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RESUMEN

En la investigacién se plante6 como objetivo evaluar la capacidad probiotica de
los microorganismos en chichas de molle elaboradas artesanalmente en la
provincia de Huamanga. Para ello se aisl6 los microorganismos en agar
Lactobacilli para bacterias lacticas y agar Sabouraud para levaduras mediante la
siembra por incorporacién y se incubaron a 37 y 28 °C por 24 horas
respectivamente hasta obtener cepas puras. Para su identificacion se realizd
evaluaciones macroscadpicas, microscopicas, pruebas bioquimicas para bacterias
lacticas (fermentaciébn de carbohidratos) y levaduras (fermentacion de
carbohidratos, formacién de pseudomicelio y ascaesporas, hidrélisis de la urea).
Se identific6 bacterias lacticas y levaduras como Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc lactis, Lactobacillus plantarum, Saccharomyces chodati,
Saccharomyces odessa, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces heterogenicus
y Galactomyces candidum. En la evaluacion de la capacidad probiética a diferente
pH, extractos gastricos, sales biliares y crecimiento a temperaturas de 28, 37 y 50
°C; resultando el 17 % de Leuconostoc mesenteroides, 13 % de Saccharomyces
heterogenicus, 10 % de Lactobacillus plantarum, 8 % de Saccharomyces kluyveri
y 7 % de Leuconostoc lactis presentan capacidad probidtica y las demas cepas
solo son probiédticas como Saccharomyces odessa, Saccharomyces chodati y
Galactomyces candidum que presentan tolerancia en algunas condiciones
gastrointestinales. En la chicha de molle existen microorganismos con capacidad
probidtica, lo que al consumirlas favorecen a la microbiota intestinal, ademas se
debe difundir y expandir su produccién.

Palabras clave: Bacterias lacticas, levaduras, capacidad probi6tica.
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B INTRODUCCION

Vivimos en una sociedad que esta en constante desarrollo tecnoldgico, lo que
involucra cambios que influyen en el estilo de vida del hombre, sobre todo en sus
hébitos alimenticios con el incremento del consumo de alimentos procesados; lo
que conlleva a que la salud esté enfrentdndose a las diferentes patologias
relacionadas con mala alimentacion o falta de nutrientes. Sin embargo, el uso de
los alimentos funcionales (naturales o agregados) cumplen con las caracteristicas
de proveernos nutrientes, prevenir y darnos proteccion frente a los patégenos
(lllanes, 2015).

Los probidticos del tipo tradicional han sido reconocidos por sus propiedades
nutritivas y ademas por la funcién que realizan los microorganismos vivos en los
alimentos de estimular la digestién y ayudar el equilibrio de la microbiota intestinal,
teniendo en cuenta la capacidad probi6tica como uno de los criterios de seleccién
que un probidtico debe obtener (Pacheco et al., 2023). En el mercado de alimentos
funcionales est4 incrementando la demanda de consumidores, quienes optan por
productos para la salud gastrointestinal, especialmente productos probiéticos y
prebidticos que ahora son ampliamente investigados en la actualidad, incluyendo
cereales, productos carnicos, pastas y bebidas fermentadas a partir de jugo de
frutas que son sustratos alimentarios que contienen micronutrientes, fibra,
antioxidantes, y sirven como fuente de microorganismos benéficos (Bernal et al.,
2017).

La produccién de bebidas fermentadas tradicionales involucra la fermentacién
espontanea por microorganismos presentes en la materia prima, su entorno y las
condiciones ambientales. El proceso de fermentacién por parte de bacterias
lacticas y levaduras implica la degradacion y transformacion de los componentes
de los alimentos, generando productos finales con caracteristicas nutricionales

gue mejoran la digestibilidad, aumento de vitaminas y minerales, produccion de



compuestos hioactivos, preservacion de nutrientes, presencia de probibticos y

reduccién de antinutrientes como el acido fitico (Alaves et al.,, 2017). En la

investigacion realizada por (Cerero et al., 2022), se aislaron cepas del género

Leuconostoc, Lactobacillus y Enterococcus con capacidad probiética de bebidas

fermentadas mexicanas del pozol y tuba, para posteriormente otorgarle

aplicaciones biomédicas obteniendo buenos resultados por su mecanismo

antagonista frente a los patégenos, por otro lado, determinaron que las levaduras

estan mas relacionadas con el proceso de fermentacion y la produccién industrial

cervecera (Siccha, 2021), pero se ha demostrado que también son probiéticas

como en el caso de la kombucha a base de té negro fermentada (May et al., 2019),

en el cual lograron sobrevivir los géneros Saccharomyces, Dekkera y

Brettanomyces en condiciones similares a las simuladas en el tracto

gastrointestinal, ademas las levaduras como alternativa probidtica son inmunes a

los antibidticos, reduciendo y evitando la resistencia de los mismos debido a sus

caracteristicas estructurales y funcionales (Agarbati, 2020).

En nuestro pais multicultural se produce una gran variedad de chichas

tradicionales fermentadas, una de ellas es la chicha de molle. Los estudios

realizados en las investigaciones de probiéticos y la capacidad probidtica, son

escasos e insuficientes.

Por ello, en este estudio, se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar la capacidad probiética de los microorganismos aislados en la chicha de

Schinus molle “molle”.

Objetivos especificos

1. Aislar los microorganismos en la chicha de Schinus molle “molle”.

2. ldentificar los microorganismos probiéticos aislados en la chicha de Schinus
molle “molle”.

3. Determinar la capacidad probiotica de los microorganismos aislados en la

chicha de Schinus molle “molle”.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

En la investigacion de Herrera (2021) se caracterizaron y evaluaron la capacidad
probidtica de bacterias lacticas y levaduras involucradas en la fermentacion del
cacao de uso industrial se aislaron un total de 16 cepas de entre levaduras y
bacterias lacticas de los géneros Saccharomyces, Candida, Pichia, Lactobacillus,
Leuconostoc, Bifidobacterium, se encontraron 2 cepas (Leuconostoc
mesenteroides ssp. y Saccharomyces cerevisae) con mejores caracteristicas
probidticas frente a la tolerancia al pH, actividad antimicrobiana, viabilidad de
almacenamiento y crecimiento a diferentes temperaturas.

A través del estudio de posibles levaduras probidticas obtenidas de alimentos
naturales ambientales y procesados espontaneamente de Agarbarti et al. (2020)
se aislaron, identificaron por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y se
caracterizaron a doce géneros diferentes y 179 especies de levaduras probioticas
pertenecientes a Lanchancea thermotolerans, Metschnikowia, Saccharomyces
cerevisae y Torulaspora delbrueckii, que pueden ser propuestas para diferentes
aplicaciones y alternativa valida o en combinacion con Saccharomyces var.
boulardii.

En el estudio de Rivera (2018), se identificaron y determinaron con pardmetros
fisicoquimicos a los microorganismos responsables de la fermentacion de la
chicha de jora presentando 7 especies de levaduras como: Candida famata,
Saccharomyces cerevisae, Candida krusei, Crytococcus laurentii, Trichosporon
mucoides y Candida spherica y 3 especies de Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei y Lactobacillus paracasei e identificados por Reaccion en
Cadena dela Polimerasa (PCR), con unrango de pH 3.1 a 4.3, etanolde 0.1 a 5.6
% y acidez de 0.2 a 5.1 %, por ende las bacterias lacticas y levaduras son las
causantes de proporcionar el aroma, sabor, consistencia y el porcentaje de alcohol

en la chicha de jora.



Por su parte en el estudio de Cunha et al. (2018) se aislaron, identificaron y
evaluaron la capacidad probiotica de pifia fermentada in vitro un total de 150 cepas
de levaduras (18 cepas de la cascara y 132 cepas de la pulpa) de las cuales 50
cepas son potenciales probidticas, identificadas por Espectrofotometria de masas
de tiempo de vuelo de ionizacion/desorcion asistida por laser (MALDI-TOF MS) y
secuenciacién, sobreviviendo a pH 2.0, pepsina 3.0g/L y tolerancia a sales biliares
(0.1y 1% plv), resistentes a 6 antibibticos, actividad antimicrobiana a 6 bacterias
patdogenas y solo sobrevivieron 5 cepas a condiciones gastrointestinales y
resistencia a antibiéticos.

En la evaluacion del funcionamiento de cultivos probiéticos y prebiéticos en
bebidas de frutos rojos de Bernal (2017), se evalu6 la capacidad probidtica frente
a la tolerancia de sales biliares y pH &cido a las cepas de Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus paracasei donde este ultimo difiere de las
demas seleccionada para poder ser formulada en la bebida de frutos rojos por un
medio de inclusion como microorganismo probidtico conteniendo el 35 % p/v de
fruta mezclado con el 20 % de fresa, 10 % de mora y adicionado con 5 % de
papaya para estabilizar el pH con inulina al 1 % que permiti6 la viabilidad de la
cepa.

Presentando la capacidad probiética de la levadura Kluyveromyces marxianus en
pulgue in vitro e in vivo de Mendoza (2013), se evalud primero la resistencia a
concentraciones biliares de 0.05 % a 0.30 %, el pH acido desde 1.5 hasta 7.0,
tolerancia al jugo gastrico por 24 horas, presentando capacidad de establecerse y
colonizarse en el intestino de los ratones inhibiendo el crecimiento de Klebsiella
pneumonie puede ser considerado como microorganismo probiético.

En el estudio de Lagos (2017), se aisl6, identificd y caracteriz6 fisiologicamente
levaduras fermentadoras de cacao en centros de acopio, se identificaron 16 cepas
de levaduras correspondientes a Candida albicans, C. boidinii, C. intermedia, C.
orthopsilosis, C. tropicalis, Debaromyces hansenii, Galactomyces candidum,
Hanseniaspora opuntie, Kodamae ohmeri, Meyerozyma guillermondii, Pichia
kudriavzevii, Rhodotorula dairenensis, Saccharomyces cerevisae, Trichosporon
asabhii, T. terricola y Wickerhamomyces anomalus por técnicas moleculares por
Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimérfica (RFLPs) y secuenciamiento.
En la investigacion de Rodriguez y Garcia - Godos (2017), se aislaron,
identificaron y evaluaron la capacidad probidtica in vitro e in vivo de bacterias

lacticas en chichas de molle hechas artesanalmente en la provincia de Huanta y



Huamanga de las cuales se aislaron 55 cepas de bacterias acido lacticas e
identificandose con la coloracion Gram y pruebas bioguimicas: a Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus maltaromicus y Leuconostoc mesenteroides; también se
hizo pruebas de antagonismo con cuatro patégenos (Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus y Candida albicans), demostrando que las
55 cepas de bacterias lacticas 14 no permiten el crecimiento de estas y como
ultima prueba fue la capacidad de tolerancia a condiciones gastrointestinales a
diferentes pH, sales biliares y jugo gastrointestinal y de ellas solo seleccionaron 4
cepas. La capacidad probiética in vivo se aplico en ratas para después realizar el
recuento de bacterias lacticas presentes en el intestino a los 21 dias con
tratamientos de bacterias lacticas, bacterias acido lacticas mas el yacén en el
consumo diario de estas bebidas fermentadas tradicionales incrementa el
Lactobacillus en la microbiota intestinal. La capacidad probiética como
caracteristica funcional de todo probidtico es la actividad antagonista contra
patégenos en la produccion de las bacteriocinas por las bacterias lacticas.

A través del estudio de diversidad de levaduras de iniciadores tradicionales de
fermentacion alcohdlica para la elaboracién de vino de arroz glutinoso Hong Qu
de Lv-Xu et al., (2013), se aislaron e identificaron por la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR) - Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante
(DGGE) y secuenciacion de bandas de ADN de 10 muestras de vino arroz un total
de 50 levaduras entre los géneros Brettanomyces, Candida, Criptococcus,
Debaromyces, Dekera, Galactomyces, Geotrichum, Hansenula, Hanseniaspora,
Hyhopichia, Issatchenkia, Kazachtania, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Torulaspora, Torulopsis, Trichosporon,Yarrowia y
Zygosaccharomyces.

2.2. Microbiologia de la chicha de Schinus molle “molle”

La fermentacion es producida por los microorganismos en este caso por las
levaduras, mohos, bacterias y en algunos casos podemos encontrar a mas de un
microorganismo en estas fermentaciones, siendo las bacterias lacticas y levaduras
las responsables de la fermentacion en la chicha de molle. La fermentacion es un
proceso catabdlico que ocurre en ausencia del oxigeno (anaerobiésis) en donde
el receptor final de electrones es un compuesto organico. La fermentacion en
ausencia del oxigeno (anaerébica) puede llevarse de dos maneras: alcohdlica o
acido lactica (Sanlier, 2017).

La fermentacién en muchos casos es producida por diferentes microorganismos



como las bacterias 4cido lacticas, hongos, levaduras y enterobacterias, que estos
degradan los carbohidratos fermentables en moléculas inorganicas como el
anhidrido carbédnico, este proceso da como consecuencia una oxidacion
incompleta en el proceso de la fermentacién. La presencia de los microorganismos
que realizan la fermentacion siendo de forma: naturales o nativos, pero también
pueden ser afiadidos (Tagmag, et al., 2016).

Las bacterias acido lacticas comienzan con el proceso sobre todas seguidas por
las diferentes especies de levaduras, ademas de ello producen el &cido lactico que
no permiten el crecimiento de los patégenos, consumiéndose el azlcar presente
prolongando la vida del alimento o bebida, en tanto las levaduras producen aroma,
alcohol y el sabor. Ademés, se obtiene metabolitos antibacterianos como las
bacteriocinas (L6pez, 2015). Dejando de lado a las bacterias lacticas, las
levaduras también desempefian un rol importante en la fermentacion e inclusive
se puede tener enzimas, saborizantes y asi logrando ser parte de las comunidades
complejas (Pazmifio, 2013).

En la fermentacion de alimentos y bebidas aumenta su vida util como mejorando
sus propiedades organolépticas resultando compuestos como los acidos
organicos, etanol y el anhidrido carbdénico que controlara el crecimiento de los
microorganismos que malogran los alimentos causando la oxidacién parcial,
obteniendo el alimento potencial y energético para su consumo; asi también
mejora su digestibilidad de proteinas, carbohidratos, vitaminas, y minerales
(Samlier, 2017).

Estos beneficios otorgados por la fermentacion estan relacionados a los péptidos
bioactivos que han sido absorbidos en la protedlisis de proteinas por medio de las
bacterias acido lacticas. Como resultado se obtendra las propiedades de la chicha
CcOmo su acidez, textura, aroma y su composiciéon nutricional (Prakash, 2015).
2.3. Microorganismos probiéticos

2.3.1. Bacterias lacticas

Son un grupo diverso de microorganismos que son utilizados en la industria para
el proceso de fermentacion de alimentos como yogurt, carnes, vegetales, quesos
embutidos, etc. Como también en la produccion de vino, cerveza. En su gran
mayoria las bacterias lacticas son probioticas que han sido aisladas en plantas,
alimentos, tierra, mamiferos, tracto digestivo, etc. Pertenecen al phylum Firmicutes
y se encuentran extensamente distribuidas que conforman mas de 500 especies,

40 géneros y 6 familias entre los mas representativos esta: Lactobacillus,



Lactococcus, Pediococcus, Streptoccoccus y Leuconostoc. Para su identificacion
fenotipica de las bacterias lacticas se realizan métodos microscépicos, culturales,
fisioldgicos, metabdlicos y bioquimicos (Bjorkroth et al., 2014).

a) Caracteristicas morfologicas

Las bacterias lacticas se presentan como bacilos largos o extendidos, aunque
también se pueden observar cémo bacilos cortos o cocobacilos, son Gram
positivos, catalasa negativa, oxidasa negativa, aerotolerantes o microaerofilo y
anaerobios, no esporulados (Vos et al., 2009)

b) Pared celular

Se tifien de Gram positivas y las células muertas pueden dar resultados variables,
compuesta por peptidoglicano (mureinas) ademéas de contener polisacaridos
unidos al peptidoglicano mediante enlaces fosfodiéster, presentan &cidos
teicoicos en algunas especies (Vos et al., 2009).

c) Caracteristicas culturales

En los medios de cultivo sélido las colonias son de tamafio pequefio y miden (2-
5mm) poseen margenes enteros, lisos, convexos, brillante, mate sin pigmento, y
puede haber casos raros que presenten color amarillo o rojizo debido al
carotenoide tripoide que se identificé en el Lactobacillus plantarum, también
podemos encontrar algunas colonias rugosas, en medios de cultivo liquido las
células se asientan poco después de que cese el crecimiento. El sedimento es
homogéneo y suave, raras veces viscoso y granuloso. Las bacterias lacticas
producen olores caracteristicos donde crecen dependiendo del medio como
compuestos volatiles asi tenemos en alimentos fermentados el diacetilo, el acido
acético y el acetaldehido que son compuestos derivados del metabolismo de los
carbohidratos (Vos et al., 2009).

d) Nutricién y condiciones de crecimiento

Necesitan una serie de nutrientes complejos como los amino4cidos, obtenidos a
partir de acidos nucleicos, sales, péptidos, vitaminas, &acidos grasos Yy
carbohidratos como fuente de carbono y energia. En los medios de cultivo liquido
para las bacterias lacticas se suelen suministrar con carbohidratos fermentables
peptona, extracto de carne y levadura complementados con jugo de tomate,
acetato, manganeso y ésteres del acido oleico, en particular con la solucién tween
80 (Vos et al., 2009). Estas bacterias son capaces de degradar varios tipos de
carbohidratos y compuestos relacionados por medio de las rutas metabdlicas,
generando ATP para el llevado de solutos a través de la membrana celular
(Latorre, 2018).



A pesar de que las bacterias lacticas tienen necesidades de nutricidén y crecimiento
similares, su clasificacion es un desafio con los métodos microbioldgicos
tradicionales. Sin embargo, mediante pruebas moleculares basadas en
secuencias de ADN ribosomal se ha logrado identificar de manera mas precisa las
bacterias aisladas en la que se obtiene mejores resultados (Sanchez y Ochoa,
2018).

e) Condiciones ecolégicas

Las bacterias lacticas pueden prosperar en medios con una ligera acidez con un
rango de pH inicial 3.2 a 9.6. sin embargo, su 6ptimo crecimiento se encuentra en
el intervalo de pH de 5 a 6. El crecimiento de estas bacterias se detiene cuando el
pH desciende a valores entre 3y 4. Su capacidad para reducir el pH se debe a la
produccion de 4&cido lactico y lo que inhibe el crecimiento de otros
microorganismos competidores a excepcion de otras bacterias lacticas y
levaduras. Se clasifican segun la temperatura ideal de crecimiento son mesdéfilas
de 20 a 25 °C y termdfilas de 40 a 45 °C (Vos et al., 2009).

f) Metabolismo

Las bacterias &cido lacticas poseen diversas caracteristicas morfolégicas y
metabdlicas (Freire, 2015). Producen &cido lactico por la fermentacion de
carbohidratos lo que le permite soportar altas concentraciones de sal y tolerar pH
acidos como alcalinos. Se dividen en dos grupos por la fermentacién de azlcares
las homofermentativas y las heterofermentativas. Las  bacterias
homofermentativas son aquellas que principalmente generan 4cido lactico a partir
de la lactosa. Estas bacterias pertenecen a géneros como Pediococcus,
Streptococcus, Lactococccus y algunos Lactobacillus. Por otro lado, las bacterias
heterofermentativas que forman el segundo grupo, fermentan hexosas y producen
cantidades reducidas de &cido lactico, en su lugar, generan niveles mas altos de
etanol y CO; (Prakash, 2015).

2.3.2. Levaduras probiéticas

Las levaduras son una poblacion microbiana eucariotica ampliamente distribuidas
y muy diversas que albergan a 100 géneros que contiene alrededor de 700
especies (Kurtzman y Fell, 2000).

Se clasifican en tres grupos: ascosporogenas, basidiosporégenas y levaduras
imperfectas. Siendo los dos primeros grupos que presentan comportamiento
probidtico, destacando los géneros Saccharomyces, Candida, Pichia,

Kluyveromyces, Hanseniaspora, Zygosaccharomyces, Galactomyces,



Hanseniaspora, Torulaspora, Rhodotorula, Cryptococcus y Trichosporum (Ciani et
al., 2015).

Las levaduras han demostrado ser un potencial probiético al generar compuestos
secundarios como &cidos organicos, polisacéaridos, enzimas (Thuy Ho et al.,
2013).

A pesar de su uso en la industria alimenticia han sido poco estudiadas como
candidatas potenciales probiodticos, Saccharomyces cerevisiae ha sido la mas
empleada en la fermentacién industrial y de aceptacion comercial, las levaduras
como probidticos pueden contribuir de manera beneficiosa a la salud del huésped
al estimular el sistema inmunolégico, inhibir la produccién de toxinas por parte de
patdégenos, competir con ellos en la adhesién a las células epiteliales, demostrar
resistencia a los antibidticos y generar compuestos bioactivos (Di Cagno et al.,
2020).

a) Caracteristicas morfologicas

Son microorganismos microscépicos unicelulares, forman pseudomicelio que son
células alargadas dispuestas en forma de cadenas similares al micelio de los
hongos, aunque hay especies de levaduras que forman micelio verdadero o
ninguno de ellos, se presentan de diversas formas segun sus especies como:
ovoide, cilindrica, filamentosas, elipticas, redondas, esféricas, triangulares,
encorvadas o elongadas como el género Saccharomyces, ojivales como el género
Dekkera (Kurtzman y Fell, 2000).

b) Caracteristicas culturales

Las colonias tienen de ancho 2.50 - 10.00 mmy de largo 4.5 - 21.00 mm, podemos
observar levaduras pigmentadas rosa, rojo, negro, crema, blanco, amarillo y
naranja de consistencia cremosa, semi-seca y seca, lisas, planas o hiumedas
estas caracteristicas pueden variarla dependiéndose del medio de cultivo donde
haya crecido el microorganismo ademas las levaduras de un cultivo puro
presentan heterogeneidad morfolégica y colorimétrica (Kurtzman y Fell, 2000).

c) Pared celulary capsula

Es la responsable de dar la forma a la célula, es rigida. Cuando se da la
reproduccion vegetativa se produce una cicatriz de gemacion sobre la célula
madre y una cicatriz en el nacimiento sobre la yema. Esta pared esta constituida
por tres capas, compuesto el 1 % de quitina. La presencia de azucares 0 sus
derivados en la pared celular ha tenido un gran impacto en la sistematica de

levaduras a nivel genérico, como en el género Schizosaccharomyces se



caracteriza por la aparicién del galactomanano en su pared celular, en otros
géneros se compararon con la composicién de Dipodascus y Dipodascopsis, se
encontrd en el primero el 4cido glucurénico y en el otro esta ausente. La capsula
se encuentra en algunas levaduras compuesta por fosfomanano soluble al agua
(Hansenula, Pichia), en otros constituidos por mananos mas o menos ramificados
(Rhodotorula), o compuestos por heteropolisacaridos (Criptococcus) (Kurtzman y
Fell, 2000).

d) Reproduccion

Su reproduccion es variada puede presentarse de forma asexual (gemacion o
clonal) que es la forma méas predominante, son células diploides, la célula hija
inicia su crecimiento de la formacion de una yema en la célula madre, después
ocurre la divisién celular, sintesis de la pared obteniendo como resultado dos
células; en este ciclo asexual se forman células diploides como haploides asi
tenemos a los Deuteromicetos de la subdivision Deuteromycotina como el género
Candida, los tipos de division celular incluyen gemacion multilateral, bipolar, y
fision.

En condiciones desfavorables o estrés, casos en las que falte de nitrégeno en su
medio la célula diploide se activa esta reproduccién sexual en la que pertenecen
los Ascomicetos de la subdivisibn Ascomycotina como el género Saccharomyces,
la formacion de esporas denominandose ascas que por lo general son de uno a
cuatro esporas haploides. Las esporas se pueden presentar de dos tipos sexuales
(ay a), germinan y crecen vegetativamente hasta encontrar otra célula sexual del
tipo opuesto que ocasionalmente podran conjugar y producir células diploides y
continuar con el ciclo (Kurtzman y Fell, 2000).

e) Nutricion y metabolismo

La mayoria de levaduras no son muy exigentes en cuanto a su nutricién pues son
capaces de sintetizar una gran variedad de sustancias esenciales incluidos los
carbohidratos, vitaminas y aminoacidos, son mesofilas pueden crecer de 20 a 25
°C, como también hay levaduras que son psicréfilas que crecen de 4 a 15 °C y
otras que soportan altas temperaturas en el rango de 30 a 37 °C (Kurtzman y Fell,
2000).

Las levaduras pueden fermentar otro tipo de azucares como trehalosa, galatosa,
a- metil- glucésido, segun las especies. Tienen un importante rol en la
fermentacion en la industria alimentaria como el queso, pan y bebidas alcohélicas.
En la chicha de jora, las levaduras aprovechan los carbohidratos como su fuente

de energia generando diversos metabolitos que incluyen se etanol, fenoles,
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ésteres y acidos organicos, los cuales contribuyen las caracteristicas sensoriales
deseadas. Los géneros principales de levaduras asociadas al proceso de
fermentacion incluyen Saccharomyces, Candida, Cryptococcus, Torulaspora,
Pichia, Galactomyces, Deabaryomyces, Kluvveromyces y Rhodotorula.

El proceso de fermentacion inicia con una gran variedad de levaduras y después
presentaran levaduras con un mayor poder de fermentacion y resistencia al
alcohol (Gibbons, 2015).

2.4. Probioticos

Los probiéticos son aquellos microorganismos que han sido seleccionados
estrictamente en cantidades adecuadas que al consumirlas tengan propiedades
funcionales benéficas al individuo (Rondon et al., 2015).

2.4.1. Criterios de seleccién de los probioticos

Tolerar la temperatura interna del hospedero y colonizar el tracto

gastrointestinal.

e Resistencia frente al acido gastrico, la pepsina, bilis y secreciones
pancreaticas.

e  Modular respuesta inmune.

e Caracteristica de un buen cultivo.

o Adhesion de las células epiteliales.

¢ No ser patdgena.

e  Soportar procesos tecnoldgicos y almacenamiento.

e Producir sustancias antimicrobianas.

e Completa seguridad comprobada.

e Benéfica para la salud (Bernal et al., 2017).

2.4.2. Mecanismos de accion de los probidticos

e Incitar un pH acido por menor de 4, debido a la produccion de acidos grasos
de cadena corta (Agcc), como acetatos, butiratos, etc. Estos Agcc pueden
llegar a unas concentraciones que impidan el crecimiento de gérmenes, el pH
acido que permite el crecimiento como las bacterias tolerantes del acido.

o Restablecer la microbiota normal, potenciando la barrera inmunoldgica.

e Modulacion de la inmunidad intestinal.

e Adherencia en las células enterociticas y colonocitos e incrementando la
barrera inmunoldgica, ocasionando la competencia con los patégenos.

e Competencia con otros microorganismos e inhibiendo el crecimiento de los

patégenos.
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e Segregar antibioticos naturales con amplio espectro.

e Aumentar la expresion de las mucinas ileocolicas MUC 2 y MUC 3.

e Ayuda en los controles como del colesterol (Rondon, 2015).

2.5. Capacidad probiética

Son aquellas bacterias lacticas y levaduras que deben cumplir con los criterios de
un probidtico para ser considerados efectivos y beneficiosos para la salud
intestinal, ademas de la capacidad de resistir a las condiciones adversas del
sistema digestivo (jugo géastrico y HCI del estbmago, las sales biliares), es esencial
para poder establecerse y ejerzan sus efectos positivos en el hospedador
(Pacheco et al., 2023).

2.6. Schinus molle “molle”

Pertenece a la familia de Anacardidceas, de clima tropical, hay en arboles,
arbustos y lianas de amplia distribucion (Husz et al., 2016).

Comprende de 860 especies del género Schinus y estudiado etnobotanicamente
con propiedades medicinales desde las hojas, tallos y frutos. Presenta conductos
resinferos tipico de esta familia. Se encuentra ampliamente distribuida y ha sido
objeto de estudio en América Latina, bajo nombres como Schinus molle
(aguaribay, molle), Schinus molle var. areira o Schinus areira (aguaribay, molle) y
Schinus terebinthifolius (pimentero de Brasil) (Pell et al., 2011).

2.6.1. Clasificacion taxonémica

Reino : Plantae

Sub reino : Traqueobionta
Super divisién : Spermatophyta
Division : Mangnolophyta
Clase : Magnoliopsida
Sub clase : Rosidas

Orden : Sapindales
Familia : Anacardiaceae
Género : Schinus
Especie : Schinus molle
Nombre binomial : Schinus molle

Clasificacion segun ITIS, 2012
2.6.2. Nombre comun

“Molle”, “aguaribay “, “pimiento boliviano”, “aroeira”,
2018).

falso pimentero” (USDA,
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2.6.3. Distribucion

Su distribucién es espontanea que va desde el sur de México hasta el norte de
Chile, con un enfoque particular en Perd. Ademas, los espafioles fueron
responsables de su introduccion en Europa. Se cultiva en parques, resistente a la
sequia y altas temperaturas no soporta las heladas, en Europa es mas cultivada
en Levante y Andalucia (ICRAF, 2012).

2.6.4. Descripcion

Llega a medir hasta 15 metros de altura, de didmetro de tronco 0.40m, su corteza
es aspera, con amplias ramas. El sistema de raices se caracteriza por ser
axonomorfo y poseer raices laterales muy largas. El tallo es de forma cilindrica y
consta diferentes tejidos, incluyendo suber, parénquima cortical y tubos resiniferos
caracteristicos. El floema secundario es limitado, pero el cambium vascular se
mantiene activo. Presenta un abundante floema primario, y la médula es de
tamafio reducido. La planta desarrolla una inflorescencia en forma de panicula que
es rica en flores unisexuales. Estos érganos reproductores se caracterizan por ser
heteroclamideas, pentameras, actinomorfas y de tamafio muy reducido.

Las flores estaminadas presentan un cdliz y una corola compuesta por cinco
piezas, con 10 estambres y un ovario globoso supero, unilocular y unilovular. La
floracién ocurre entre noviembre y diciembre, mientras la fructificacion se lleva a
cabo en enero y marzo, con la recoleccién de frutos programada para esos
mismos meses (ICRAF, 2012).

2.6.5. Materia prima para la chicha de “molle”

Principalmente, la chicha de molle se elabora a partir del fruto, que es de tipo
drupa y tiene un epicarpio rojizo, mesocarpio semicarnoso y dulce, endocarpio
pétreo. La alta concentracion de azlcar es lo que promueve la fermentacion
alcohdlica por parte de las levaduras (Pagani et al., 2014).

2.6.6. Composicién quimica

Los frutos del molle estan compuestos de fructuosa, manosa, glucosa y aceites
esenciales. También se encuentra una cantidad de terpenos, sequiterpenos y
triterpenoides y fundamentalmente: 3- felandreno, a- felandreno, — pineno, a-
pineno, carvacrol, o- etil, fenol, alcanfor, mirceno, limonero, acido
isomasticadienolalico, acido 3 epi-isomasticadienoldlico, flavonoides, piperina
(Essabiri et al., 2021).

2.6.7. Aplicaciones y caracteristicas beneficiosas de la chicha de molle

La chicha de molle tiene usos principales en la medicina como producto
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terapéutico aliviando dolencias al higado aun crénico, infecciones urinarias,

estimula la digestion y antiinflamatorio. Y no solo en el fruto de molle se le da el

uso medicinal también estan en las hojas y flores como cataplasmas calientes

para dolores musculares y reumatismo. Y se refuerza mas en su potencial

medicinal cuando se le afiade otras hojas de otras plantas como el eucalipto

ayudando en las afecciones bronquiales.

La resina que produce el molle es empleada como almaciga y su corteza posee

propiedades medicinales como antiespasmadicas, cicatrizantes, anticaries, y

repelente (Pérez et al., 2014).

2.6.8. Elaboracion tradicional de la chicha de molle

1.

Recoleccién de frutos secos: se hace la recoleccion de frutos frescos y
maduros, que fructifican entre los meses de enero a marzo que coincide con
la temporada de lluvias. Se deja secar en 2 a 3 dias. Se pela con el viento. En
promedio, los frutos de un molle producen alrededor de tres a cuatro kilos.
Hidratacién de los frutos maduros: se lleva a cabo utilizando una magma y
agua previamente hervida, en una proporcion 1 parte de molle por cada 2
partes de agua en volumen. El agua hervida fria no se hace hervir junto los
frutos del molle porque pierde sus propiedades y le da un sabor amargo. La
magma que se utiliza, se dispone de un agujero de drenaje que permite
separar el agua de remojo después de un periodo de 2 a 3 dias.

Separaciéon del mosto: se separa por filtracion tiene un color opaco y
amarillento. El agua de remojo, conocida como mosto verde se trasvasa y se
filtra con el fin de proceder con la fermentacion.

Fermentacion: este mosto es trasvasado en un cantaro que ha servido para
los anteriores, previo lavado ligero con agua de cafio. Los microorganismos
presentes en la superficie de los frutos de molle inician el proceso de
fermentacion, algunos de ellos se adhieren en las paredes del cantaro. Como
se menciono previamente, los azlcares contenidos en los frutos de molle son
fermentados por levaduras, lo que resulta en la produccién de etanol. La
fermentacion completa se lleva a cabo en un periodo de 4 a 5 dias,
alcanzando su punto maximo de contenido alcohdlico después de 7 dias, lo
gue lo convierte en una bebida alcohdlica consumida en festividades. Si se
prepara con fines comerciales como una bebida refrescante, el proceso de
fermentacion se acelera, tomando solo un dia para completarse (Mujica,
2003).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

La investigacién fue realizada en el laboratorio de Biotecnologia de la Escuela

Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga

en los meses de febrero a noviembre del 2022.

3.2. Obtencion de muestras

Se muestre0 al azar un total de 22 muestras de chicha de molle de tiendas, ferias

y mercados donde las expenden, elaboradas en forma artesanal, de los distritos:

Tambillo, Ayacucho, Pacaycasa, Carmen Alto, JeslUs Nazareno y San Juan

Bautista.

3.3. Metodologia experimental

3.3.1. Aislamiento de microrganismos

Aislamiento de bacterias lacticas (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017)

e Se afadié una alicuota de 1mL de la chicha de molle y se diluy6 en 30 mL de
agua peptonada al 0.1 %.

e Luego se tomd 1 mL de la dilucion y se sembré por incorporacion en el agar
Lactobacilli e incub6 37 °C por 24 horas y luego se observé el crecimiento de
colonias de bacterias lacticas.

o Finalmente se repicaron las cepas en viales con agar Lactobacilli y
conservando en refrigeracion para su posterior identificacion.

Aislamiento de levaduras (Muijica et al., 2016).

e Se afiadié 1 mL de chicha de molle y se diluyé en 30 mL en agua peptonada al
0.1 %.

e Luego se tomd un 1mL de la dltima dilucion y se sembr6 por incorporacion en
agar Sabouraud e incub6 a 28 °C por 48 horas y se observé el desarrollo de
las colonias caracteristicas para luego repicar en los ceparios e identificarlos.

Dado los resultados de aislamiento de bacterias y levaduras lacticas se describe

en la tabla 1.
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3.3.2. Identificacién de los microorganismos de la chicha de molle

a) En bacterias lacticas

Caracteristicas macroscopicas (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017; Vos et al.,
2009).

Se inocul6 una asada del cultivo aislado en el caldo Lactobacilli e incubo a 37
°C durante 24 horas para luego ser sembradas en agar Lactobacilli por estrias
e incubd a 37 °C durante 24 horas.

Se evaluo las caracteristicas macroscopicas de las colonias crecidas en el agar

Lactobacilli, siendo la forma, borde, color y consistencia.

Caracteristicas microscopicas (Rodriguez y Garcia 2017; Vos et al., 2009 y
Catalina, 2013).

Se sembrd una asada del cultivo aislado en el caldo Lactobacillli e incub6 a 37
°C por 18 horas.

Después con el crecimiento de las colonias se realizé la coloracién Gram y se
observé al microscopio con un aumento a 1000 X, debiendo ser Gram positivas

de forma bacilar y/o cocobacilos.

Pruebas Bioquimicas
Fermentacién de carbohidratos (Mac- Faddin, 1990; Vos et al., 2009).

Se activd las cepas, se inéculo por estrias en 10 mL de agar Lactobacilli
inclinado en tubos y se incubé a 37 °C por 18 horas.

Se prepar6 100 mL del medio base de fermentacion al que se afiadié rojo fenol.
Se agregaron 4 mL del medio base de fermentacion en cada tubo de ensayo
gue contenia campanas Durham para determinar la produccion de gas.

Se preparé los tubos por cada azucar empleado, tubos para el control sin
in6culo, sin azucar y tubos para el blanco al que se agreg6 el indculo, pero sin
azucar. Los tubos se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Los azlcares empleados fueron glucosa, arabinosa, celobiosa, fructosa,
galactosa, sacarosa, lactosa, rafinosa, maltosa, inulina, manitol, manosa,
xilosa, salicilina, ribosa, sorbitol, melibiosa, ramnosa y glicégeno.

Luego de llevar a cabo la esterilizacion y enfriamiento de los tubos, se procedio
a incorporar los diversos azucares en cada uno de ellos con el fin de realizar el
ensayo de concentracion al 1.5 % p/v. Posteriormente, se homogeniz6 la
mezcla y finalmente se afiadié 1 mL de la solucién de azlcares a cada uno de
los tubos que contenian el medio basal de fermentacion. Cabe destacar que

todo el proceso se llevd a cabo bajo condiciones estériles.
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Para finalizar se agregé 10 mL de agua destilada estéril a las cepas sembradas

en agar Lactobacilli y luego se agité de forma manual con el propésito de liberar

las colonias del agar y se incorporé 0.1 mL de la solucién a cada uno de los
tubos que contenian el medio basal de fermentacion.

Los tubos fueron ligeramente agitados y luego se incubaron a 37 °C durante 2

dias. Se realizaron inspecciones de los tubos cada 18 a 24 horas para detectar

modificaciones en el color del medio de cultivo y acumulacién de gas.

La interpretacion de los resultados se realiz6 de la siguiente manera:

En el ensayo de fermentacion de azlcares, se consideré la presencia de gas

en la campana de Durham como una indicaciébn de la capacidad de

fermentacion del azucar, mientras que la ausencia de gas en la campana se
interpreté como una falta de capacidad parar fermentar azlcares.

Para el reporte de resultados se utilizé de los siguientes simbolos:

+ : fuertemente positivo, cambio de color del medio amarillo (acido) y
produccibn de gas variable: llenado de gas en la campana y/o
desplazamiento.

w : débilmente positivo retardado, cambio de color del medio naranja y/o
produccibn de gas variable: llenado de gas en la campana y/o
desplazamiento.

- 1 negativo, sin cambio de color, sin acumulacién de gas en la campana.

v :variable en las repeticiones puede ser positiva 0 negativa.

De acuerdo a los resultados obtenidos de ambos ensayos fueron comparados con

la bibliografia en tablas detallado en el anexo 18 y 19.
Prueba de catalasa (Vos et al, 2009; Herrera, 2021).

Con el asa de siembra se tom6 una colonia de 18 a 24 horas colocandolo a un
portaobjeto limpio y luego se agreg6 con la ayuda de una pipeta Pasteur una
gota de perdxido al 30 %, sin frotarlo, y se observd la formacién de burbujas

(positivo) o no (negativo).

b) En levaduras

Caracteristicas macroscoépicas (Kurtzman y Fell,2000; Aranda, 2019).

Se sembré una asada del cultivo aislado en el caldo Sabouraud y se incubé a
28 °C por 24 horas, para luego ser sembradas en agar Sabouraud a 28 °C por
24 horas.

Después del crecimiento de las colonias se observo las caracteristicas

macroscopicas, la forma, superficie, color y brillo.
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Caracteristicas microscépicas (Mujica et al., 2016).

e Se realizd la observacion directa sin colorante y para la observacion de la
morfologia celular se utilizé azul de metileno; para ello se extrajo una asada a
partir de un cultivo joven de (18-24h) y se realizé un frotis utilizando una gota
de agua destilada estéril o en el caso de utilizar colorante (azul de metileno),
este se afiadié con el gotero, luego se colocé el cubreobjetos, eliminando el
exceso de agua o colorante con un papel absorbente y se procedi6 a la
observacién al microscopio optico a un aumento de 400 X para poder examinar
las estructuras microscopicas y la forma de las levaduras.

Pruebas bioquimicas

Fermentacion de carbohidratos (Kurtzman y Fell, 2000).

e Se activo las cepas, se indculo por estrias en 10 mL de agar YM inclinado en
tubos y se incubd a 28 °C por 24 horas.

e Se prepard 100 mL del medio base de fermentacién al que se afiadié 4 mL de
solucion base de azul de bromotimol.

e Se agregaron 4 mL del medio base de fermentacién en cada tubo de ensayo
que contenia campanas Durham para determinar la produccion de gas.

¢ Se acondicionaron tubos separados para cada tipo de azucar utilizado, ademas
de tubos de control sin indculo y sin azlcar, asi como tubos de referencia a los
gue se afadi6é el indculo, pero sin azucar. Estos tubos fueron sometidos a
esterilizacion en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

e Los azucares empleados fueron glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa,
lactosa, melibiosa, rafinosa e inulina.

¢ Una vez que los tubos se esterilizaron y se enfriaron, se introdujeron distintos
azucares en cada uno de ellos con el fin de llevar a cabo el ensayo de
concentracion al 10 % p/v. Posteriormente, se homogenizé la mezcla y se
afadi6 finalmente 1 mL de la solucién de azlicares a cada uno de los tubos que
contenian el medio basal de fermentacion. Es importante destacar que todo el
proceso se efectud en condiciones estériles.

e Para concluir, se incorporaron 10 mL de agua destilada estéril a las cepas
previamente sembradas en agar YM, agitdndolas manualmente para liberar las
colonias del agar. Luego, se afiadié 0.1 mL de la solucién a cada uno de los
tubos que contenian el medio basal de fermentacion.

e Los tubos se movieron con delicadeza y se colocaron en incubaciéon a una

temperatura de 28 °C durante un periodo de 28 dias. Se efectuaron
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inspecciones de los tubos en intervalos de 24 a 48 horas para detectar

modificaciones en el color del medio de cultivo y la acumulacién de gas.

La interpretacion de los resultados se realiz6 de la siguiente manera:

En el ensayo de fermentacién de azlcares, la presencia de gas en la campana

de Durham se consider6 como indicativo de la capacidad de fermentar

azucares y al no presentarse el gas en la campana indico la incapacidad de

realizar la fermentacion de azlcares.

Para el reporte de resultados se utilizo de los siguientes simbolos:

+ . fuertemente positivo, cambio de color del medio y/o campana se llené en
un periodo de 7 dias.

I . positivo tardio, cambio de color del medio y/o campana se llené
rapidamente en 48 horas, pero después de mas de 7 dias.

s : lentamente positivo, cambio de color del medio y /o campana se llen6
rapidamente mas de 48 horas, pero después de mas de 7 dias.

w : débilmente positivo, cambio de color muy sutilmente y/o la campana no
esté llena de gas.

- :negativo, sin cambio de color y /o sin produccién de gas en la campana.

v :variable en las repeticiones puede ser positiva 0 negativa.

De acuerdo a los resultados obtenidos de ambos ensayos fueron comparados con

la bibliografia en tablas detallado en el anexo 21y 22.

Hidrélisis de la urea (Kurztman y Fell, 1998).

Se sembro las cepas de levaduras en el medio Agar Urea Christensen en tubos
inclinados e incub6 a 28 °C por 24 horas a 96 horas, luego de ello se observé
y se hizo la lectura de los resultados presentando los cambios de color del
medio:

(+), alcalino es de color rosa-rojizo.

(-), acidez es de color amarillo.

Pruebas fisiol6gicas

Determinacién de la capacidad de filamentizacién (Kurtzman y Fell, 2000;
Regoddn, 1998).

Para la formacién del pseudomicelio se cultivd en laminas portaobjeto
conteniendo Agar Papa Dextrosa pH 6.0 (2.5 mL) con ayuda de una pipeta
estéril dentro de una placa Petri y varillas estériles para que se apoye la lamina,
sembrados en estrias y colocando algodones himedos estériles pasando hacer
incubados a 28 °C durante cinco a siete dias, durante este tiempo se aseguro

gue el algodon este humedo.
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Se obtuvo el crecimiento del pseudomicelio retirandose la lamina para ser

observado en el microscopio a 100 X de aumento.

Determinacién de la capacidad de esporulacién (Kurtzman y Fell, 2000;
Regoddn, 1998).

Se tomo con una asada de un cultivo joven y se sembrd al medio YPD para
una pre-esporulacion y se incubé a 28 °C durante dos dias y luego se sembro
en al medio de esporulacion en agar acetato, durante cinco dias a 28 °C.

Se realiz6 un frotis con una gota de agua destilada estéril para la observacion
al microscopio a 400 X de aumento.

3.3.3. Evaluacion de la capacidad probiética de los microorganismos de la

chicha de molle

En bacterias lacticas (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017; Quispe, 2021).

Tolerancia a pH acido: se prepar6 tubos con caldo Lactobacilli ajustandose el
pHa 1.0, 1.5y 2.0 con HCl al 0.1 N luego se vertié el inéculo de las cepas de
bacterias lacticas y se incubd a 37 °C por 24 horas, finalmente se observo
crecimiento por turbidez.

Tolerancia a extractos gastricos: se reactivé las cepas de las bacterias lacticas,
se prepar6 jugo gastrico artificial, con 0.3 g de NaCl y 0.48 g de pepsina 'y se
ajusté a un pH de 2.0 a 2.3 con HCI concentrado, agregando 150 mL de agua
destilada estéril y como control se uso el jugo gastrico artificial en un pH de 6.5
a 7.0 con NaOH 5N, luego se esterilizd, se agregd 0.1mL del in6culo en 5 mL
de jugo gastrico artificial de pH 2.0 a 2.3y pH 6.5 a 7.0 (control). Se incub6 a
37 °C a 24 horas y se observo la viabilidad celular por turbidez.

Tolerancia a sales biliares: se prepar6 bilis de buey a 0.05, 0.1, 0.15y 0.3 %
p/v en tubos que contienen 5mL caldo Lactobacilli para bacterias e incub6 a 37
°C a 24 horas y se observé el crecimiento por turbidez.

Crecimiento a diferentes temperaturas: se utilizé tubos con 5mL con caldo
Lactobacilli a un pH 6.5 al cual se afiadié 0.1mL de in6culo joven e incub6 a
diferentes temperaturas (28 °C, 37 °C y 50 °C) durante 24 horas, y se observd

el crecimiento por turbidez.

En levaduras (Rodriguez y Garcia-Godos, 2017; Herrera, 2021).

Tolerancia a pH &cido: se prepardé en tubos con 5 mL caldo Sabouraud
ajustandose elpHa 1.0, 1.5y 2.0 con HCl al 0.1 N luego se verti6 0.1 de inéculo
de las cepas de levaduras lacticas e incub6 a 28 °C por 24 horas y se observo

crecimiento por turbidez.
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e Tolerancia a extractos gastricos: se reactivo las levaduras lacticas, se preparé
jugo gastrico artificial, con 0.3g de NaCl y 0.48g de pepsinay se ajust6 a un pH
de 2.0 a 2.3 con HCI concentrado, agregando 150 mL de agua destilada estéril
y como control se ajusto el jugo gastrico artificial en un pH de 6.5 a 7.0 con
NaOH 5N, luego se esterilizd, se agregd 0.1 mL del in6éculo en 5mL de jugo
gastrico artificial de pH 2.0 a 2.3y pH 6.5 a 7.0 (control). Se incubd a 28 °C en
24 horas en y se observo la viabilidad celular por turbidez.

e Tolerancia a sales biliares: se preparé bilis de buey a 0.05, 0.1, 0.15y 0.3 %
p/v en tubos que contienen 5 mL caldo Sabouraud respectivamente,
previamente se agreg6 0.1 mL de las cepas terminado todo ello se incub6 a 28
°C a 24 horas y se observo crecimiento por turbidez.

e Crecimiento a diferentes temperaturas: se utiliz6 tubos con 5 mL en caldo
Sabouraud a un pH 6.5 al cual se afiadié 0.1 mL de in6culo joven y se incubd
a diferentes temperaturas (28 °C, 37 °C y 50 °C) durante 24 horas y se observo
el crecimiento por turbidez.

3.4. Andélisis estadistico

La investigacion por sus caracteristicas que presenta, no se realizé andlisis

estadisticos paramétricos y pruebas de significancia. Los datos obtenidos se

confeccionaron en tablas y figuras con estadistica descriptiva y analisis objetivo

del tipo cualitativo que han sido utilizados en el programa Microsoft Excel 2017.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Muestreo de cepas aisladas de la chicha de molle artesanal elaborada en la

provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

N° de Lugar de Cédigo de cepas
muestras muestras Bacterias lacticas Levaduras
1 S BL-1 BL-2 L-1 L-2 L-3
2 Barbara BL-3 L-4
8 (Tambillo) BL-4 L-5 L-6
4 BL-5 L-7
5 Merc. Santa BL-6 BL-7 L-8
Clara
6 BL-8 L-9 L-10 L-11
7 BL-9 L-12 L-13
8 Huascaura BL-10 BL-11 L-14 L-15
9 BL-12 L-16 L-17
10 BL-13 L-18
11 Acuchimay BL-14 L-19
12 (Mirador) BL-15 BL-16 L-20 L-21
13 BL-17 L-22 L-23
14 BL-18 BL-19 L-24 L-25
15 Pacaycasa BL-20 L-26
16 (Orcasitas) BL-21 L-27 L-28
17 BL-22 L-29 L-30
18 Jesus BL-23 BL-24 L-31 L-32
19 Nazareno BL-25 L33 L-34
(Feria)

20 San Juan BL-26 L-35 L-36
21 Bautista BL-27 L-37 L-38
22 (Feria) BL-28 BL-29 L-39 L-40

TOTAL 29 40

BL: Bacteria Lacticas, L: Levaduras
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Tabla 2. Especies de microorganismos aislados de la chicha de molle artesanal elaborada

en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Microorganismos Especies N°de cepas Total de cepas
Lactobacillus plantarum 9
Bacterias lacticas Leuconostoc mesenteroides 18 29

Leuconostoc lactis

Galactomyces candidum 6
Saccharomyces odessa 17
Levaduras Saccharomyces chodati 7 40

Saccharomyces kluyveri
Saccharomyces heterogenicus
TOTAL 8 69 69
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Tabla 3. Caracteristicas morfoldgicas de las colonias de bacterias lacticas aisladas de la

chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Cddigo de cepas Forma Borde Elevacién  Superficie  Consistencia Color Brillo
BL-1 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-2 Circular Entera Elevada Lisa Cremosa Blanco Brilloso
BL-3 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-4 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-5 Circular Entera Elevada Lisa Cremosa Blanco Brillloso
BL-6 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-7 Circular Entera Elevada Lisa Cremosa Blanco Brilloso
BL-8 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-9 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-10 Circular Entera Elevada Lisa Cremosa Blanco Brilloso
BL-11 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-12 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-13 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-14 Circular Entera Elevada Lisa Cremosa Blanco Brilloso
BL-15 Circular Entera Elevada Lisa Cremosa Blanco Brilloso
BL-16 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-17 Circular Entera Elevada Lisa Cremosa Blanco Brilloso
BL-18 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-19 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-20 Circular Entera Elevada Lisa Cremosa Blanco Brilloso
BL-21 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-22 Circular Entera Convexa Lisa Viscosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-23 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-24 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-25 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-26 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-27 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-28 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Blanco grisaceo Brilloso
BL-29 Circular Entera Elevada Lisa Cremosa Blanco Brilloso

BL: Bacterias Lacticas
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Tabla 4. Caracteristicas microscépicas de bacterias lacticas aisladas de la chicha de molle

artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Cepas Gram Caracteristicas
BL-1 + Cocobacilos solos
BL-2 + Bacilos solos y pareja
BL-3 + Cocobacilos en pareja
BL-4 + Cocobacilos en pareja
BL-5 + Cocobacilos en pareja
BL-6 + Cocbacilos en pareja y cadena
BL-7 + Bacilos en pareja
BL-8 + Cocobacilos en pareja
BL-9 + Cocobacilos en pareja
BL-10 + Bacilos solos
BL-11 + Cocobacilos en pareja
BL-12 + Cocobacilos en pareja
BL-13 + Cocobacilos en pareja
BL-14 + Bacilos en pareja y cadena
BL-15 + Bacilos solos y en pareja
BL-16 + Cocobacilos en pareja
BL-17 + Bacilos en pareja
BL-18 + Bacilos en pareja
BL-19 + Cocobacilos en pareja y cadena
BL-20 + Cocobacilos en pareja
BL-21 + Bacilos en pareja
BL-22 + Cocobacilos en pareja
BL-23 + Cocobacilos en pareja cadena
BL-24 + Cocobacilos en pareja cadena
BL-25 + Cocobacilos en pareja
BL-26 + Cocobacilos en pareja
BL-27 + Cocobacilos en pareja
BL-28 + Cocobacilos en pareja
BL-29 + Bacilos solos

BL: Bacterias Lacticas
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Tabla 5. Identificacion de bacterias lacticas aisladas de la chicha de molle artesanal

elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Cod|go de Especies identificadas
cepas aisladas

BL-1 Leuconostoc mesenteroides
BL-2 Lactobacillus plantarum
BL-3 Leuconostoc mesenteroides
BL-4 Leuconostoc mesenteroides
BL-5 Leuconostoc mesenteroides
BL-6 Leuconostoc mesenteroides
BL-7 Lactobacillus plantarum
BL-8 Leuconostoc mesenteroides
BL-9 Leuconostoc mesenteroides
BL-10 Lactobacillus plantarum
BL-11 Leuconostoc mesenteroides
BL-12 Leuconostoc mesenteroides
BL-13 Leuconostoc mesenteroides
BL-14 Lactobacillus plantarum
BL-15 Lactobacillus plantarum
BL-16 Leuconostoc mesenteroides
BL-17 Lactobacillus plantarum
BL-18 Lactobacillus plantarum
BL-19 Leuconostoc lactis

BL-20 Leuconostoc mesenteroides
BL-21 Leuconostoc mesenteroides
BL-22 Leuconostoc mesenteroides
BL-23 Leuconostoc mesenteroides
BL-24 Leuconostoc lactis

BL-25 Leuconostoc mesenteroides
BL-26 Leuconostoc mesenteroides
BL-27 Leuconostoc mesenteroides
BL-28 Leuconostoc mesenteroides
BL-29 Lactobacillus plantarum

BL: Bacterias Lacticas
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Tabla 6. Caracteristicas morfolégicas de las colonias de levaduras aisladas de la chicha

de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Cadigo

Forma Borde Elevacién Superficie Consistencia  Color Brillo
de cepas

L-1 Rizoide Rizoide Plana Filamentosa Cremosa Blanco Sin brillo
L-2 Irregular  Filamentosa Elevada Suave Cremosa Blanco Sin brillo
L-3 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-4 Rizoide Rizoide Elevada Esponjoso Cremosa Blanco sin brillo
L-5 Rizoide Rizoide Elevada Esponjoso Cremosa Blanco sin brillo
L-6 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-7 Irregular  Filamentosa Elevada Suave Cremosa Blanco Sin brillo
L-8 Rizoide Rizoide Plana Filamentosa Cremosa Blanco Sin brillo
L-9 Irregular Ondulado Umbonada Rugosa Semi-seca Blanco Mate
L-10 Irregular  Filamentosa Elevada Suave Cremosa Blanco Sin brillo
L-11 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-12 Rizoide Rizoide Plana Filamentosa Cremosa Blanco Sin brillo
L-13 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-14 Irregular Ondulado Umbonada Rugosa Semi-seca Blanco Mate
L-15 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-16 Irregular Ondulado Umbonada Rugosa Semi-seca Blanco Mate
L-17 Rizoide Rizoide Plana Filamentosa Cremosa Blanco Sin brillo
L-18 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-19 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-20 Rizoide Rizoide Plana Filamentosa Cremosa Blanco Sin brillo
L-21 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-22 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-23 Rizoide Rizoide Plana Filamentosa Cremosa Blanco Sin brillo
L-24 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brillloso
L-25 Irregular Ondulado Umbonada Rugosa Semi-seca Blanco Mate
L-26 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema brillloso
L-27 Irregular  Filamentosa Elevada Suave Cremosa Blanco Sin brillo
L-28 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brillloso
L-29 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brillloso
L-30 Rizoide Rizoide Elevada Esponjoso cremosa Blanco sin brillo
L-31 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-32 Irregular Ondulado Umbonada Rugosa Semi-seca Blanco Mate
L-33 Irregular  Filamentosa Elevada Suave Cremosa Blanco Sin brillo
L-34 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-35 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-36 Irregular Ondulado Umbonada Rugosa Semi-seca Blanco Mate
L-37 Irregular  Filamentosa Elevada Suave Cremosa Blanco Sin brillo
L-38 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-39 Circular Entera Convexa Lisa Cremosa Crema Brilloso
L-40 Irregular  Filamentosa Elevada Suave Cremosa Blanco Sin brillo

L: Levaduras
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Tabla 7. Caracteristicas morfolégicas de levaduras aisladas de la chicha de molle

artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Cepas Forma
L-1 Cilindricas
L-2 Elipticas
L-3 Ovoides
L-4 Elipticas
L-5 Elipticas
L-6 Ovoides
L-7 Elipticas
L-8 Cilindricas
L-9 Ovoides

L-10 Elipticas
L-11 Ovoides
L-12 Cilindricas
L-13 Ovoides
L-14 Ovoides
L-15 Ovoides
L-16 Ovoides
L-17 Cilindricas
L-18 Ovoides
L-19 Ovoides
L-20 Cilindricas
L-21 Ovoides
L-22 Ovoides
L-23 Cilindricas
L-24 Ovoides
L-25 Ovoides
L-26 Ovoides
L-27 Elipticas
L-28 Ovoides
L-29 Ovoides
L-30 Elipticas
L-31 Ovoides
L-32 Ovoides
L-33 Elipticas
L-34 Ovoides
L-35 Ovoides
L-36 Ovoides
L-37 Elipticas
L-38 Ovoides
L-39 Ovoides
L-40 Elipticas

L: Levaduras
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Tabla 8. Identificacion de levaduras aisladas de la chicha de molle artesanal elaborada en

la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Cod|go de Especies identificadas
cepas aisladas
L-1 Galactomyces candidum
L-2 Saccharomyces chodati
L-3 Saccharomyces odessa
L-4 Saccharomyces kluyveri
L-5 Saccharomyces kluyveri
L-6 Saccharomyces odessa
L-7 Saccharomyces chodati
L-8 Galactomyces candidum
L-9 Saccharomyces heterogenicus
L-10 Saccharomyces chodati
L-11 Saccharomyces odessa
L-12 Galactomyces candidum
L-13 Saccharomyces odessa
L-14 Saccharomyces heterogenicus
L-15 Saccharomyces odessa
L-16 Saccharomyces heterogenicus
L-17 Galactomyces candidum
L-18 Saccharomyces odessa
L-19 Saccharomyces odessa
L-20 Galactomyces candidum
L-21 Saccharomyces odessa
L-22 Saccharomyces odessa
L-23 Galactomyces candidum
L-24 Saccharomyces odessa
L-25 Saccharomyces heterogenicus
L-26 Saccharomyces odessa
L-27 Saccharomyces chodati
L-28 Saccharomyces odessa
L-29 Saccharomyces odessa
L-30 Saccharomyces kluyveri
L-31 Saccharomyces odessa
L-32 Saccharomyces heterogenicus
L-33 Saccharomyces chodati
L-34 Saccharomyces odessa
L-35 Saccharomyces odessa
L-36 Saccharomyces heterogenicus
L-37 Saccharomyces chodati
L-38 Saccharomyces odessa
L-39 Saccharomyces odessa
L-40 Saccharomyces chodati

L: Levaduras
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Tabla 9. Capacidad probiédtica de bacterias lacticas aisladas de la chicha de molle

artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Tolerancia gastrointestinal
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BL-1 + - + - + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-2 + + + + + + + + + + + + Lactobacillus plantarum +
BL-3 + + + - + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-4 + + + + + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
BL-5 + + + + o+ + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
BL6 + + + - + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-7 - + + + + + + + + + + + Lactobacillus plantarum -
BL-8 - + + + + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-9 - + - + o+ + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-10 + + + + o+ + + + + + + + Lactobacillus plantarum +
BL-11 + + + + + + - - - + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-12 - + + + o+ + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-13 + + + - + + + - - + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-14 + - + + + + + + + + + - Lactobacillus plantarum -
BL-15 + - + + o+ + + + - + + + Lactobacillus plantarum -
BL-16 + + - + o+ + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-17 + - + + + + + - - + + - Lactobacillus plantarum -
BL-18 - + + - + + + + + + + + Lactobacillus plantarum -
BL-19 + + + + o+ + + + + + + + Leuconostoc lactis +
BL-20 - + + + + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-21 + + + + o+ + + + + + + + Lactobacillus plantarum +
BL-22 - + + + + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-23 + + + + o+ + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
BL-24 + + + + + + + + + + + + Leuconostoc lactis +
BL-25 + + + + + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
BL-26 + + + + o+ + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
BL-27 - + + + o+ + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-28 - + + + o+ + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides -
BL-29 + - - - + + - - - + + + Lactobacillus plantarum -

BL: Bacterias Lacticas
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Tabla 10. Capacidad probidtica de levaduras aisladas de la chicha de molle artesanal

elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Tolerancia gastrointestinal
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%) " u ’\3 o 5 f:,)
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Q [ ®©
S owo 0s 8 9 9 8 g 5 g 2
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L-1 - - + + + + + + + + + - Galactomyces candidum -
L-2 - - + + + + + + + + + - Saccharomyces chodati -
L-3 -+ + + + + + + + + + + Saccharomyces odessa -
L-4 + o+ + + + + + + + + + + Saccharomyces kluyveri +
L-5 + o+ + + + + + + + + + + Saccharomyces kluyveri +
L-6 -+ + + + + + + + + + + Saccharomyces odessa -
L-7 - - + + + + + + + + + - Saccharomyces chodati -
L-8 - - + + + + + + + + + + Galactomyces candidum -
L-9 + 4+ + + + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +
L-10 - - + + + + + + + + + - Saccharomyces chodati -
L-11 - o+ o+ o+ o+ + + + + + + +  Saccharomyces odessa -
L-12 - - + + + + + + + + + + Galactomyces candidum -
L-13 - + + + + + + + + + + + Saccharomyces odessa -
L-14  + + + + + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +
L-15 -+ + + + + + + + + + + Saccharomyces odessa -
L-16 + + + + + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +
L-17 -+ + + - + + + + + + + Galactomyces candidum -
L-18 - + + + + + + + + + + + Saccharomyces odessa -
L-19 - - + + + + + + + + + - Saccharomyces odessa -
L-20 - - + + - + + + + + + + Galactomyces candidum -
L-21 - o+ o+ 4+ o+ + + + + + + +  Saccharomyces odessa -
L-22 - - + + + + + + + + + - Saccharomyces odessa -
L-23 - - + + + + + + + + + + Galactomyces candidum -
L.24 + o+ + + + + + + + + + + Saccharomyces kluyveri +
L-25 - - + + + + + + + + + + Saccharomyces kluyveri -
L-26 - - + + + + + + + + + - Saccharomyces odessa -
L-27 -+ + + + + + + + + + + Saccharomyces chodati -
L-28 -+ + + + + + + + + + + Saccharomyces odessa -
L-29 - - + + + + + + + + + - Saccharomyces odessa -
L-30 -+ + + + + + + + + + + Saccharomyces kluyveri -
L-31  + + + + + + + + + + + + Saccharomyces odessa -
L-32  + + + + + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +
L-33 - + + + + + + + + + + + Saccharomyces chodati -
L-34 - + + + + + + + + + + + Saccharomyces odessa -
L-35 - - + + + + + + + + + - Saccharomyces odessa -
L-36 + + + + + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +
L-37 -+ + + + + + + + + + + Saccharomyces chodati -
L-38 -+ + + + + + + + + + + Saccharomyces odessa -
L-39 - - + + + + + + + + + - Saccharomyces odessa -
L-40 - - + + + + + + + + + + Saccharomyces chodati -

L: Levaduras
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Tabla 11. Cepas aisladas con capacidad probidética de los microorganismos a partir de la

chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Tolerancia gastrointestinal
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BL-2 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Lactobacillus plantarum +
BL-4 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
BL-5 + + + + + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
BL-10 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Lactobacillus plantarum +
BL-19 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Leuconostoc lactis +
BL-21 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Lactobacillus plantarum +
BL-23 + 4+ o+ o+ + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
BL-24 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Leuconostoc lactis +
BL-25 + 4+ o+ o+ + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
BL-26 + + + o+ + + + + + + + + Leuconostoc mesenteroides +
L-4 + o+ o+ 4+ + + + + + + + + Saccharomyces kluyveri +
L-5 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Saccharomyces kluyveri +
L-9 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +
L-14 + + + o+ + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +
L-16 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +
L-24 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Saccharomyces kluyveri +
L-32 + o+ o+ o+ + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +
L-36 + + + o+ + + + + + + + + Saccharomyces heterogenicus +

BL: Bacterias Lacticas, L: Levaduras
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Figura 1. Capacidad probiodtica de cepas aisladas de la chicha de molle artesanal

elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

45
40
35
30

25

N° de cepas

20

15

10

Bacterias lacticas Levaduras

Microorganismos

M Total de cepas W Cepas con capacidad probidtica

36



Figura 2. Porcentaje de capacidad probidtica de bacterias lacticas de la chicha de molle
artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.
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Figura 3. Porcentaje de capacidad probiotica de levaduras de la chicha de molle artesanal

elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.
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V. DISCUSION

En la investigacion se aislaron bacterias lacticas y levaduras de 22 muestras de
chichas de molle elaboradas artesanalmente de 7 lugares de la provincia de
Huamanga, como se muestra en la Tabla 1, donde observamos que predominaron
las cepas de levaduras en comparacion a las bacterias lacticas debido a que
requieren un medio de aislamiento muy exigente presentando especificidad
fisiolégica y necesitan de medios selectivos para sus procesos de crecimiento y
desarrollo (Vos et al., 2009), en la investigacion de Vanegas (2014) quien aislé
Lactobacillus de kéfir de leche empleé el medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe),
ademas Jang et al., (2014) mencionan que la diversidad de microorganismos
presentes en la fermentacion lactica de manera espontanea favorece el contenido
nutricional en micronutrientes y aminoacidos al consumidor.

En la investigacién se aislaron 69 cepas de bacterias lacticas y levaduras de
chichas de molle resultados que se muestran en la Tabla 2, en ella apreciamos
que dentro de las bacterias lacticas como Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc lactis y Lactobacillus plantarum en cambio en las levaduras lacticas
se reportd Saccharomyes odessa, Sacharomyces chodati, Sacharomyces
kluyveri, Saccharomyces heterogenicus y Galactomyces candidum resultados
similares a la investigacion de Rodriguez y Garcia-Godos (2017) quienes aislaron
Leuconostoc y Lactobacillus, es necesario resaltar que estos géneros se
encuentran con mayor frecuencia en las bebidas fermentadas debido a que estas
tiene el sustrato ideal para estos microorganismos y también presentan una
elevada capacidad probidtica probada in vitro e in vivo, estos resultados se
fundamentan ademas con la investigacion de Astudillo et al., (2023) quien aislo
los géneros como Lactococcus, Weisella, Acetobacter, Zymomonas,
Saccharomyces, Kluveromyces, Hanseniaspora en pulque esto fue en base a la

diversidad microbiol6gica de fermentaciones espontdneas tradicionales y se
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encontraron diferentes géneros debido a la predominancia y dependencia de la
matriz vegetal (Bernal et al., 2017).

Asimismo se reportd en los resultados de Pazmifio (2013), quien aisl6 a partir de
chicha de arroz 12 cepas de bacterias lacticas entre ellas Leuconostoc y
Lactobacillus, 13 cepas de enterobacterias del género Enterobacter, Klebsiella,
Yersinia y Proteus y 9 cepas de levaduras del género Saccharomyces y Candida,
15 cepas de moho como Aspergillus y Penicilium, esta variedad de
microorganismo es debido a la manipulacién y preparaciéon de la bebida
tradicional; encontrdndose con mayor frecuencia el género Saccharomyces
debido a que estas levaduras tienen la capacidad de poder sobrevivir y crecer en
una gran variedad de ambientes y condiciones (Goddar y Greig, 2015).

En la Tabla 3, se muestra las caracteristicas macroscopicas de las bacterias
lacticas como la forma, borde, consistencia, color y brillo resultados similares por
Landa et al., (2019) quién al realizar el aislamiento e identificacién de Leuconostoc
y Lactobacillus en leche y calostro comparten los microorganismos que resultan
las caracteristicas culturales de las colonias como circulares, bordes enteros, color
blanco (Vos et al., 2009). Para las caracteristicas microscopicas presentadas en
la Tabla 4, se muestra que el 100 % de las cepas aisladas son Gram positivas
para los géneros de Lactobacillus y Leuconostoc presentan forma bacilar y
cocobacilos respectivamente, resultados similares por Landa et al., (2019) que
confirman lo reportado que son Gram positivos, forma bacilar y cocobacilos sin
esporas.

Para la identificacion de las bacterias lacticas se basd en pruebas bioquimicas
(catalasa y fermentacién de carbohidratos respectivamente) resultando que el 100
% de las cepas aisladas son catalasa negativa y para la fermentacion de azUcares,
se empled de 19 azlcares, lo cual nos permitié identificar las 29 cepas aisladas,
18 Leuconostoc mesenteroides, 2 Leuconostoc lactis y 9 Lactobacillus plantarum,
en base a la Tabla 5 de acuerdo al Manual de identificacion de Bergey, resultados
parecidos por Rodriguez y Garcia-Godos, (2017) que de 55 muestras de chicha
de molle elaborados artesanalmente llegando a identificar que el 100 % de las
cepas de Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus
maltaromicus presentando una reaccion positiva al Gram.

En las caracteristicas macroscopicas de las levaduras se reporta en la Tabla 6, la
forma, elevacion, consistencia, color y brillo de las colonias, presentando

resultados diferentes entre si en la forma y elevacion de las especies aisladas
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como Saccharomyces Kluyveri, Saccharomyces chodati y Saccharomyces
heterogenicus, predominando las cepas de Saccharomyces odessa siendo las
colonias de forma circulares, cremosas con brillo y de superficie lisa asi tenemos
investigaciones similares por Ochoa et al., (2019) quienes aislaron e identificaron
cepas de Saccharomyces en la elaboracion de cerveza, en la que muestra que la
mayoria de colonias son blancas, cremosas con brillo por otra parte Lagos (2017),
identific6 y caracterizO levaduras en granos de cacao especies de
Saccharomyces, Candida, Hanseniaspora, Kodamaea, Meyerozyma, Pichia,
Rhodotorula y Galactomyces, resultados parcialmente parecidos en dos géneros
ya que la poblacién de levaduras fermentadoras del cacao es muy diversa y
heterogénea debido a su proceso de fermentacion. En la Tabla 7, se muestra sus
caracteristicas morfolégicas como forma ovoide, eliptica y cilindrica, resultados
semejantes a las de Lagos (2017) quién observo forma ovoide, eliptica, cilindrica
y el tipo de gemacion.

Para la identificacion de levaduras aisladas en chicha de molle, se realiz6 pruebas
fisiolégicas como la formacién de filamentos y ascaesporas, todas las cepas como
Saccharomyces chodati, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces heterogenicus
y Galactomyces candidum formaron filamentos excepto las cepas de
Saccharomyces odessa y las ascaesporas del género Saccharomyces y
Galactomyces son de forma redonda asimismo se realiz6 las prueba bioquimicas
como hidrolisis de la urea siendo negativo para las cepas del género
Saccharomyces y positivo para las cepas Galactomyces, también se procedio la
fermentacion de carbohidratos en la que se utilizé 8 azlcares que permitié
identificar las 40 cepas aisladas 18 Saccharomyces odessa, 8 Saccharomyces
chodati, 2 Saccharomyces kluyveri, 6 Saccharomyces heterogenicus y 6
Galactomyces candidum segun Tabla 8 en base a la literatura (Kurtzman, C. y
Fell, 1998) resultados parcialmente parecido con la investigacion de Coronel
(2015), quien proceso 30 frutas maduras de mortifio de las cuales identifico cepas
de Saccharomyces cerevisae y Candida krusei aislados en medio agar YPD, no
llegando aislar los otras especies de Saccharomyces y Galactomyces debido al
tipo de sustrato vegetal y medio de aislamiento empleado que favorece el
crecimiento de algunas especies.

La capacidad probiética de las 29 cepas de bacterias lacticas aisladas, reportadas
en la Tabla 9, se muestra que algunas cepas de Leuconostoc mesenteroides,

Leuconostoc lactis y Lactobacillus plantarum son tolerables a pH 1 y 2, en
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condiciones gastrointestinales, valores similares por Rodriguez y Garcia-Godos
(2017) quienes en su investigacion evaluaron la capacidad probiotica de sus cepas
aisladas e identificados de chichas de molle in vitro e in vivo en ratas, lo que
evidencia que estos microorganismos toleran la acidez y que al consumirlos logran
desarrollarse en las paredes del intestino como probidticos. Por lo general, las
cepas de Lactobacillus y Leuconostoc tienden a mostrar una mayor resistencia al
desarrollo en entornos acidos, pudiendo prosperar incluso en condiciones con un
pH bajo como 4. Esto otorga la capacidad de mantener su presencia en procesos
de fermentacion lactica naturales, mientras que otras bacterias no pueden
sobrevivir en tales condiciones acidas (Vos et al., 2009). Las bacterias lacticas
aisladas en las chichas de molle se reportaron tolerables a temperaturas de 28 °C
hasta 50 °C porque son mesofilas y termdfilas ademas presentan tolerancia frente
a extractos gastricos como al jugo gastrico con pH 2 - 3y al control con pH 6 — 7,
es decir las bacterias lacticas poseen un mecanismo de sobrevivencia y generan
cantidades significativas de &cido lactico, lo cual intensifica la acidificacion del
entorno, suprime la accion de la enzima ureasa y previene la expansion de los
microorganismos patégenos como Helicobacter pylori (Guzman, 2021). Las
bacterias lacticas del género Lactobacillus tienen la capacidad de sintetizar la
enzima denominada sal biliar hidrolasa (SBH) la cual descompone las sales
biliares ademas de ser un potencial reductor de colesterol entonces cuanto mayor
sea la poblacion de estas habra mayor influencia del metabolismo del colesterol y
posterior reduccién del colesterol sérico (Bustos et al., 2017).

En la Tabla 10, se muestra la capacidad probiética de 40 cepas de levaduras
aisladas en chichas de molle, pero solo algunas cepas como Saccharomyces
kluyveri y Sacharomyces heterogenicus, son tolerables a pH 1 a 2, por lo tanto,
hay levaduras que se desarrollan y crecen en estos medios &cidos como las
bacterias lacticas que resisten a pH acidos posiblemente se deba a la existencia
de proteinas especializadas. Estas proteinas son responsables de facilitar el
intercambio de iones monovalentes, como el sodio (Na+) o el potasio (K+), y el
hidrogeno (H+) a través de las membranas celulares. Esto les permite regular las
concentraciones de iones y el pH tanto en el citoplasma como en los organelos
(Cueto y Aragon, 2012).

Las especies de Saccharomyces chodati y Saccharomyces odessa no lograron
crecer a temperatura de 50 °C, de acuerdo con la literatura de (Kurtzman, C. y

Fell, 1998) puesto que crecen a temperatura de 30 a 40 °C del género
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Saccharomyces, debido a que la temperatura es un factor critico que influye
significativamente en el desarrollo y supervivencia de los microorganismos, y esta
influencia puede variar de un género a otro. Esta variabilidad se relaciona con la
temperatura ideal en el entorno natural de cada género; si sube la temperatura las
reacciones enzimaticas y quimicas se aceleran hasta llegar a un limite e
inactivarse ademas que influye en la funcion de la estructura plasmatica como la
disminucién de &cidos grasos insaturados en la membrana, represion de sintesis
de proteinas mitocondriales y destruccién del material genético.

Y con respecto a la tolerancia a diferentes concentraciones de sales biliares (0.05
%, 0.10 %, 0.15 % y 0.30 %), obtuvimos que en su mayoria de las cepas aisladas
presentaron crecimiento, se ha observado que las levaduras pertenecientes del
género Saccharomyces pueden tolerar altas concentraciones de sales biliares.
Esto se debe a la presencia de proteinas integrales de membrana ligadas al ATP
(proteinas ABC) que facilitan el transporte de sales biliares conjugadas de manera
eficiente. Ademas, otro mecanismo potencial de tolerancia implica la acumulacién
de polioles y glicerol, los cuales regulan la presiéon osmaética dentro de la célula
(Kurtzman y Fell, 1998; Mendoza, 2013).

En la Tabla 11, se sefiala a las cepas con capacidad probiética de los
microorganismos aislados de chichas de molle elaboradas artesanalmente como
Leuconostoc mesenteroides (BL-4, BL-5, BL-23, BL-25 y BL-26), Leuconostoc
lactis (BL- 19 y BL-24 ) y Lactobacillus plantarum (BL-2, BL-10 y BL-21)
Saccharomyces kluyveri (LL-4, LL-5 y LL-24) y Sacharomyces heterogenicus (LL-
9, LL-14, LL-16, LL-32 y LL-36) son candidatas potenciales para ser probiodticos
porque cumplen con las condiciones gastrointestinales, resultados similares por
Guzman (2021), quien aislé y evalu6é los microorganismos en kombucha a
condiciones del tracto gastrointestinal in vitro encontrando levaduras y bacterias
lacticas con alta capacidad de resistencia de colonizar y permanecer en el colén.
Asi mismo Calderén (2018) menciona en su estudio de caracterizacion del
proceso de elaboracion artesanal en la bebida fermentada tradicional a base de
maiz menciona que la diversidad microbiana es un punto a favor del consumo de
bebidas tradicionales a comparacién de bebidas creadas en plantas por sus
nutrientes y condiciones organolépticas.

En la Figura 1, se observa la capacidad probittica de 29 cepas de bacterias
lacticas solo 10 cepas presentan capacidad probiética y de 40 cepas de levaduras

solo 8 cepas muestran capacidad probiotica, finalmente se contempla que las
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bacterias lacticas son las mas resistentes a condiciones gastrointestinales como
las especies aisladas de Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc lactis y
Lactobacillus plantarum por demostrar sus caracteristicas fisioldgicas,
propiedades bioquimicas y resistencia contra ambientes acidos (Vanegas, 2014).
Como se observa en la figura 2, del 100 % del total de bacterias lacticas aisladas
se muestra que el 17 % de Leuconostoc mesenteroides, el 10 % de Lactobacillus
plantarum y 7 % de Leuconostoc lactis presentan capacidad probidtica pues
cumplen con las directrices propuestas como la capacidad de sobrevivir a la
acidez, proliferarse, resistencia a los jugos gastricos, capacidad de crecer en
presencia de bilis, que han sido establecidos en el “Documento del comité
especializado en la elaboracion de pautas destinadas a la evaluacion de los
productos probiodticos en la industria alimentaria” presentado conjuntamente por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizaciéon de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) ( Rodriguez, 2015).

Se visualiza en la figura 3, que el 100 % del total de levaduras aisladas el 13% de
Saccharomyces heterogenicus y el 8 % de Saccharomyces Kkluyveri han
presentado capacidad probiética y las demas no lograron cumplir con algunas
condiciones probibticas, si bien es cierto que las bacterias lacticas son mas
estudiadas en la actividad probidtica se ha demostrado en las investigaciones de
Bonatsou et al., (2018) quienes aislaron 49 cepas de levaduras de la fermentacion
de aceitunas negra Kalamata y realizaron la capacidad probiética, logrando solo
24 de cepas el 75 % de autoagregacion, una tasa de supervivencia del 70 % in

vitro en digestiones gastricas y pancreaticas simuladas.
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VI. CONCLUSIONES

Se aislaron 29 cepas de bacterias lacticas y 40 cepas de levaduras a partir de
22 muestras de chichas de molle de la provincia de Huamanga.

Se identifico a las 29 bacterias lacticas de las especies de Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc lactis; de las 40
levaduras se identific6 a Saccharomyces odessa, Saccharomyces chodati,
Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces heterogenicus y Galactomyces
candidum de acuerdo a sus caracteristicas macroscopicas, microscopicas,
pruebas fisiolégicas y bioquimicas.

Segun las pruebas de capacidad probiética, las cepas (BL-2, BL-4, BL-5, BL-
10, BL-19, BL-21, BL-23, BL-24, BL-25 y BL-26) de bacterias lacticas y (LL-4,
LL-5, LL-9, LL-14, LL-16, LL-24, LL-32 y LL-36) de levaduras fueron tolerables
a las condiciones gastrointestinales como al pH &cido, extractos gastricos,

sales biliares y a temperaturas de 28, 37 y 50 °C.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar una identificacion molecular a las bacterias lacticas y levaduras.
Desarrollar un protocolo para poder evaluar la capacidad probidtica in vivo.
Optimizar la produccion de la chicha de molle con las bacterias y levaduras
lacticas aisladas.

Formular productos como leches fermentadas, bebidas lacticas con el uso de
las cepas aisladas.

Desarrollar un analisis microbiol6gico y control de calidad a las chichas de
molle.

Evaluar la diversidad microbiana y las alteraciones en el proceso de la

fermentacion.
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Anexo 1. Fotografias de la morfologia de las colonias y observaciones microscépicas de
Leuconostoc y Lactobacillus a partir de la chicha de molle artesanal elaborada en la
provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Observacion macroscopica Observacion microscopica

C D

A, B: Leuconostoc y C, D: Lactobacillus; crecimiento de las colonias en medio agar
Lactobacilli pH 6.5, observacion microscépica con coloracién Gram y aumento a 1000 X.



Anexo 2. Perfil de fermentacion de carbohidratos de Leuconostoc mesenteroides aisladas de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de

Huamanga, Ayacucho 2022.

MEL ARA MNT"CEL INU SORB SAL LACRIB GAL RAM BLANCO CONTROL

Anexo 3. Perfil de fermentacion de carbohidratos de Leuconostoc lactis aisladas de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga,
Ayacucho 2022.
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Anexo 4. Perfil de fermentacion de carbohidratos de Lactobacillus plantarum aisladas de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de
Huamanga, Ayacucho 2022.

COWOL_I
MAL SOR GL MAN GLU RAM GAL xvL INU B8 BLanco

Anexo 5. Prueba de catalasa negativo para las cepas de Leuconostoc y Lactobacillus aisladas de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia
de Huamanga, Ayacucho 2022.

Leuconostoc Lactobacillus
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Anexo 6. Fotografias de la morfologia de las colonias y observaciones microscépicas de
Saccharomyces aislados de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de
Huamanga, Ayacucho 2022.

Observacion macroscopica Observacion microscoépica
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A, B: Saccharomyces chodati; C, D: Saccharomyces odessa; E, F: Saccharomyces kluyveri y G, H:

Saccharomyces heterogenicus; crecimiento de las colonias en medio Agar Sabouraud pH 6 y la observacion
microscoépica es directa y coloracion azul de metileno respectivamente con aumento de 400 X.
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Anexo 7. Fotografias de la morfologia de las colonias y observaciones microscépicas de
Galactomyces candidum aisladas de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia
de Huamanga, Ayacucho 2022.

Observacion macroscopica Observacion microscoépica

J
4 B

A B

T
A, B: Galactomyces candidum; crecimiento de las colonias en medio Agar Sabouraud pH 6; la
observacién microscopica es directa y coloraciéon azul de metileno respectivamente con aumento de
400 X.

Anexo 8. Ascas con esporas de las colonias tipicas del género Saccharomyces vy
Galactomyces.

Observaciéon macroscopica Observacion microscopica

A y B: Crecimiento de las esporas en medio acetato del género Saccharomyces, C y D:
Galactomyces; son de forma redonda las ascas con una a hasta cuatro esporas y la observacion es
a 400 X de aumento.
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Anexo 9. Formacion de filamentos (pseudohifas) en las cepas del género de
Saccharomyces (Saccharomyces chodati, Saccharomyces kluyveri y Saccharomyces
heterogenicus).

Observaciéon macroscoépica Observacién microscopica

B

Ay B: crecimiento del pseudohifas en Agar Papa Dextrosa, observacion microscopica a 100 X de
aumento.

Anexo 10. Formacion de filamentos (hifas septadas) tipico de la especie Galactomyces

candidum.

Observacién macroscoépica Observacion microscopica

A B

Ay B: crecimiento de hifas en Agar Papa Dextrosa, observacion microscépica a 100 X de aumento.
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Anexo 11. Perfil de fermentacion de carbohidratos de Saccharomyces chodati aisladas de
la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.
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Anexo 12. Perfil de fermentacion de carbohidratos de Saccharomyces odessa aisladas de
la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.
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Anexo 13. Perfil de fermentacion de carbohidratos de Saccharomyces kluyveri aisladas
de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.
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Anexo 14. Perfil de fermentacion de carbohidratos de Saccharomyces heterogenicus
aisladas de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga,
Ayacucho 2022.
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Anexo 15. Perfil de fermentacion de carbohidratos de Galactomyces candidum aisladas
de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

Anexo 16. Prueba bioquimica de hidrdlisis de la urea negativo para las cepas de
Saccharomyces odessa, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces chodati vy
Saccharomyces heterogenicus y positivo para las cepas de Galactomyces candidum.
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Anexo 17. Identificacion bioquimica de bacterias lacticas aisladas de la chicha de molle artesanal elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho
2022.

FERMENTACION DE AZUCARES

C <

E ﬁ i G S ; cC G L M '\A/l X R S R S X R A | CL; M ESPECIE

P E S L A U E A A A N N A A | (0] Y A R N | E

A O Uu C c L L C L | o F L B R L M A U C L
BL-1 - + o+ o+ + + o+ + + + + + o+ + + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-2 - + o+ o+ + + o+ + + + + + + + + + + + + + +  Lactobacillus plantarum
BL-3 - + o+ o+ + d + + + + + + o+ d + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-4 - -+ o+ + + d + + + + + o+ + + + + + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-5 - -+ o+ + + o+ + + + + + o+ + + + + + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-6 - + o+ + + + + + + + + + + d + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-7 - + o+ o+ + + o+ + + + + + + + + + + + + + +  Lactobacillus plantarum
BL-8 - + o+ + + + + + + + + + + + + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-9 - + o+ + + d + + + + + + + + + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-10 - + o+ o+ + + o+ + + + + + + + + + + + + + +  Lactobacillus plantarum
BL-11 - + o+ + + + + + + + + + + + + + - + + + - Leuconostoc mesenteroides
BL-12 - + o+ o+ + d + + + + + + + d + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-13 - + o+ o+ + d + + + + + + o+ d + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-14 - -+ o+ + + o+ + + + + + + + + + + + + + +  Lactobacillus plantarum
BL-15 - -+ o+ + + o+ + + + + + + + + + + + + + +  Lactobacillus plantarum

BL: Bacterias Lacticas, +: positivo, -: negativo, d: reaccién débil positiva.
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Continua Anexo 17.

C FERMENTACION DE AZUCARES
E S5 G F M M G
< G S C G L M R S R S X R A | M
P ?t' A R A A L ESPECIE
= L A E A A A A A | O Y A R N E
A < S U N N |
O u C L L C L F L B R L M A ] L
S C I (@] C
BL-16 - - + + + + + d + + + + + d + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-17 - - + o+ + + o+ + + + + + 4+ + + + + + + + +  Lactobacillus plantarum
BL-18 - + o+ o+ + + + + + + + + + + + + + + + + +  Lactobacillus plantarum
BL-19 - + o+ + + - + + + - + - - + + - - - - - +  Leuconostoc lactis
BL-20 - - + + + + + d + + + + + d + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-21 - + o+ o+ + + + + + + + + + + + + + + + + +  Lactobacillus plantarum
BL-22 - + + + + + + + + + + + + + + d + + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-23 - + o+ + + + + + + + + + + + + + + + - + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-24 - + + + + - + + + - + - - + + - - - - - +  Leuconostoc lactis
BL-25 - + + + + + d + + + + + + + + + - + + + + Leuconostoc mesenteroides
BL-26 - + o+ + + + + + + + + + + + + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-27 - + + + + + + + + + + + + + + d - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-28 - + + + + + d + + + + + + + + + - + + + +  Leuconostoc mesenteroides
BL-29 - - + o+ + + + + + + + + + + + + + + + + +  Lactobacillus plantarum

BL: Bacterias Lacticas, +: positivo, -: negativo, d: reaccion débil positiva
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Anexo 18. Caracteristica clave de los Leuconostoc del grupo Homofermentativo.

Especies
: 3 § £ £ g 5
o2 5 3 2 > S 2 E 5 s S = @
Caracteristicas ge g% g2 £ g = IS 3 3 2 £ 3 g 5 2 £ 8
2E »S SE & § = 5 8 3 5§ 3E % £ = s 8%
43 43 » g ] © °© ° = & = 3 = _i = i [ 30]
o ) 0 - i —i — 3 K ) i a
S — i 5
; ; ; Lys- Lys- Lys- Lys-  Lys- Lys- Lys-  Lys- Lys- Lys- Lys- Lys- Lys-
Crecimiento a pH 4.8 - - - ND ND ND + + - ND ND ND + ND - ND
Produccion de dextrano + + - - + ND ND ND + - + + d + - ND
Crecimiento a 37°C d + - + - d + + - + - - + + +
Carbohidratos fermentados:
Amigdalina ND ND ND ND ND ND - ND ND ND - ND d + ND ND
Arabinosa + - - d - + - - - B ¥ ¥ d + ) d
Arbutina d - - - - + - - ND ND - + - ND - d
Celulosa d d - ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND - ND
Celobiosa d - - d d d - - - - + + + + - d
Fructosa + + - d + + + + + + + + + + + +
Galactosa + d + + - - - - - d d + + d
Lactosa d + d + - - - - - - - - - i ¥ d
Maltosa + + - + - + - + - - + d + + + +
Manitol d - - d - d + d + + - + + R ;
Manosa d d - + d + - + - - + + + + d +
Melibiosa d d - + d - - - - - + + . _ d d
Rafinosa d d - + - - - - - - + + - + d d
Ribosa d - - - d - + + - - + d ND + R 4
Salicilina d - - - d + - - ND ND - + d + d d
Sacarosa + + - d + + + + + - + + + + + d
Xylosa d d - d - - - - - - - + - - +

Simbolos y abreviaturas: +,90% o mas de las cepas son positivas; -, el 90% o mas son negativas; d, 11 a 89% de las cepas son positivas débil; ND, no hay datos disponibles.
tomados de Vos, P., Garrity, G., Jones, D., Kreig, N., Ludwing, W., Rainey, F., Schleifer, K-H. y Whitman, W. (2009)
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Anexo 19. Caracteristicas clave de los Lactobacillus del grupo Heterofermentativo.

Especies
= 1] 2] ) . .
= 5 2 = = T .- TS 2 g 0 " £ E @ 9 g &
= S ) = = %) 9 7 & = 2 > c E 3 .5 2 29
Caracteristicas 1 2 g é S 2 Sg® $O £ 8 2 o} S4a3 & g2 § 2% 232
S e 7] c € 5 88 o 8L Qo g5 € o 288 £8¢% £ — X -0
I = 1 ) = IS =R 3 £ = ] o SSE &858 c ] 2
< S = = - anrg oF = 2 a a I38 oac & x < 3
- £ = 445 578 %2 g € 5 5 E'af57g = 8 8%
- ! 3 g a 5 - 4 i
Tipo de Lys-D-  Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D- Lys-D-
peptidoglicano Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Asp Aspb mbpm - mDpm Asp mbpm - mDpm Asp Asp Asp
Contenido de
G+C(% en 33-35 35-38 33-35 35-37 35 43-44 45-47 45-47 37-38 44-45 46.47 49-53 44-46 44-46 45-47 42-44 42-44
moles)
Isomero(s) de d sl sl sl sl d d d NS sl a o sl d s si)
acido lactico
Crecimiento a
15/45 °C -/ND +/- -/+ [+ +/- -+ +/d +/- ++ + - + _ - + + +
Carbohidratos
fermentados:
Amigdalina ND - - + + d + - + + + + + + + - R
Arabinosa + - - - + + - - - d + d d d d d d
Celobiosa + d d + + + + - + + + + + + + d d
Esculina + ND - + + + + - + + ND + + + + + +
Gluconato + - ND - + - + W - + + + + + + + +
Manitol + d + d - d + - - + + - + + + -
Melicitol - - - - + - + - - + d + + - + R ;
Melibiosa + - d - - + - - - + + + + + - + +
Rafinosa + - d - - + - - - d + + + + ; R )
Ribosa + d d d + + + - + + + - + + + + +
Sorbitol + - - - - - d - - d + d + + + _ )
Sacarosa + - + + + + + - + + + + + + + + +
Xylosa d - + - + - - - - - + d d d R _ R

Simbolos y abreviaturas: +,90% o mas de las cepas son positivas; -, el 90% o mas son negativas; d, 11 a 89% de las cepas son positivas débil; ND, no hay datos disponibles, los isémeros
entre paréntesis indica menor de 155 del acido lactico total; mDpm, acido meso-diaminopimelico; de grupo Lactobacillus delbrueckii; sl, grupo Lactobacillus salivarus; re, grupo Lactobacillus
reuteri; u, Unico. Fuente: datos tomados de Vos, P., Garrity, G., Jones, D., Kreig, N., Ludwing, W., Rainey, F., Schleifer, K-H. y Whitman, W. (2009)
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Anexo 20. Identificacién bioquimica de levaduras aisladas de la chicha de molle artesanal
elaborada en la provincia de Huamanga, Ayacucho 2022.

FERMENTACION DE AZUCARES

CEP GA - m
2 = o] i O] w = - o ESPECIE
Aos 3§55 28 g &8 o2 8
L-1 T + B B - - - - - +  Galactomyces candidum
L-2 + + + + + - - - - - Saccharomyces chodati
L-3 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-4 + + + + + - + + - - Saccharomyces kluyveri
L-5 + + + + + - + + - - Saccharomyces kluyveri
L-6 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-7 + + + + + - - - - - Saccharomyces chodati
L-8 + + - - - - - - - +  Galactomyces candidum
L-9 + + - + + - - - - - Saccharomyces heterogenicus
L-10 + + + + + - - - - - Saccharomyces chodati
L-11 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-12 ¥ + - - - - - - - +  Galactomyces candidum
L-13 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-14 + + - + + - - - - - Saccharomyces heterogenicus
L-15 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-16 + + - + + - - - - - Saccharomyces heterogenicus
L-17 ¥ + - - - - - - - +  Galactomyces candidum
L-18 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-19 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-20 + + - - - - - - - +  Galactomyces candidum
L-21 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-22 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-23 + + - - - - - - - +  Galactomyces candidum
L-24 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-25 + + - + + - - - - - Saccharomyces heterogenicus
L-26 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-27 + + + + + - - - - - Saccharomyces chodati
L-28 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-29 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-30 + + + + + - + + - - Saccharomyces kluyverii
L-31 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-32 + + - + + - - - - - Saccharomyces heterogenicus
L-33 + + + + + - - - - Saccharomyces chodati
L-34 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-35 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-36 + + - + + - - - - Saccharomyces heterogenicus
L-37 + + + + + - - - - - Saccharomyces chodati
L-38 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa
L-39 + + + + + - + - - - Saccharomyces odessa

L-40 + + + + + - - - - - Saccharomyces chodati

L: Levaduras, +: positivo, -: negativo.
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Anexo 21. Caracteristica clave de los Saccharomyces.

Especies
0 K9]
>
8 2 o g @
. ) c @ 9 S = k) ®
Caracteristicas _ % _ © [} @ " — 2 S — e I >
E=] S = = k%) =X c 4 5 © ] = N Q < o
e 5§ € T 3 £ g 3 2 8 3T S = g 2 % 8
c > 9] 17 o 2 9] k=) =) @ s 7 G < @ c 7
< © < © Q ) oo < = ° © © o ) Q © c
o o] [&) o [5) e © (0] X o o o = (%] [%] =] >
%) n %) n n n n n " %) n n n n ) ) n
Cich 1000ppm - - - - - v - - - - - - + -
. Cad- Cad-
Fuente de nitrogeno - - - - - - + - - - - - - - -
Ety-Lys Ety-Lys
Crecimiento a 30/40 °C -/- +/- +H+ v+l +/+ +/v +/- +/+ +/+ +/- +/+ +/+ +/- -/- +/- +/+
Carbohidratos fermentados:
Glucosa + + + + + + + + + + + + + + + + +
Galactosa + \Y; + + \Y, + + + + + + Y + + + + +
Sacarosa + + + - + + - + + + + v - - + - -
Maltosa - + + - Y - - - + + Y + - - - - -
Lactosa - - - - - - - - - - - - - - - - -
Rafinosa + + - - + - - + + + + + - - - - -
Inulina - - - - - - - - - - - - - - - - -
Melibiosa - v - - Y - - - + - - - - - - - -

Abreviaturas y simbolos: Cad, cadaverina-2HCI; Ety, etilamina-HCI; Lys, L- lisina, Cich 1000, indicacion resistente a 1000ppm cicloheximida en el medio; +, positivo; -,
negativo; w, débil; v, variable. Fuente: de Hernandez (1964); Kurztman y Fell (1998)
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Anexo 22. Caracteristica clave del género Galactomyces.

Especies

- S

Caracteristicas = S @ 2 S

= ° () c o

g 5 ¢ 8 E

0 o o 8

o
Asimilacién de nitrato - - - - -
Ureasa n n n + -
Formacion de hifas + + + + +

Crecimiento a 19/45 °C +/- +/- +/- +Iv +/-

Carbohidratos fermentados:

Glucosa - \Y v + -
Galactosa - \Y - - -
Sacarosa - - - - -
Maltosa - - - - -
Lactosa - - - - -
Rafinosa - - - - -
Inulina - - - - -
Melibiosa - - - - -
Trehalosa - n n n -

Abreviaturas y simbolos: +, positivo; -, negativo; w, débil; v, variable (+/-,w/- ), n; sin datos. Fuente:de Kurztman y Fell(1998)

72



Anexo 23. Identificacion de bacterias lacticas y levaduras de los lugares de procedencia de la chicha de molle artesanal elaborada en |la provincia de

Huamanga, Ayacucho 2022.

N° de Lugar de Codigo de cepas
muestras muestras Bacterias lacticas Levaduras
1 Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus plantarum Galactomyces candidum Saccharomyces chodati Saccharomyces odessa
2 Santa Barbara Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces kluyveri
3 (Tambillo) Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces kluyveri Saccharomyces odessa
4 Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces chodati
5 Merc. Santa Clara  Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus plantarum Galactomyces candidum
6 Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces heterogenicus Saccharomyces chodati Saccharomyces odessa
7 Leuconostoc mesenteroides Galactomyces candidum Saccharomyces odessa
8 Huascaura Lactobacillus plantarum Leuconostoc mesenteroides ~ Saccharomyces heterogenicus Saccharomyces odessa
9 Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces heterogenicus Galactomyces candidum
10 Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces odessa
11 . Lactobacillus plantarum Saccharomyces odessa
12 Acu.ch|may Lactobacillus plantarum Leuconostoc mesenteroides Galactomyces candidum Saccharomyces odessa
13 (Mirador) Lactobacillus plantarum Saccharomyces odessa Galactomyces candidum
14 Lactobacillus plantarum Leuconostoc lactis Saccharomyces odessa Saccharomyces heterogenicus
15 Pacaycasa Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces odessa
16 (Orcasitas) Lactobacillus plantarum Saccharomyces chodati Saccharomyces odessa
17 Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces odessa Saccharomyces kluyveri
18 Jesus Nazareno Leuconostoc mesenteroides Leuconostoc lactis Saccharomyces odessa Saccharomyces heterogenicus
19 (Feria) Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces chodati Saccharomyces odessa
20 . Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces odessa Saccharomyces heterogenicus
San Juan Bautista i .
21 (Feria) Leuconostoc mesenteroides Saccharomyces chodati Saccharomyces odessa
22 Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus plantarum Saccharomyces odessa Saccharomyces chodati
TOTAL 29 40
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Anexo 24. Comportamiento del caldo Lactobacilli a pH acido 1.0, 1.5 y 2.0 de cepas de
bacterias lacticas aisladas de la chicha de molle y control sin inéculo.

Anexo 25. Comportamiento del jugo gastrico artificial a pH 2 a 3 y control con indculo a
pH 6.5 a 7 de cepas de bacterias lacticas aisladas de la chicha de molle y control sin
indculo.
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Anexo 26. Comportamiento de caldo Lactobacilli con bilis al 0.05, 0.1, 0.15, y 0.3 % de
cepas de bacterias lacticas aisladas de la chicha de molle y control sin indculo.

Anexo 27. Comportamiento de caldo Lactobacilli a pH 6.5 a diferentes temperaturas (28,
37 y 50 °C) de cepas de bacterias lacticas de la chicha de molle y control sin inéculo.
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Anexo 28. Comportamiento del caldo Sabouraud a pH acido 1.0, 1.5 y 2.0 de cepas de
levaduras aisladas de la chicha de molle y control sin inéculo.

ERRARS

A: Saccharomyces chodati, B: Saccharomyces odessa, C: Saccharomyces
heterogenicus, D: Saccharomyces kluyveri y E: Galactomyces candidum.

Anexo 29. Comportamiento del jugo gastrico artificial a pH 2 a 3 y control con inéculo con
pH 6.5 a 7 de cepas de levaduras aisladas de la chicha de molle y control sin inéculo.

A: Saccharomyces chodati, B: Saccharomyces odessa, C: Saccharomyces heterogenicus, D:
Saccharomyces kluyveri y E: Galactomyces candidum.
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Anexo 30. Comportamiento del caldo Sabouraud con bilis al 0.05, 0.1, 0.15y 0.3 % de
cepas levaduras aisladas de la chicha de molle y control sin in6culo.

A: Saccharomyces chodati,

Anexo 31. Comportamiento de caldo Sabouraud con pH 6.5 a diferentes temperaturas
(28, 37 y 50 °C) de cepas levaduras de la chicha de molle y control sin indculo.

B: Saccharomyces odessa.
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Anexo 32. Flujograma de investigacion.

Capacidad probioética de los microorganismos en la chicha

de Schinus molle " molle™

4=

Procedencia: Santa
: Barbara, Huascaura,
Muestra: chicha Mercd. Santa Clara, San

Aislamiento
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CEEE——
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I
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|| Tolerancia a los jugos gastricos

\ Tolerancia a diferentes temperaturas (28, 37 y 50 °C)




Anexo 33. Composicion de medios empleados.

Agar lactobacilli

Medio base de fermentacion para
bacterias

Peptona 15 g/L

Extracto de levadura 5 g/L
Sacarosa 10 g/L

Jugo de tomate 5 mL
Fosfato monopotasico 2 g/L
Agar 15 g/L

pH 6,8 + 0,2

Fuente: Quispe (2021)

Peptona 10 g/L

Extracto de carne(opcional) 1 g/L
Rojo de fenol 0,0018 g/L

Cloruro de sodio 5 g/L

pH 7,4 +0,2

Fuente: Cardenas (2016)

Agar Sabouraud

Agar YM (Yeast Medium)

Peptona 10 g/L

Glucosa 40 g/L

Agar 15 g/L

pH 5,6 + 0,2

Fuente: Kurtzman et al. (1998)

Extracto de malta 3 g/L
Peptona 5 g/L

Glucosa 10g/L

Agar 20 g/L

pH  5,6+0,2

Fuente: Kurtzman et al. (1998)

Medio base de fermentacion para
levaduras

Medios para la esporulacion

Extracto de levadura 4,5 g/L
Peptona 7,5 g/L
pH 5,6£0,2

Solucién base de azul de bromotimol
Azul de bromotimol 50 mg

Agua destilada estéril 75mL
Fuente: Kurtzman et al. (1998)

Medio YPD (Pre-esporulacién)
Extracto de levadura 10 g/L
Peptona 30 g/L

Glucosa 50 g/L

Agar 20 g/L

pH 5,6+0,2

Agar acetato (Esporulacion)
Acetato de sodio 10 g/L
Extracto de levadura 2,5 g/L
Glucosa 1 g/L

Agar 18 g/L

pH 7,5 +0,2

Fuente: Kurtzman et al. (1998)

Agar Papa Dextrosa

Agar urea Christensen

Extracto de papas 4 g/L
Dextrosa 20 g/L

Agar 15 g/L

pH 5,6 £ 0,2

Fuente: Kurtzman et al. (1998)

Peptona 1 g/L

Dextrosal g/L

Cloruro de sodio 5 g/L
Fosfato monopotasico 0.8 g/L
Rojo fenol 0.012 g/L

Agar 15 g/L

pH 6,8 £ 0,2

Al esterilizar y enfriar agregar 50 mL de
urea al 40 %
Fuente: Agar urea Christensen (2021)
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Anexo 34. Matriz de consistencia.

Titulo . Capacidad probi6tica de los micoorganismos en la chicha de Schinus molle “"molle™.
Autor . Jessuly Minorka Alagén Quispe
Asesor : Paula Garcia Godos Alcazar
. . VARIABLES E "
PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
¢ Existira GENERAL 2.1. Antecedentes Existe  capacidad VARIABLE DISENO DE INVESTIGACION
capacidad Evaluar la capacidad 2.2.Microbiologiadela probidtica de los INDEPENDIENTE Aplicada
probiética de probidtica de los chicha de Schinus microorganismos en Microorganismos en la
los microorganismos en la molle “molle” la chicha de Schinus chicha de Schinus molle  NIVEL DE INVESTIGACION
microorganism chicha de Schinus molle 2.3. Microorganismos molle “molle”. “molle” Exploratorio
os en la chicha “molle”. probidticos Indicadores
de Schinus 2.4. Probiéticos e Presencia de bacterias MUESTRA
molle “molle”? ESPECIFICOS 25. Capacidad ¢ Presencia de levaduras 22 chichas de “molle ” de lugares
o Aislar los probidtica elaborados artesanalmente en la
microorganimos en la 2.6. Schinus molle VARIABLE provincia de Huamanga.
chicha de Schinus ‘molle” DEPENDIENTE i}
molle “molle”. Capacidad probiodtica TECNICAS
¢ Identificar los Indicadores ¢ Aislamiento
microorganismos e Tolerancia a la acidez e Identificacion fisioldgica y
probidticos en la e Tolerancia a las sales  bioquimica
chicha de Schinus biliares ¢ Capacidad probiotica.
molle “molle”. e Tolerancia a jugos ) )
e Determinar la gastricos ANALISIS ESTADISTICO
capacidad probidtica e Crecimiento a Por ser del nivel exploratorio no
de los diferentes se realiz6 pruebas paramétricas

microorganismos en la
chicha de Schinus
molle “molle”.

temperaturas (28, 37 y
50 °C)

ni significancia pero se detallo los
resultados en tablas y figuras.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. JESSULY MINORKA ALAGON QUISPE
RESOLUCION DECANAL N° 027-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cinco de la tarde del veinticinco de enero del afio dos mil
veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, presidido por el Dr.
Saturnino Martin TENORIO BAUTISTA; Dra. Roberta Brita ANAYA GONZALEZ (Miembro-jurado);
Dr. José ALARCON GUERRERO (Miembro-lurado); Dra. Nilda Aurea APAYCO ESPINOZA (Miembro-
Jurado); Mg. Paula GARCIA GODOS ALCAZAR (Miembro-Asesor); actuando como secretario
docente el Mg. Jime Jack RIVERA VILLAR; para presenciar la sustentacion de tesis titulada:
Capacidad probiética de los microrganismos en la chicha de Schinus molle “molle”; presentado
por la Bach. JESSULY MINORKA ALAGON QUISPE; el Presidente luego de verificar la documentacion
presentada, indicd al secretario docente dar lectura a la documentacion generada que refrenda
el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio al acto de sustentacién, indicando a la
sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de investigacion
tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia.
Culminada la exposicion, el Presidente invitd a cada uno de los Miembros del Jurado a participar
con sus observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el
presidente invitd a la sustentante y al publico asistente a abandonar momentdneamente el
Auditorio para gue los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y
calificaciones; cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion  Respuesta/preguntas Promedio
Dra. Roberta Brita ANAYA GONZALEZ 17 15 16
Dr. José ALARCON GUERRERO 17 16 17
Dra. Nilda Aurea APAYCO ESPINOZA 17 16 17
PROMEDIO 17

La sustentante alcanzé el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizd el
ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio dando a conocer los resultados e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las
siete y quince de la noche; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

P — 7 ,
Dr. Satdrnino Martin TENORIO BAUTISTA Dra. Rgberta Brita wAYA GONZALEZ
Presidente Miembro - Jurado

/l

Dra. Nilda Auréa APAYCO ESPINOZA
Miembro —Jurado

e o/ VVW/

Mg. P RCIA GORs A M i?é)ézﬁﬁﬁfm“blum

Miembro — Asesor ecretario Docente




FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 28-2024-FCB-D

Yo, VICTOR LUIS CARDENAS LOPEZ, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional De San Cristébal De
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Capacidad probidtica de los
microorganismos en la chicha de Schinus molle “molie” por JESSULY MINORKA
ALAGON QUISPE: he constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN,
procesado CON DEPOSITO, una similitud de 15%, grado de coincidencia, menor a lo que
determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de
Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucion del Consejo Universitario N° 039-
2021-UNSCH-C.

En tal sentido, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompaiia el

INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.
Ayacucho, 12 de marzo de 2024.
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