento de

las cepas W. confusa L9 y W. confusa 3A.

Cepa Temperaturas en las que se evalud la
termorresistencia (°C)

Weissella confusa L9 30, 37, 45, 50, 55 y 60

Weissella confusa 3A 30, 37, 45, 48, 49, 50 y 52

Tabla Il. Valor D para las cepas estudiadas y para algunas cepas del mismo género

gue se han reportado.

Cepa Valor D
Weissella confusa L9 Dssec= 8 minutos
Weissella confusa 3A Ds2ec= 7.2 minutos
Streptococcus infantarius  subsp. De2°c= 2 minutos

infantarius cepa 25124*

Streptococcus  thermophilus  ATCC De2°c= 1.83 minutos
19258**

*(Dominguez-Ramirez et al., 2018) Articulo enviado

**(Flint et al., 2002)

Es importante el estudio de la termorresistencia de las bacterias acido lacticas
debido a que no se ha reportado mucho sobre ellas y mucho menos para la especie
Weissella confusa, en la tabla ll, se muestran las determinaciones del valor D de
dos cepas de Streptococcus que se han encontrado en la literatura y esto es debido
a gque esta especie es el mas estudiadas dentro de las BAL por su importancia a

nivel industrial.
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La aplicacién de bacterias acido lacticas (BAL) en los alimentos fermentados tiene
2 objetivos principales. Primero, es el desarrollo de sabores y olores caracteristicos
durante la fermentacion; y segundo, inhibir la microbiota competitiva mediante la
reduccion del pH del medio, es por eso que el estudio de la termorresistencia de las
mismas es de suma importancia; sin embargo, los estudios reportados para este

género son muy pocos.

Por ejemplo, durante la vida de anaquel de salchichas, la microbiota predominante
son las bacterias lacticas, pseudomonas y enterobacterias, ya que las condiciones
de almacenamiento permiten su desarrollo. Las enterobacterias o bacterias
entéricas son de importancia en alimentos, sobre todo por incluir géneros de
bacteria patégenas, las que mas comunmente causan enfermedades (Prescott et
al., 2000). En este trabajo se estudiaron las BAL presentes en las salchichas y la
termorresistencia y se obtuvo que L. alimentarius, L. lactis, L. piscicola y
Enterococcus sp tuvieron conteos mayores de 300 UFC después de ser sometidas
a 50, 60 y 70 °C durante 30, 45 y 60 min. L. sake, L. minor, L. helveticus y L.
divergens no sobrevivieron al tratamiento térmico a 50 °C durante 30 min, ni a

mayores temperaturas y/o tiempos (Victoria-Leon et al., 2006).
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Conclusiones

Weissella confusa L9 y Weissella confusa 3A aisladas del pozol son bacterias
termorresistentes, ya que son capaces de resistir temperaturas de 30, 37, 45, 50 e
incluso 55°C y 30, 37, 45, 48, 49, 50 y hasta 52°C respectivamente, en las cuales

aln se encuentran en estado viable.

El valor D fue de 8 minutos a 55°C para W. confusa L9 y 7.2 minutos a 52°C para

W. confusa 3A, Weissella confusa L9 es mas resistente que Weissella confusa 3A.

La resistencia a estas temperaturas es inusual para bacterias del género Weissella.

Perspectivas

Analizar el efecto que tienen estas altas temperaturas en el alimento que fueron
aisladas, es decir, realizar el mismo experimento pero ahora en las fermentaciones

directo de las masas.

Debido a que existen escasos estudios realizados sobre la resistencia térmica de
bacterias acido lacticas, especificamente para el género Weissella spp., se propone,
con el fin de complementar este estudio, realizar estudios a nivel genético para
identificar los genes que codifican para las HSPs y en el caso de encontrar que la
termorresistencia es debida a la activacion de éstos, realizar una identificacion y
cuantificacion de las proteinas, para saber cuédles son las proteinas de choque

térmico responsables de su termotolerancia.
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Anexo

1. Weissella confusa L9

Tabla 1. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en el

descenso de pH alas 2 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 50,

55y 60°C.
Fuente de Sumade |G.L. | Cuadrado | F F tablas Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (0=0.05)
Temperatura 1.029 5 0.206 70.781 | 19.2964 *x
Repeticiones 0.030 2 0.015 5.116 | 5.7861 *
Error 0.015 5 0.003
Total 1.130 12

*Diferencia significativa

**Diferencia altamente significativa

El andlisis de varianza indica que existe diferencia altamente significativa para la

temperatura y diferencia significativa para la variable repeticiones, por lo que se

realizo la prueba de rango multiple para identificar en que temperaturas hubo mayor

diferencia significativa.

Tabla 2. Prueba de rango multiple para el pH a las 2 horas de fermentacion para las
temperaturas 30, 37, 45, 50, 55y 60°C

Pruebas de rango Clasificacién del paquete Interpretaciéon
multiple estadistico SPPS
Temperatura 1 2 3

Student-Newman-Keuls 45°C 5.7650 a

50°C 5.9900 b

30°C 6.4400 c

55°C 6.4600 c

37°C 6.4650 c

60°C 6.5800 c
Tukey B 45°C 5.7650 a
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50°C 5.9900 b
30°C 6.4400 c
55°C 6.4600 o
37°C 6.4650 c
60°C 6.5800 c
Duncan 45°C 5.7650 a
50°C 5.9900 b
30°C 6.4400 o
55°C 6.4600 c
37°C 6.4650 c
60°C 6.5800 c

*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las
temperaturas.

Como resultado de la prueba de rango multiple el paquete estadistico reporté 3
grupos. Para su interpretacion, se asigné una letra diferente a cada grupo. Para
identificar las temperaturas donde se alcanzé el pH maximo significativo, se
considero la temperatura 45 y 50°C indicados con las letras “a” y “b”, asi se concluy6
gue las temperaturas 30, 37, 55 y 60°C no tuvieron diferencia significativa en las

dos primeras horas de fermentacion.

Tabla 3. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en la

absorbancia a las 2 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 50, 55

y 60°C.
Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (0=0.05)
Temperatura 1.760 5 0.352 14.162 3.9715 *
Error 0.174 7 0.025
Total 1.934 12

*Diferencia significativa
El andlisis de varianza indic6 que existe diferencia significativa para la variable

temperatura en la absorbancia a las 2 horas de fermentacion.
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Tabla 4. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en el pH a

las 6 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 50, 55 y 60°C.

Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)

Temperatura 7.045 5 1.409 199.023 5.0503 *x
Repeticiones 0.022 2 0.011 1.547 5.7861 il
Error 0.035 5 0.007

Total 7.264 12

**Diferencia altamente significativa

***No hay diferencia significativa

El andlisis de varianza indica que existe diferencia altamente significativa para la
temperatura y no hay diferencia significativa para la variable repeticiones, por lo que
se realizo la prueba de rango multiple para identificar en que temperaturas hubo
mayor diferencia significativa.

Tabla 5. Prueba de rango multiple para el pH a las 6 horas de fermentacién para las
temperaturas 30, 37, 45, 50, 55y 60°C

Pruebas de rango Clasificacion del| Interpretacion
maltiple gggalijei;?ico
Temperatura 1 2
Student-Newman-Keuls 30°C 4.8600 a
37°C 4.8900 a
45°C 4.8950 a
50°C 4.9550 a
55°C 6.4300 b
60°C 6.5800 b
Tukey B 30°C 4.8600 a
37°C 4.8900 a
45°C 4.8950 a
50°C 4.9550 a
55°C 6.4300 b
60°C 6.5800 b
Duncan 30°C 4.8600 a
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37°C 4.8900 a
45°C 4.8950 a
50°C 4.9550 a
55°C 6.4300 b
60°C 6.5800 b

*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las
temperaturas.

Como resultado de la prueba de rango multiple el paquete estadistico reportd 2
grupos. Para su interpretacion, se asign6 una letra diferente a cada grupo. Para
identificar las temperaturas donde se alcanz6 el descenso de pH maximo
significativo, se consider¢ la temperatura 30, 37, 45 y 50°C indicados con la letra “a@”
y las temperaturas 55 y 60°C en donde el descenso de pH fue minimo significativo

indicado con la letra “b”.

Tabla 6. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la
absorbancia a las 6 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 50, 55
y 60°C.

Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas | Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (0=0.05)
Temperatura 12.270 5 2.454 81.785 19.2964 *x
Repeticiones 0.149 2 0.075 2.490 5.7861 ok
Error 0.150 5 0.030
Total 14.058 12

**Diferencia altamente significativa

***No hay diferencia significativa

El andlisis de varianza indica que existe diferencia altamente significativa para la
temperatura y no hay diferencia significativa para la variable repeticiones, por lo que
se realizo la prueba de rango multiple para identificar en que temperaturas hubo

mayor diferencia significativa.
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Tabla 7. Prueba de rango multiple para la absorbancia a las 6 horas de

fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 50, 55y 60°C.

Prueba de rango Clasificacién del paquete estadistico | Interpretacion
multiple SPPS
Temperatura 1 2 3 4

Student-Newman- 60°C 0.11550 a

Keuls 55°C 0.25550 a

50°C 1.66000 b

45°C 2.20250 c

30°C 2.57000 c

37°C 2.65250 C

Tukey B 60°C 0.11550 a

55°C 0.25550 a

50°C 1.66000 b

45°C 2.20250 | 2.20250 bc

30°C 2.57000 c

37°C 2.65250 c

Duncan 60°C 0.11550 a

55°C 0.25550 a

50°C 1.66000 b

45°C 2.20250 c

30°C 2.57000 | 2.57000 cd

37°C 2.65250 d

*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las
temperaturas.

Como resultado de la prueba de rango multiple el paquete estadistico reporté 4
grupos (de acuerdo a la prueba de Duncan). Para su interpretacion, se asign6 una
letra diferente a cada grupo. Para identificar las temperaturas donde se alcanzo la
absorbancia maxima significativa, se consideré la temperatura 30, 37°C indicados
con la letra “d” y en donde la minima absorbancia significativa, se consider6 la

temperatura 55 y 60°C indicados con la letra “a”.
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Tabla 8. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en el

pH a las 9 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 50, 55

y 60°C.
Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas | Interpretaciéon
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)
Temperatura 6.930 5 1.386 246.266 19.2964 *x
Repeticiones 0.027 2 0.013 2.387 5.7861 *kk
Error 0.028 5 0.006
Total 7.145 12

**Diferencia altamente significativa

***No hay diferencia significativa

El analisis de varianza indica que existe diferencia altamente significativa para la
temperatura y no hay diferencia significativa para la variable repeticiones, por lo que
se realizé la prueba de rango multiple para identificar en que temperaturas hubo
mayor diferencia significativa.

Tabla 9. Prueba de rango mudltiple para el pH a las 9 horas de fermentacion para las
temperaturas 30, 37, 45, 50, 55 y 60°C.

Prueba de rango Clasificacion con | Interpretacion
maltiple :Istadl’sticoloacluete
Temperatura 1 2
Student-Newman-Keuls 30°C 4.8367 a
37°C 4.8850 a
45°C 4.9100 a
50°C 4.9700 a
55°C 6.4450 b
60°C 6.5350 b
Tukey B 30°C 4.8367 a
37°C 4.8850 a
45°C 4.9100 a
50°C 4.9700 a
55°C 6.4450 b
60°C 6.5350 b
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Duncan 30°C 4.8367 a
37°C 4.8850 a
45°C 4.9100 a
50°C 4.9700 a
55°C 6.4450 b
60°C 6.5350 b

*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las
temperaturas.

Como resultado de la prueba de rango multiple el paquete estadistico reportd 2
grupos. Para su interpretacion, se asigno una letra diferente a cada grupo. Para
identificar las temperaturas donde se alcanz6 el descenso de pH méaximo
significativo, se considero la temperatura 30, 37, 45 y 50°C indicados con la letra “a@”
y las temperaturas 55 y 60°C en donde el descenso de pH fue minimo significativo

indicado con la letra “b”.

Tabla 10. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en la

absorbancia a las 9 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 50, 55

y 60°C.
Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)
Temperatura 12.808 5 2.562 217.119 3.9715 *x
Error 0.083 7 0.012
Total 12.890 12

**Diferencia altamente significativa
El andlisis de varianza indic6 que existe diferencia significativa para la variable

temperatura en la absorbancia a las 2 horas de fermentacién.
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2. Weissella confusa 3A

Tabla 11. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en el pH a

las 4 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 48, 49, 50 y 52°C.

Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)

Temperatura 0.241 6 0.040 12.651 3.0946 *

Error 0.035 11 0.003

Total 0.276 17

*Diferencia significativa
El analisis de varianza indic6 que existe diferencia significativa para la variable

temperatura en el pH a las 4 horas de fermentacion.

Tabla 12. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la

absorbancia a las 4 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 48, 49,

50y 52°C.
Fuente de Sumade | G.L. Cuadrado | F F tablas | Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)
Temperatura 0.158 6 0.026 20.290 3.0946 *
Error 0.014 11 0.001
Total 0.172 17

*Diferencia significativa
El andlisis de varianza indicé que existe diferencia significativa para la variable

temperatura en la absorbancia a las 4 horas de fermentacion.

Tabla 13. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en el pH a
las 6 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 48, 49, 50 y 52°C.

Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)

Temperatura 2.715 6 0.452 48.177 3.0946 *

Error 0.103 11 0.009

Total 2.818 17

*Diferencia significativa
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El analisis de varianza indic6 que existe diferencia significativa para la variable

temperatura en el pH a las 6 horas de fermentacion.

Tabla 14. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la

absorbancia a las 6 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 48, 49,

50y 52°C.
Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)
Temperatura 2.789 6 465 67.425 3.0946 *
Error .076 11 .007
Total 2.865 17

*Diferencia significativa
El analisis de varianza indic6 que existe diferencia significativa para la variable

temperatura en la absorbancia a las 6 horas de fermentacion.

Tabla 15. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en el pH a
las 9 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 48, 49, 50 y 52°C.

Fuente de Sumade | G.L. Cuadrado | F F tablas | Interpretaciéon
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)

Temperatura 9.647 6 1.608 1062.227 3.0946 *

Error 0.017 11 0.002

Total 9.664 17

**Diferencia altamente significativa

El andlisis de varianza indico que existe diferencia altamente significativa para la
variable temperatura en el pH a las 9 horas de fermentacion, por lo que se realiz6
la prueba de rango mdltiple para identificar en que temperaturas hubo mayor

diferencia significativa.
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Tabla 16. Prueba de rango multiple para el pH a las 9 horas de fermentacién para
las temperaturas 30, 37, 45, 48, 49, 50 y 52°C.

Prueba de rango Clasificacion con el paquete estadistico | Interpretacion

multiple SPPS
Temperatura 1 2 3 4 5

Student- 37°C 4.6500 a

Newman-Keuls | 30°C 4.7300 b
45°C 4.7800 b
48°C 5.6350 c
49°C 6.2233 d
50°C 6.2933| 6.2933 de
52°C 6.3533 e

Tukey B 37°C 4.6500 a
30°C 4.7300| 4.7300 ab
45°C 4.7800 b
48°C 5.6350
49°C 6.2233
50°C 6.2933| 6.2933 de
52°C 6.3533 e

Duncan 37°C 4.6500 a
30°C 4.7300 b
45°C 4.7800 b
48°C 5.6350 c
49°C 6.2233 d
50°C 6.2933| 6.2933 de
52°C 6.3533 e

*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las
temperaturas.

Como resultado de la prueba de rango multiple el paquete estadistico reportd 5
grupos. Para su interpretacion, se asign6 una letra diferente a cada grupo. Para
identificar las temperaturas donde se alcanzd el descenso de pH maximo
significativo, se consider6 la temperatura 37°C indicada con la letra “a” y después
se considerd con la letra “b” al segundo grupo que también tuvo un mayor descenso
en el pH que fueron las temperaturas 30 y 45°C, las temperaturas en donde el
descenso de pH fue minimo significativo indicado con las letras “d” y “e” fueron 50
y 52°C.
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Tabla 17. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la

absorbancia a las 9 horas de fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 48, 49,

50y 52°C.
Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)
Temperatura 24.641 6 4.107 502.777 3.0946 *x
Error 0.090 11 0.008
Total 24.731 17

**Diferencia altamente significativa

El andlisis de varianza indic6é que existe diferencia significativa para la variable
temperatura en la absorbancia a las 9 horas de fermentacion, por lo que se realizo
la prueba de rango mdltiple para identificar en que temperaturas hubo mayor
diferencia significativa.

Tabla 18. Prueba de rango mudltiple para la absorbancia a las 9 horas de

fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45, 48, 49, 50 y 52°C.

Subconjunto para alfa = 0.05 Interpretacion
Temperatura 1 2 3 4
Student-Newman- 50°C 0.21843 a
Keuls 52°C 0.23333 a
49°C 0.27733 a
48°C 0.72150 b
45°C 1.57667 c
30°C 3.14000 d
37°C 3.20000 d
Tukey B 50°C 0.21843 a
52°C 0.23333 a
49°C 0.27733 a
48°C 0.72150 b
45°C 1.57667 b
30°C 3.14000 C
37°C 3.20000 c
Duncan 50°C 0.21843 a
52°C 0.23333 a
49°C 0.27733 a
48°C 0.72150 b
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45°C 1.57667 ¢
30°C 3.14000 d

37°C 3.20000 d
*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las

temperaturas.

Como resultado de la prueba de rango mdultiple el paquete estadistico reportd 4
grupos. Para su interpretacion, se asigné una letra diferente a cada grupo. Para
identificar las temperaturas donde se alcanz6 la maxima absorbancia significativa,
se consideraron las temperaturas 30 y 37°C indicada con la letra “d”, el grupo que
presentd la minima absorbancia significativa fue el indicado con la letra “a@”

encabezado por las temperaturas 49, 50 y 52°C.
3. Diferencia significativa entre cepas
Tabla 19. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en el pH a

las 6 horas de fermentacion para el crecimiento de W. confusa L9 y W. confusa 3A

en las temperaturas 30, 37, 45 y 50°C.

Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas | Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)

Temperatura 0.891 3 0.297 5.387 3.4903 *

Cepa 3.110 1 3.110 56.385 47472 *
Repeticiones 0.084 2 0.042 0.758 3.8853 ok

Error 0.662 12 0.055

Total 5.396 18

*Diferencia significativa

***No hay diferencia significativa

El andlisis de varianza indic6 que existe diferencia significativa para la variable
temperatura 'y entre cepas, y que no existe diferencia significativa en las

repeticiones de cada temperatura en el pH a las 6 horas de fermentacion.
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Tabla 20. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la
absorbancia a las 6 horas de fermentacion para el crecimiento de W. confusa L9 y

W. confusa 3A en las temperaturas 30, 37, 45y 50°C.

Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas | Interpretaciéon
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)

Temperatura 3.067 3 1.022 25.689 3.4903 *

Cepa 10.154 1 10.154 255.174 47472 *x
Repeticiones 0.081 2 0.040 1.016 3.8853 ok

Error 0.478 12 0.040

Total 15.19 18

*Diferencia significativa

**Diferencia altamente significativa

***No hay diferencia significativa

El andlisis de varianza indic6é que existe diferencia significativa para la variable
temperatura, que hay diferencia altamente significativa entre cepas y que no hay
diferencia significativa en las repeticiones en la absorbancia a las 6 horas de
fermentacion, por lo que se realiz6 la prueba de rango multiple para identificar en
que temperaturas hubo mayor diferencia significativa.

Tabla 21. Prueba de rango mdltiple para la absorbancia a las 6 horas de

fermentacion para las temperaturas 30, 37, 45y 50°C.

Prueba de rango Clasificacion del paquete estadistico | Interpretacion
multiple SPPS
Temperatura 1 2 3
Student-Newman- 50°C 0.79020 a
Keuls 45°C 1.32820 b
30°C 1.85960 C
37°C 2.05500 C
Tukey B 50°C 0.79020 a
45°C 1.32820 b
30°C 1.85960 C
37°C 2.05500 C
Duncan 50°C 0.79020 a
45°C 1.32820 b
30°C 1.85960 C
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| I | | 205500 | c |
*Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre las

temperaturas.

Como resultado de la prueba de rango multiple el paquete estadistico reportd 3
grupos. Para su interpretacion, se asign6 una letra diferente a cada grupo. Para
identificar las temperaturas donde se alcanzé la maxima absorbancia significativa,
se consideraron las temperaturas 30 y 37°C indicada con la letra “c”, el grupo que
presentd la minima absorbancia significativa fue el indicado con la letra “a@”

encabezado por la temperatura 50°C.

Tabla 22. Andlisis de varianza para identificar diferencias significativas en el pH a
las 9 horas de fermentacion para el crecimiento de W. confusa L9 y W. confusa 3A

en las temperaturas 30, 37, 45 y 50°C.

Fuente de Sumade | G.L. Cuadrado | F F tablas | Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)

Temperatura 3.462 3 1.154 7.597 3.2874 *

Error 2.278 15 152

Total 5.740 18

*Diferencia significativa
El analisis de varianza indicé que existe diferencia significativa para la variable
temperatura y entre cepas, y que no existe diferencia significativa en las

repeticiones de cada temperatura en el pH a las 9 horas de fermentacion.
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Tabla 23. Analisis de varianza para identificar diferencias significativas en la
absorbancia a las 9 horas de fermentacion para el crecimiento de W. confusa L9 y

W. confusa 3A en las temperaturas 30, 37, 45y 50°C.

Fuente de Suma de G.L. Cuadrado | F F tablas | Interpretacion
variacion cuadrados medio calculada | (a=0.05)

Temperatura 12.973 3 4.324 15.198 3.2874 *

Error 4.268 15 .285

Total 17.241 18

*Diferencia significativa
El analisis de varianza indicé que existe diferencia significativa para la variable

temperatura en la absorbancia a las 9 horas de fermentacion.
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