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RESUMEN

El aprovechamiento de residuos agroindustriales, como las cascaras de pifa (Ananas comosus), para la
produccion de vinagre mediante fermentacion acética, representa una estrategia sostenible orientada a
reducir el impacto ambiental generado por los desechos organicos y a fomentar la economia circular. Las
cascaras de pifia, comunmente descartadas tras el procesamiento industrial, presentan un alto contenido
de azucares fermentables, especialmente en variedades dulces, ademas de 4cidos organicos, fibra dietética,
vitaminas y minerales, lo que las convierte en un sustrato adecuado para procesos biotecnologicos

fermentativos.

Este bioproceso se desarrolld a pequena escala en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de
El Salvador, con la participacion de los estudiantes de la catedra de Microbiologia Aplicada IV durante el
afio 2024. Aunque el proceso se llevo a cabo de manera artesanal, requirié un monitoreo riguroso y un

control continuo para garantizar la calidad, inocuidad y eficiencia de la produccion.

En este contexto, la aplicacion de técnicas microbioldgicas y fisicoquimicas a microescala desempefié un
papel fundamental, ya que permitié evaluar con precision el comportamiento del proceso fermentativo,

optimizando recursos y asegurando resultados reproducibles y confiables.

La implementacion de diversas técnicas de monitoreo permiti6 analizar pardmetros clave como el pH,
grados Brix, densidad, potencial alcohdlico, formacion de etanol, acidez y recuento microbiano. Para ello
se emplearon volumenes reducidos de muestra, equipos portatiles o de bajo costo y procedimientos
rapidos, garantizando eficiencia y reproducibilidad. Entre las técnicas aplicadas se incluyeron: el recuento
de microorganismos en medios selectivos, la medicidon de azlicares con brixémetro, la determinacion de
densidad y grados Brix con densimetro, la cuantificacion de etanol mediante vindémetro, microtitulaciones,
espectroscopia infrarroja, tiras reactivas para pH y tinciones de Gram para la identificacion microscopica

de microorganismos aislados.

El uso de la microescala no solo redujo significativamente el consumo de reactivos y materiales, sino que
también disminuyo la generacion de residuos peligrosos, mejoré la bioseguridad en el laboratorio y facilito
la evaluacion simultanea de multiples condiciones experimentales. Asimismo, este enfoque tuvo un
impacto positivo en el rendimiento y control del producto final, demostrando su eficacia técnica y

didactica.
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En sintesis, la fermentacion acética a partir de céscaras de pifia constituye una alternativa biotecnolédgica
de bajo costo, sostenible y ambientalmente amigable. La aplicacion de técnicas de monitoreo a
microescala mejora el control y la calidad del proceso, al tiempo que fortalece su ensefianza préctica,
brindando a estudiantes y docentes una herramienta efectiva y accesible para comprender los principios
de los procesos biotecnologicos. Este enfoque promueve el aprendizaje de tecnologias limpias y

sostenibles, fomentando el uso responsable de recursos renovables desde la formacidon académica.
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1.0 INTRODUCCION

En El Salvador se generan aproximadamente 4 226,48 toneladas de residuos sélidos por dia, de los cuales
cerca del 39,29 % corresponde a residuos organicos. Este elevado volumen de desechos constituye un
desafio ambiental y sanitario relevante, pero también representa una oportunidad para su aprovechamiento
mediante estrategias de valorizacion biotecnoldgica sostenibles.

Entre los residuos organicos mas abundantes destacan las cascaras de pifa (Adnanas comosus), las cuales
superan en cantidad a la pulpa consumible. Estas céscaras poseen un alto contenido de azlcares
fermentables, acidos organicos, fibra dietética, vitaminas y minerales, lo que las convierte en una materia
prima idonea para ser transformada en productos de valor agregado, como el vinagre, a través de procesos
fermentativos microbianos.

La fermentacion es un proceso catabdlico de oxidacion incompleta que permite la obtencion de energia
en ausencia de oxigeno. Los distintos tipos de fermentacion se diferencian por los productos finales
obtenidos. En la fermentacion alcoholica, las levaduras —principalmente del género Saccharomyces—y
algunas bacterias metabolizan los azlcares simples para producir etanol y didxido de carbono en
condiciones de anaerobiosis. Posteriormente, durante la fase de oxidacion acética, bacterias de los géneros
Acetobacter 'y Gluconobacter utilizan el etanol como sustrato y, en presencia de oxigeno, lo transforman
en acido acético, base del vinagre.

En el presente trabajo de investigacion se desarrollaron técnicas de microescala orientadas al monitoreo
de una fermentacion microbiana dirigida a la producciéon de vinagre, empleando cascaras de pifia como
sustrato principal. El proceso fue ejecutado como parte de un examen practico en la catedra de
Microbiologia Aplicada IV de la Universidad de El Salvador, con el proposito de integrar la ensefianza
tedrica y experimental en microbiologia industrial.

El desarrollo experimental se estructurd en cuatro sesiones principales:

1. Fermentacion alcohdlica: fase inicial en la que los microorganismos nativos de la pifia
metabolizaron los aztcares del caldo fermentativo para producir etanol. En esta etapa se
determinaron las condiciones iniciales del proceso y se recolectaron muestras en distintos tiempos
para su analisis posterior.

2. Oxidacion acética: se efectud un filtrado y aireacion controlada del cultivo para favorecer el
crecimiento de bacterias acéticas, responsables de oxidar el etanol a acido acético.

3. Monitoreo fisicoquimico: se evaluaron pardmetros como pH, grados Brix, densidad, acidez y

formacion de etanol, utilizando diferentes instrumentos y técnicas de microescala.
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4. Identificacidon de microorganismos aislados: realizada por la pasante de investigacion, quien aplicé
técnicas moleculares siguiendo las instrucciones técnicas disefiadas para dicha fase.

En total se elaboraron doce instrucciones técnicas que guiaron la medicion de los cambios fisicoquimicos

y microbioldgicos del proceso, evidenciando fendmenos como la disminucioén de azucares, la variacion

de densidad, la reduccion del pH y la formacion de etanol, biomasa y acido acético. La implementacion

de estas técnicas de microescala facilitd la comprension del comportamiento microbiano y fisicoquimico

del sistema, promoviendo competencias practicas en microbiologia industrial y contribuyendo a la

sostenibilidad mediante la reutilizacion de residuos organicos.



CAPITULO II
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Aplicar principios de microescala en la ensefianza de técnicas de monitoreo de un proceso de fermentacion

microbiana.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Diseiiar instrucciones técnicas para monitorear cambios fisicoquimicos y microbioldgicos a
través de técnicas a microescala de un proceso de produccidon de vinagre (fermentacion
alcoholica y oxidacion acética).

2.2.2 Sintetizar los resultados obtenidos de la aplicacion de las técnicas a microescala en el
monitoreo fermentativo estudiado, plasmandolos en un informe.

2.2.3 Proponer un proceso para la identificaciéon molecular de aislados de levaduras.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Aplicacion de las fermentaciones
3.1.1 Historia y Definicidon de fermentacion

La fermentacion es uno de los procesos biotecnologicos mas antiguos utilizados por la humanidad. Sus
origenes se remontan a civilizaciones ancestrales que, sin comprender su base cientifica, aprovecharon la
accion de microorganismos presentes en el entorno para transformar alimentos y bebidas. Existen
evidencias arqueologicas que indican que hacia el afio 7000 a.C., en regiones de China, Mesopotamia y
Egipto, ya se elaboraban productos fermentados como vino, cerveza y pan a partir de frutas y cereales -2,
Durante muchos siglos, la fermentacion fue considerada un fenomeno puramente quimico o incluso un
proceso de “putrefaccion controlada”. No fue hasta el siglo XIX cuando Louis Pasteur demostrd que la
fermentacion era el resultado de la actividad metabolica de microorganismos vivos, principalmente
levaduras y bacterias, estableciendo asi la relacion directa entre la vida microbiana y la transformacion de
los sustratos organicos . Este hallazgo marc6 un punto de inflexion en la microbiologia y la bioquimica,
sentando las bases para el desarrollo de la biotecnologia moderna y las industrias alimentarias y
farmacéuticas.

Desde la perspectiva bioquimica, la fermentacion se define como un proceso catabdlico anaerdbico
mediante el cual determinados microorganismos obtienen energia al transformar compuestos organicos,
principalmente azlcares, en productos mas simples, liberando energia en forma de ATP. A diferencia de
la respiracion aerdbica, la fermentacion no requiere oxigeno molecular como aceptor final de electrones
@5)

El proceso inicia con la glucoélisis, ruta metabdlica en la que una molécula de glucosa se degrada en
piruvato, generando una ganancia neta de ATP y NADH. En ausencia de oxigeno, el piruvato es reducido
a diferentes productos finales, como etanol, acido lactico o &cido acético, segun la especie microbiana y
la via metabolica empleada. Este mecanismo permite la regeneracion del NAD*, indispensable para
mantener activa la glucélisis y, por tanto, la produccion continua de energia ©¢7.

La fermentacién representa, ademas, un proceso clave tanto en la naturaleza como en la industria
biotecnoldgica, al permitir la produccion de alimentos, bebidas, biocombustibles, enzimas, acidos

orgéanicos y metabolitos secundarios con alto valor econémico y funcional ®.
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3.1.1.1 Fermentacion alcohdlica

En la primera etapa del proceso se lleva a cabo la fermentacion alcoholica, un fendmeno bioquimico
catalizado por la accion de levaduras, principalmente del género Saccharomyces. Durante esta fase, las
levaduras metabolizan los azlicares simples presentes en el sustrato, tales como glucosa, fructosa y

sacarosa, transformandolos en etanol y dioxido de carbono bajo condiciones anaerobias 1%

Las levaduras son microorganismos eucariotas unicelulares ampliamente distribuidos en la naturaleza,
presentes en ambientes como el suelo, la superficie de los frutos e incluso en la piel humana. Su
versatilidad metabodlica les permite adaptarse tanto a condiciones aerébicas como anaerobicas. En
ausencia de oxigeno, obtienen energia a través de la fermentacion, un proceso que convierte los
carbohidratos en compuestos mas simples, liberando pequefas cantidades de ATP suficientes para

mantener su metabolismo celular activo (-

Desde el punto de vista bioquimico, la fermentacion alcoholica inicia con la glucdlisis, ruta metabdlica
que ocurre en el citoplasma celular. En esta, una molécula de glucosa (CsHi20s) se descompone en dos
moléculas de piruvato (CH;:COCOOH), generando una ganancia neta de dos moléculas de ATP y dos de
NADH. Posteriormente, bajo condiciones anaerdbicas, el piruvato es descarboxilado a acetaldehido por
la enzima piruvato descarboxilasa, liberando didxido de carbono. A continuacion, el acetaldehido se
reduce a etanol por accion del alcohol deshidrogenasa, proceso que permite regenerar el NAD*

requerido para mantener activa la glucolisis %
El proceso global de la fermentacion alcohdlica puede expresarse mediante la siguiente ecuacion:
CeéH1206 — 2 C2HsOH + 2 CO: + energia (ATP)

Este mecanismo no solo es fundamental para el metabolismo de las levaduras, sino que también
constituye la base de numerosos procesos biotecnoldgicos de interés industrial, tales como la
elaboracion de pan, vino, cerveza y biocombustibles. La eficiencia fermentativa de las levaduras, junto
con su tolerancia al etanol y su capacidad para crecer en diversos sustratos, las convierte en organismos

modelo en la biotecnologia moderna (1*
3.1.1.2 Oxidacion acética

La oxidacion acética es un proceso biotecnoldgico de naturaleza aerdbica mediante el cual el etanol

producido durante la fermentacion alcoholica es transformado en acido acético (CHsCOOH) por la accién
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de bacterias acéticas, principalmente de los géneros Acetobacter y Gluconobacter '*!>. Este proceso
constituye la base microbioldgica de la produccion de vinagres y otros productos fermentados en los que
el acido acético actiia como componente principal o como agente conservante.

Las bacterias acéticas son microorganismos Gram negativos, estrictamente aerobios y de metabolismo
quimioorganotrofico, lo que significa que requieren oxigeno molecular como aceptor final de electrones
para la oxidacion incompleta de los alcoholes y azucares. A diferencia de otros microorganismos
fermentativos, estas bacterias no degradan completamente el etanol a diéxido de carbono y agua, sino que
detienen la oxidacién en la etapa de formacién de acido acético, acumulando este compuesto en el medio
de cultivo 1617,

Desde el punto de vista bioquimico, la oxidacidon acética se desarrolla en dos etapas principales. En la
primera, el etanol es oxidado a acetaldehido mediante la enzima alcohol deshidrogenasa dependiente de
pirroloquinolina quinona (PQQ). Posteriormente, el acetaldehido se oxida a acido acético por accion de la
acetaldehido deshidrogenasa. Ambas enzimas se encuentran asociadas a la membrana citoplasmatica y
estdn acopladas al sistema de transporte de electrones, lo que permite la generacion de energia en forma
de ATP ¥,

La reaccion global puede representarse como:

C2HsOH + O2 — CH:COOH + Hz0

Este proceso requiere una adecuada aireacion y control de temperatura, ya que las bacterias acéticas son
sensibles a las condiciones ambientales. En bioprocesos industriales, se emplean sistemas de cultivo
sumergido o de superficie que permiten mantener una alta disponibilidad de oxigeno, favoreciendo la
eficiencia de la conversion. La oxidacion acética tiene gran relevancia en la industria alimentaria,
especialmente en la produccion de vinagre, y también se aplica en la biotecnologia ambiental y en la
obtencion de compuestos organicos de valor agregado 1.

3.1.2 Sustratos utiles para las fermentaciones alcohélicas y oxidacion acética

Los microorganismos juegan un papel fundamental en los procesos fermentativos, ya que son los
encargados de la transformacion y conservacion de los alimentos. Para ello, se emplean sustratos ricos en
azlcares simples, como frutas, jugos, residuos de frutas y verduras, entre otros. Estos proporcionan la
materia prima para que las levaduras produzcan etanol y las bacterias acido-acéticas lo conviertan en acido

acético.
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3.1.3 Caracteristicas de las cascaras de pifia

La generacion de residuos a nivel mundial representa un problema ambiental de gran magnitud. Segun
un informe del Banco Mundial, en el afo 2016 se produjeron aproximadamente 2,010 millones de
toneladas de desechos solidos ??, de los cuales América Latina y el Caribe aportaron cerca de 231
millones de toneladas. En el caso particular de El Salvador, se estima una produccion diaria de alrededor
de 4,226.48 toneladas de residuos, de los cuales cerca del 39.29% corresponde a residuos organicos,

principalmente procedentes de frutas, verduras y subproductos de origen animal ¢!

Entre estos residuos organicos, las cascaras de pifia (Ananas comosus) destacan por su abundancia y por
su alto valor nutricional y bioquimico. Representan aproximadamente el 40% del peso total de la fruta y
contienen una amplia variedad de compuestos bioactivos, tales como antioxidantes naturales
(flavonoides, acido ascorbico y compuestos fendlicos), fibras dietéticas, azucares fermentables y
enzimas de importancia industrial, como la bromelina ?*>?%. Estos componentes no solo les confieren
propiedades funcionales y nutricionales, sino que también las convierten en un recurso valioso para su

aprovechamiento biotecnoldgico 24

El uso de las céscaras de pifia como materia prima permite el desarrollo de diversos procesos de
valorizacion, entre ellos la produccion de vinagre mediante fermentaciones sucesivas —alcohdlica y
acética—, asi como la obtencion de bioetanol, compuestos antimicrobianos, aditivos alimentarios y
enzimas de interés comercial %27, De esta manera, la reutilizacion de este residuo contribuye tanto a la
reduccion del impacto ambiental como al fomento de una economia circular, consolidandola como un

insumo sostenible y multifuncional en la industria alimentaria y biotecnologica @¥.
3.2 Monitoreo de procesos de fermentacién microbiana

Para garantizar la calidad de los productos fermentados, es fundamental realizar un monitoreo
fisicoquimico y microbioldgico, asi como identificar y caracterizar los microorganismos involucrados en
el proceso. Estas acciones permiten estandarizar la produccion y asegurar que el producto final mantenga
consistentemente sus caracteristicas y niveles de calidad en cada ciclo fermentativo.
Existen diversos factores que pueden afectar un proceso fermentativo y que se deben ser monitoreados:
- Temperatura: es importante mantener una temperatura de entre 24-32°C para que los
microorganismos responsables de la fermentacion como las levaduras, trabajen de manera

eficiente.



21

- Microorganismos utilizados: pueden utilizarse microorganismos nativos del sustrato o cultivos
iniciadores, monitoreandolos por medio de la aplicacion de la técnica de recuento en placa.

- pH: este puede monitorearse con tiras reactivas de pH o un pH metro, a medida que el proceso de
fermentacion avance el pH disminuye, esto contribuye a inhibir el crecimiento de microorganismos
no deseados.

- Porcentaje de etanol: depende de las caracteristicas del producto final.

El monitoreo continuo de estos factores en el proceso es esencial.

Establecer métodos y procedimientos uniformes para la realizacion del proceso fermentativo es
fundamental, ya que esto contribuye significativamente a obtener productos de alta calidad, seguros para
los consumidores y con buen rendimiento econdmico. Si el proceso y el producto final no se monitorean,
no existe la posibilidad de mejora continua, perdiendo la oportunidad de optimizacién que puede
representar mejoras importantes a largo plazo.

3.2.1 Técnicas de microescala aplicables en el laboratorio

Existen diversas técnicas de microescala ttiles para el monitoreo de procesos fermentativos,
especialmente en contextos educativos e investigativos donde se busca optimizar recursos sin
comprometer la calidad del analisis. Se describen a continuacion algunas de ellas:

Microgota extendida: La técnica implica depositar una microgota (5—10 pL) de una dilucion de la muestra
sobre una placa de Petri con medio de cultivo solido, y extenderla suavemente con un asa o esparcidor.
Tras la incubacion, pueden observarse colonias aisladas que permiten el recuento y aislamiento de
microorganismos. G%

Micropipetas: Las micropipetas son herramientas fundamentales en la microbiologia a microescala, ya
que permiten medir y transferir volimenes muy pequefios de liquidos (generalmente entre 1 pL y 1000
pL) con alta precision y exactitud. Su uso adecuado es esencial para garantizar la reproducibilidad de los
experimentos microbioldgicos, especialmente en fermentaciones donde se requiere un monitoreo
fisicoquimico y microbiolégico exacto. GV

La microtitulacion es una técnica analitica que consiste en realizar titulaciones utilizando volimenes muy
pequefios de reactivos, generalmente en el rango de microlitros a mililitros. Es muy util en el monitoreo
fisicoquimico de procesos fermentativos, donde el volumen de muestra disponible puede ser limitado y se

busca reducir el consumo de reactivos y generacion de residuos' ¢?
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El refractometro o brixémetro es un instrumento optico utilizado para medir la concentracion de azicares
totales disueltos en liquidos, expresado en grados Brix (°Brix), donde 1 °Brix equivale a 1 gramo de
sacarosa en 100 gramos de solucion, para su medicion se emplean aproximadamente 10 pL de muestra.®?
Las técnicas a microescala son adaptaciones de los métodos o técnicas convencionales utilizadas en

microbiologia. Con estas se busca la reduccion de muestra, reactivos y materiales empleados en el anélisis.

3.2.1.2 Ventajas de las técnicas a microescala:

- Reduccion de costos: al utilizarse menores volumenes del caldo fermentativo, menos reactivos y
medios de cultivo para el analisis.
- Mayor eficiencia: permite realizar muestreos frecuentes sin agotar el caldo fermentativo.
- Seguimiento del crecimiento bacteriano: mediante recuento en placa con diluciones seriadas a
microescala.
- Menor generacion de residuos y mayor seguridad: menos residuos toxicos y menor exposicion a
vapores.
- Sostenibilidad educativa: permite mayor participacion de los estudiantes y fomenta practicas mas
responsables ambientalmente.
3.3 Identificacion molecular:
La identificacion molecular de levaduras es una herramienta fundamental para el estudio microbiologico
moderno, especialmente en contextos biotecnoldgicos y de fermentacion. A diferencia de los métodos
clasicos basados en caracteristicas morfologicas y fisiologicas, los cuales suelen ser insuficientes debido
a la variabilidad fenotipica de muchas especies, las técnicas moleculares permiten una discriminacion
precisa, reproducible y répida de los microorganismos. Esto ha hecho que su uso se consolide como un
estandar en microbiologia industrial, alimentos y biologia molecular.
3.3.1 Importancia de la identificacién molecular en estudios de fermentacion
En procesos fermentativos, como los que se desarrollan en alimentos y bebidas de origen vegetal o frutal,
la identificacion precisa de las levaduras involucradas es crucial para:
- Caracterizar comunidades nativas responsables de la fermentacion.
- Determinar el papel tecnoldgico de cada especie (produccion de etanol, aroma, tolerancia a estrés,
etc.).
- Diferenciar levaduras beneficiosas de especies contaminantes.

- Seleccionar cepas con propiedades deseables para cultivos iniciadores (starters).
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- Comprender la interaccion entre levaduras y bacterias, como ocurre en fermentaciones destinadas
a la produccion de vinagre.
La aplicacion de herramientas moleculares permite una comprension mas profunda de los procesos

fermentativos y contribuye al disefio de estrategias de control microbioldgico y optimizacion productiva.



CAPITULO IV
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4.0 DISENO METODOLOGICO

La presente pasantia consistio en los siguientes tipos de estudio:
Teodrico: se consultaron diferentes libros que pertenecen a la Biblioteca de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de El Salvador, manuales de equipos, asi como diferentes paginas web con
fines educativos, para la elaboracion de las instrucciones técnicas.
Experimental: las instrucciones técnicas elaboradas previamente fueron aplicadas en un experimento de
produccion de vinagre (fermentacion alcohdlica y acética), llevado a cabo en 4 sesiones como se puede
observar en la Figura N°1.
Descriptivo: porque se describe la evolucion de los diferentes parametros fisicoquimicos y
microbioldgicos en los experimentos realizados.
Se elaboraron 12 instrucciones técnicas que permitieron la realizacion del monitoreo de los diferentes
parametros de la fermentacion:

— Recuento y almacenamiento de microorganismos.

— Azucares totales.

- pH.

— Etanol.

— Acidez.

— Identificacidn y aspectos técnicos como centrifugacion y reanimacion de inoculo para

identificacion.
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Proceso de produccion de
vinagre

Fermentacion

Acc.)ndlcmna \ alcohélica (>3 °B F[Itrac!t')n
mler:nEo de ™ sin agitar 14 d a (aireacion)
Pifia TA)
H (papel) T
P g - 55i —> Porcion para
1 Recuento levaduras H 48h _'_> 012? ferment,auon
| B alcohdlica
_ ) Muestreoscon [ 39| l (>9°B, con trampa de
Mediciones iniciales " Deteccidn CT, BAA y BAL Mediciones = .
iniciales | | | o No aire para
— anaerobiosis+ levadura
Densimetro 5 pat 7 diremkro) ,l, y azlcar de pasas, sin
3l . s
L 14d(nomicro) Ajustar __ ~ agitardias 14228 a
a12°B TA)

Figura N°1:Sesiones del proceso de fermentacion con las herramientas de monitoreo que cada una de las
fases conlleva.

Fuente Elaboracion propia.

Se realizaron fermentaciones en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia
que se describen en el anexo N°2, se desarrollaron aplicando los anexos N°3, como puede observarse en
la Figura N°1 la fermentacion conlleva 4 sesiones, las primeras 3 sesiones de estas fueron realizadas
tanto por la pasante de investigacion como por todos los estudiantes de la catedra de Microbiologia
Aplicada IV y una cuarta sesion realizada Gnicamente por la pasante de investigacion, las cuales

consistieron en:

- Sesion 1 (Fermentacion alcohdlica): esta sesion consistio en el acondicionamiento de la pifia
realizado desde casa, el montaje de la fermentacion, la medicion de pardmetros iniciales, la
separacion de una porcion de 250mL de caldo para continuar con una fermentacion anaerdbica, y
los muestreos de los tiempos 1,2,3,5,7,14 dias.

- Sesion 2 (Oxidacion acética): en esta sesion se realizo la filtracion para favorecer la aireacion

del cultivo para continuar con la oxidacion acética y se llevaron a cabo el procesamiento de las
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muestras para las mediciones microbioldgicas: recuento de levaduras, verificacion de cambios en
la diversidad de microorganismos y aislamiento de microorganismos de interés.

- Sesion 3 (Monitoreo fisicoquimico del proceso): en esta sesion se llevaron a cabo el
procesamiento de las diferentes muestras para las mediciones fisicoquimicas que permitieron
verificar la evolucion del sustrato durante todo el proceso las cuales son: determinacion de

azucares totales, pH, acidez y etanol.

- Sesion 4 (Identificacion molecular de cepas seleccionadas): esta sesion estaba orientada en la
extraccion del ADN de levaduras aisladas en la sesion 2 para su correspondiente identificacion,

esta sesion fue llevada a cabo tinicamente por la pasante de investigacion.

El monitoreo de los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos permitié conocer un poco mejor las
variables que afectan el proceso, las cuales se plasmaron en un informe que se pretende sea un soporte
para modificaciones del manual de la Microbiologia Aplicada IV, contribuyendo a una ejecucion

eficiente que implique el aprendizaje significativo de los estudiantes.



CAPITULO V
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5.0 PRODUCTO FINAL
5.1 Instrucciones técnicas.
5.1.1 Estructura de las instrucciones técnicas.
Las instrucciones técnicas fueron elaboradas con el fin de facilitar al estudiante la comprension de las
diferentes técnicas de monitoreo aplicadas a lo largo del proceso fermentativo.
Estructura de las instrucciones técnicas:
- Introduccion: breve explicacion sobre el fundamento o definicion de la instruccidn técnica.
- Materiales: todo aquello que se requiera para realizar la instruccion técnica.
- Procedimiento: paso a paso de como ejecutar la instruccion técnica.
Las instrucciones técnicas tanto para monitoreo microbioldgico como para monitoreo fisicoquimico las
cuales se encuentran detalladas en el Anexo N° 3 del manual y son las siguientes:
Instrucciones técnicas para monitoreo microbiologico:
- IT-MICRO-01: Instruccién técnica de recuento de levaduras por la técnica de microgota.
- IT-MICRO-02: Instruccion técnica para la determinacion de la diversidad de microorganismos
presentes en la fermentacion, por medio de agares selectivos.
- IT-MICRO-03: Instruccion técnica para la identificacion de levaduras aisladas por técnicas
moleculares.
- IT-MICRO-04: Reanimacion de levaduras a partir de crio viales.
- IT-MICRO-05: Instruccion técnica para la preparacion de inoculacion de un gel de
electroforesis.
Instrucciones técnicas para monitoreo fisicoquimico:
- IT-CFQ-01: Instruccion técnica para la medicion de azucares totales, potencial de alcohol y
densidad con densimetro.
- IT-CFQ-02: Instruccion técnica para la medicion de azucares totales con brixometro.
- IT-CFQ-03: Instruccioén técnica para la medicién de pH con pHmetro portéatil.
- IT-CFQ-04: Instruccion técnica para la medicion de etanol con alcoholimetro.
- IT-CFQ-05: Instruccidn técnica para la medicion de etanol con IR.
- IT-CFQ-06: Instruccion técnica para centrifugacion de muestra.

- IT-CFQ-07: Instruccioén técnica para la determinacion de acidez por micro titulacion.
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5.2 Informe de resultados.
5.2.1 Informe de resultados de los monitoreos microbiologico del proceso de
fermentacion.

Tabla N°1: Resultados obtenidos en el monitoreo microbiologico del proceso fermentativo por los
diferentes equipos de laboratorio, aplicando la técnica IT-MICRO-01.

Tiempo
de
muestreo Microorganismos
(dias) Agar GYC Agar MRS Agar Chromocult probables presentes
0 Colonias blancas, Colonias blancas Colonias redondas,
pequefias, redondas y pequefias a medianas, medianas, de color Levaduras
brillantes y sin halo (1, 3, | redondas (1, 2,7, 8,9,10) violeta (violeta, azul BAL
5,8,10) oscuro, o celestes) No coliformes
Colonias verdes. con halo del mismo Coliformes
Colonias blancas, puntiformes lisas (3,5) color (1,4,5) E. coli
pequenas, viscosas con
halo (2,4,6,9) Colonias de color azul (4) | Colonias pequefias
de color blanco a
Ausencia de crecimiento | Colonias grisaceas (4 beige o crema
(7) (1,2,3,5,6,7,8,10)
Ausencia de crecimiento
(6) Colonias rojas o
rosadas (1, 2,
3,6,8,9,10)
1 Colonias blancas a beige | Colonias de color azul (1, | Colonias medianas y
traslucidas, a veces 3,4,5,8) pequeiias de color Levaduras
viscosas con halo claro blanco a beige. BAL
(1,2,4,5,7,8,9,10) Colonias pequefias (1,5,6,7,8 No coliformes
(puntiformes) blancas Coliformes
Colonias blancas, (2,3,6,7,8,9,10) Colonias rojas a
pequefias, redondas y rosadas (2,3,6,9)
brillantes y sin halo (3,6) | Colonias grisaceas (4)
Colonias redondas,
Colonias verdes medianas, de color
puntiformes lisas (7) violeta con halo del
mismo color (4)
No se observo
crecimiento (10)
5 Colonias blancas, Colonias pequefias Colonias color
pequefias, redondas y (puntiformes) blancas crema (1, 2,3,5,7) Levaduras
brillantes y sin halo 2,7 BAL
(7,3,6) No coliformes
colonias pequefias
Colonias blancas a beige | (puntiformes) azules (3,5)
traslucidas, con halo claro
(1,2,4,5,8,9,10) Colonias verdes.
puntiformes lisas (7)
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Figura N°2 Resultados obtenidos en agar GYC, en la figura del lado
izquierdo tiempo cero dias se observan colonias sin halo, lado derecho

tiempo cinco dias colonias con halo claro.

MRS

Figura N°4: Resultados obtenidos en agar Chromocult, en lado izquierdo de
la figura se puede observar colonias de color rojo en el tiempo cero dias, en
el lado derecho de la figura se observan colonias beige a blancas en el tiempo
cinco dias.

Discusion de resultados de la determinacion de la diversidad microbiana presente en el caldo de
fermentacion, aplicando la instruccion técnica IT-MICRO-02.

Deteccion de bacterias acido acéticas en gar GYC: El agar GYC es un medio selectivo utilizado
principalmente para el aislamiento y recuento de bacterias acéticas y levaduras presentes en productos
fermentados. Su composicién incluye glucosa como fuente de carbono, extracto de levadura como fuente
de nitrogeno y vitaminas, y carbonato de calcio (CaCOs) como indicador de la produccion de acidos

organicos. Durante el crecimiento bacteriano, las bacterias acéticas oxidan el etanol a 4cido acético, lo que
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genera un halo transparente alrededor de las colonias debido a la disolucion del CaCOs, fendmeno
caracteristico de este grupo microbiano ¢

En las observaciones correspondientes al tiempo O horas, se evidencio la presencia de colonias
compatibles con levaduras, lo cual coincide con las condiciones de pH del medio fermentativo (=5.5),
dentro del rango optimo de crecimiento para estos microorganismos, que se sitiia entre pH 5.0 y 6.0 ¢
En contraste, a los 5 dias (ver Figura N°2), los resultados mostraron una predominancia de bacterias
acéticas, identificables por la formacion de halos claros. No obstante, en algunos casos no fue posible
observar dicha caracteristica, posiblemente debido a dificultades en el aislamiento, errores en la técnica

de siembra o diferencias en la fuente de carbohidratos, factores que pudieron favorecer el desarrollo de

levaduras sobre las bacterias acéticas.

Deteccion de bacterias acido lacticas en agar MRS: El agar MRS esta formulado para el aislamiento y
cultivo de bacterias acido-lacticas (BAL), tales como Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus. Este
medio contiene fuentes de carbono y nitrégeno (glucosa, peptona y extracto de levadura), asi como acetato
de sodio, citrato de amonio y sales de magnesio y manganeso, que inhiben el crecimiento de
microorganismos competidores y favorecen el desarrollo de BAL. Su pH inicial (~6.2) desciende
progresivamente con la produccion de acido lactico, generando condiciones de auto-seleccion favorables
para estas bacterias 7).

Los resultados obtenidos mostraron un incremento progresivo del crecimiento de bacterias dcido-lacticas
conforme avanzo el tiempo de fermentacion, observandose una mayor densidad de colonias a los 5 dias
en comparacion con los tiempos iniciales 0 y 24 horas (ver Figura N°3). Este comportamiento se asocia
con la disminucién del pH del caldo fermentativo, que alcanza valores Optimos para la proliferacion de
estas bacterias en las fases mas avanzadas del proceso.

Deteccion de bacterias coliformes en agar Chromocult: El agar Chromocult es un medio cromogénico
diferencial disefiado para la deteccion y enumeracion de bacterias coliformes y Escherichia coli en
muestras de alimentos y agua. Contiene sustratos enzimaticos especificos (X-Gal y Salmon-GAL) que
permiten diferenciar las colonias en funcion de la actividad de las enzimas P-galactosidasa y [3-
glucuronidasa. Las colonias coliformes tipicas adquieren una coloracion rosada o roja, mientras que E.
coli desarrolla una coloracion violeta a azul oscuro, y las bacterias no coliformes se presentan blancas o

incoloras (38:39:40),
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En los resultados obtenidos, se evidencid una presencia predominante de coliformes en el tiempo 0 horas
(ver Figura N°4), lo que indica contaminacion inicial del sustrato. Sin embargo, a medida que avanzo la
fermentacion y el medio se volvid mas 4acido, estas bacterias fueron inhibidas por el descenso del pH,
observandose una reduccion significativa en 24 horas y su ausencia total a los 5 dias, donde unicamente

se detectaron colonias blancas, circulares y convexas, caracteristicas de microorganismos no coliformes.

Biomasa vs. Tiempo

9.00
8.00
7.00
6.00
5.00

4.00
3.00

Log10 UFC/mL

2.00
0.00 ® ®

100 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

@ 1A —@—2A 3A 4A -@® 5A @ 6B @ 7/B -8B @ 98 @ 10B

Figura N°5: Grafico Biomasa vs Tiempo, los datos del grafico los contiene la Tabla N°4 ubicada en el anexo
N°3

La produccién de etanol se considera un metabolito primario de excrecion porque es un subproducto
inevitable y directo del metabolismo de crecimiento (la via metabdlica que impulsa la multiplicacion
celular) '), Por esta razon, la cinética de produccion de etanol es directamente paralela al aumento de
la biomasa microbiana *?, como se evidencia al comparar el grafico de Biomasa vs. Tiempo (Figura N°5)
y el grafico de Producciéon de Etanol por IR @3, Mientras las células estan en su fase exponencial,
consumen sustrato activamente para crecer y, simultineamente, excretan etanol 442,

En teoria, una mayor biomasa deberia resultar en un mayor consumo de sustrato y una mayor produccion
de etanol “**). Sin embargo, esta relacion debe interpretarse con precaucion, especialmente en
fermentaciones que alcanzan altas densidades celulares. Factores adversos como la inhibicién por

producto (el exceso de etanol acumulado), la disponibilidad de nutrientes, la cepa utilizada, el pH y la

temperatura del medio pueden actuar como factores limitantes 3¢, En fermentaciones espontaneas, el
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control deficiente de estos factores puede llevar a una disminucion en la tasa metabdlica o, incluso, a la

muerte celular, desacoplando la relacion lineal entre la biomasa y la produccion de etanol 446,



5.2.2 Informe de resultados de los monitoreos fisicoquimicos del proceso de fermentacion, obtenidos de la aplicacion

de las instrucciones técnicas IT-CFQ-01, IT-CFQ-02, IT-CFQ-03, IT-CFQ-04, IT-CFQ-05, IT-CFQ-06, IT-CFQ-07.

Tabla N°2: Tabla resumen de pardmetros iniciales y finales.

Acidez (g de acido/100mL
°Brix (g sacarosa/100g sln) | Biomasa (Logl OUFC/mL) Etanol (%V/V) sln)
Equipos/tiempo

(dias) 0 28 0 28 0 28 0 28

PRE 14.02 5.78 5.3 5.78 0.3 7.4 0.06 0.78
1 13.2 0 4.97 6.6 1.8 7.7 0.54 1.12
2 14.8 5.8 0.81 DNPC 2.1 5.1 0.71 10.4
3 12 4.5 5.18 5.8 0.2 6.9 0.17 4.74
4 13.8 6 4.51 6.19 0.3 5.6 0.17 5.65
5 13.6 4.6 6.1 6.36 0.1 7.6 0.06 3.16
6 14 5.6 4.33 5.48 0.2 6 0.28 2.7
7 13.8 4.2 5.37 7.32 2.8 10 0.11 4.05
8 13.6 5.8 4.16 6.44 0.2 5.6 0.06 4.17
9 13.8 5.6 5.35 5.51 0 4.6 0.23 3.84
10 15.2 6.9 4.69 5.72 0.4 7.1 0.17 4.05
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Figura N°6: Graficas que muestran la evolucion temporal de los parametros monitoreados durante el proceso de fermentacion con
diferentes instrumentos. A) Densidad, B) Concentracion de azucares (°Brix) medidos con densimetro, C) Concentracién de azucares
(°Brix) medidos con brixometro, D) Inferencia de la cantidad de etanol medido con densimetro. Los datos de cada grafico estan en las
tablas N°5, N°6 y N°7 ubicadas en el anexo 3.
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Figura N°7: Graficas que muestran la evolucion temporal de los parametros monitoreados durante el proceso de fermentacion con
diferentes instrumentos. E) Etanol medido con Espectrémetro Infrarrojo, F) pH medido con tiras reactivas de papel, G) pH medido con
pH metro, H) Acidez, determinada por medio de micro titulacion. Los datos de cada grafico estan en las Tablas N°7 y N°8 ubicadas en
el anexo 3.



38

Porcentaje de rendimiento de &cido acético y etanol:
Calculando gramos de acido acético

Datos:

Tiempo= 0 dias

Volumen gastado de NaOH=0.02 mL

Normalidad del NaOH= 0.5
gdeacido mLdeNaOH x N x 60 * 100
100mL 1000 * mL de muestra

g deacido 0.02mL de NaOH * 0.5 N * 60 * 100

100mL 1000 * 1.0 mL de muestra
g de acido — 0.06
100 mL
Convirtiendo a %P/P usando densidad
0.06 g de acido . 1mL de sln _o g de acido
100 mL 1.054 g de sln 100 g sln

Tiempo= 14 dias
Volumen gastado de NaOH=0.24 mL
Normalidad del NaOH= 0.5

gdeacido mLdeNaOH * N x 60 x 100
100mL 1000 » mL de muestra

g deacido 0.24mL de NaOH x 0.5 N * 60 * 100

100 mL 1000 = 1.0 mL de muestra
g deacido 0.72
100 mL

Convirtiendo a %P/P usando densidad

gdeacido 1mlLdesln g de acido

0.72 =0.706 =———
100mL  1.054 g de sin 100 g sin




Calculando porcentaje de rendimiento:

X
y==-—
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S (5.920 - 14.020)Z

X
Y—-=10.080
s

Calculando porcentaje de etanol:
Convirtiendo a %P/V usando densidad
Tiempo= 0 dias

mL de etanol

v x  Pf—Po
s  Sf—So
_ g de acido
(0.706 — 0.057) T00 g sln
de sacarosa
100 g sin
g de acido

g de sacarosa

1mL de sln _ mL de etanol

0.25

Tiempo= 14 dias

mlL de etanol
7.29

100 mL sin ¥

1.054 g de sin 100 g sin

1 mL de sln _ mL de etanol

Calculando porcentaje de rendimiento:

100 mL sin_

1.020 g de sin 100 g sin

Yx_ Pf — Po
s  Sf-So

mL de etanol

y==-—
S

X
Y—-=10.85
s

(5.920 — 14.020)

g de sacarosa
100 g sin

mL de etanol

g de sacarosa
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Analisis de parametros fisicoquimicos durante la fermentacion

Al inicio de la fermentacion, la densidad del medio es elevada debido a la alta concentracion de azicares
presentes en el sustrato. A medida que las levaduras metabolizan estos azlcares para transformarlos en
etanol y didxido de carbono, la cantidad de solutos disueltos disminuye, lo que provoca un descenso
progresivo de la densidad (Figura N°6 A). Este comportamiento constituye un indicador indirecto del
avance del proceso fermentativo.

Conforme el etanol se acumula, la densidad continua disminuyendo, ya que este compuesto posee una
densidad menor que la del agua (0.789 g/cm?). En consecuencia, en etapas avanzadas de la fermentacion
pueden registrarse lecturas muy bajas o incluso negativas al interpretar la escala del densimetro en grados
Brix o grados alcohdlicos.

Durante las mediciones realizadas con el densimetro, los valores de grados Brix descendieron de manera
continua, llegando a registrar valores negativos (Figura N°6 B). Esto se explica porque el densimetro mide
la densidad del liquido y no la concentracion de azucares directamente. Ademas, su lectura puede verse
influenciada por la composicion del medio, especialmente por la presencia de etanol, que reduce la
densidad del sistema. Aunque este instrumento es de uso frecuente en fermentaciones artesanales, no esta
disefiado para determinar azlicares de forma especifica, por lo que inicamente permite observar tendencias
generales del proceso.

En contraste, el brixometro o refractometro es el instrumento mas adecuado para la medicion directa del
contenido de azucares, ya que se basa en el principio de refraccion de la luz, ofreciendo una lectura mas
precisa y especifica (Figura N°6 C). Ademas, presenta la ventaja de requerir solo una pequefia gota de
muestra, mientras que el densimetro necesita un volumen considerablemente mayor para obtener
resultados confiables.

Durante el proceso fermentativo, la disminucion de la densidad observada mediante el densimetro permite
inferir la conversion de azucares en alcohol y estimar el incremento del contenido etanolico (Figura N°6
D). No obstante, debe considerarse que este instrumento no mide el alcohol de manera directa, sino que
detecta los cambios en densidad, los cuales pueden verse afectados por otros factores, como la presencia
de acidos, glicerol, compuestos volatiles o azucares residuales no fermentables. Por esta razon, el
densimetro es util para el seguimiento del proceso y la estimacidon del rendimiento alcohoélico, pero la
determinacion del contenido real de etanol requiere métodos analiticos mas especificos, como la

espectroscopia infrarroja (IR).
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En la Figura N°7 E se observa la produccion de etanol registrada por todos los equipos de trabajo. A pesar
de la variabilidad asociada al uso del equipo, se aprecia una produccion rapida de etanol entre las 48 horas
y los 14 dias, seguida por una etapa de estabilidad durante el resto del proceso.

El pH del medio también mostr6 variaciones caracteristicas del proceso fermentativo. Se observo un
descenso rapido durante los primeros siete dias, manteniéndose estable en las etapas posteriores. Este
comportamiento sugiere una mayor produccion de etanol entre los 7 y 14 dias, como se muestra en la
Figura N°7 G, periodo en el cual la actividad microbiana alcanza su punto méaximo y los metabolitos
acidos generados inicialmente se equilibran con la formacidon de compuestos neutros o alcohoélicos.

Por su parte, la Figura N°7 F ilustra la medicion del pH mediante tiras reactivas, las cuales, aunque
presentan menor precision que el pHmetro, resultan herramientas utiles para evaluaciones répidas y
orientativas, especialmente en practicas a microescala, donde la simplicidad y el bajo costo del método
facilitan la ensefianza y el monitoreo del proceso.

En la Figura N°7 H, se observa que la produccion de acido probablemente ocurri6 entre los 7 y 14 dias
del proceso fermentativo. No obstante, esta afirmacion no puede confirmarse plenamente, ya que no se
realizd una medicion del parametro en el dia 7. A partir de los 14 dias, el nivel de acidez se mantiene
estable, lo que indica que el sistema alcanzé un estado de equilibrio.

La fermentacion se inici6 con un valor aproximado de 13.8 °Brix, disminuyendo progresivamente hasta
4.8 °Brix al final del proceso. Esta reduccion se debe al consumo de azucares simples por parte de las
levaduras, que los transforman en etanol y dioxido de carbono. La presencia activa de levaduras fue
confirmada mediante recuentos microbianos (Figura N°5), evidenciando su capacidad para utilizar
monosacaridos y disacaridos como fuente principal de carbono y energia.

Durante la fermentacion, el metabolismo microbiano generd diversos subproductos, entre ellos etanol,
dioxido de carbono y &cidos organicos (como el piruvico y el lactico). Se estim6 que aproximadamente el
50 % de los azucares consumidos se convirtié en etanol, mientras que el resto se destin6 a la formacion
de biomasa microbiana y otros productos secundarios. Asimismo, se determind que por cada gramo de
sacarosa consumida durante los primeros 14 dias se produjeron en promedio 0.080 g de acido acético y
0.85 mL de etanol, confirmando que el proceso se oriento principalmente hacia la fermentacion alcoholica.
La acidificacion del medio, evidenciada por la disminucion del pH, se relaciona con la formacion de estos
acidos organicos, mientras que la densidad del caldo mostré una tendencia decreciente: inicialmente
cercana a la del agua (1.000 kg/m?®), y posteriormente préxima a la densidad del etanol (789 kg/m?®) durante

la fase alcoholica.
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Tras 28 dias de fermentacion, la acidez total del medio fue determinada mediante titulacion con NaOH
0.5 N, confirmandose que el proceso favorecio la formacion de etanol como producto predominante. Al
comparar los resultados obtenidos por los diez equipos de laboratorio con el ensayo realizado por la
pasante de investigacion, se evidenciaron diferencias atribuibles al tipo de azicar utilizado y al grado de
madurez de la fruta. Aunque la mayoria de los ensayos comenzaron con valores cercanos a 14 °Brix, se
observaron variaciones en los niveles finales de etanol y acidez, dependientes de las condiciones
especificas de cada fermentacion. Los resultados de los equipos 6B, 7B y 10B se presentan en la Tabla

N°3.

Tabla N°3: Comparacién de condiciones y resultados fermentativos

Equipo | Tipo de | Tipo de | Produccion | Perfil de olor Observaciones clave
fruta azicar | de etanol

6B Pina AzGcar | Baja Diferente Posible influencia de vitaminas en
madura morena azcar morena

7B Pina Azlcar | Alta Olor a fermentado | Condiciones estandar, sin anomalias
madura blanca reportadas.

10B Pifa Azicar | Alta Olor a fermentado | El tipo de azicar pudo favorecer el
menos refinada proceso pese a menor microbiota en
madura la fruta

Influencia del tipo de azucar y madurez de la fruta en la fermentacion: los resultados obtenidos sugieren
que el tipo de azucar empleado ejerce una influencia significativa sobre la eficiencia del proceso
fermentativo y las caracteristicas organolépticas del producto final. *” El uso de aziicar morena aporta no
solo sacarosa, sino también compuestos minerales y vitaminas del complejo B, los cuales pueden
modificar el perfil metabolico de las levaduras y bacterias implicadas, afectando la velocidad de
produccién de etanol y el perfil sensorial del fermentado “®. En contraste, el empleo de azicar refinada,
caracterizada por su mayor pureza y disponibilidad metabolica, puede favorecer una fermentacion mas
eficiente, incluso cuando la microbiota inicial de la fruta es menos activa ).

Asimismo, el grado de madurez de la fruta constituye un factor determinante en la disponibilidad de
azUcares simples y en la composicion microbiana inicial del sustrato, influyendo directamente en el

desarrollo y desempefio del proceso fermentativo. Por ello, la consideracién de estas variables resulta
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esencial en el disefio de ensayos comparativos, especialmente en contextos académicos y formativos,
donde se busca comprender la interaccion entre los aspectos bioldgicos y tecnologicos del proceso.
Aislamiento e identificacion de bacterias acido-acéticas en agar GYC: uno de los objetivos del proceso
fermentativo fue el aislamiento de bacterias dcido-acéticas, para lo cual se empleo el agar GYC (Glucose
Yeast Extract Calcium Carbonate). Este medio es considerado un estandar en el aislamiento de bacterias
acéticas, ya que permite detectar microorganismos productores de acido acético mediante la formacion de
un halo transparente alrededor de las colonias, resultado de la neutralizacion del carbonato de calcio por
los 4cidos organicos producidos ©%3Y,

En el agar GYC, la dextrosa actiia como fuente de carbono y energia, mientras que el extracto de levadura
aporta vitaminas, especialmente del complejo B, necesarias para el crecimiento bacteriano. En este caso,
se adicion6 etanol al medio para ejercer una presion selectiva, favoreciendo el crecimiento de bacterias
acéticas sobre otros microorganismos. Si bien algunos aislamientos presentaron colonias con halos
caracteristicos, tras la purificacién e identificacion mediante galeria API, no se obtuvieron resultados
coincidentes con perfiles de bacterias acido-acéticas. Esto podria explicarse por el hecho de que la galeria
API utilizada no estd disefiada especificamente para este grupo bacteriano, limitando la capacidad de

identificacion precisa.

5.3 Identificacion de microorganismos aislados.
5.3.1 Informe de resultados identificacion molecular de levaduras aisladas durante
el proceso de fermentacion

Se realiz6 una primera extraccion de acidos nucleicos utilizando el reactivo TRIzol™, siguiendo las
indicaciones de la instruccion técnica IT-MICRO-03. Al finalizar el procedimiento, se observo la
formacion de pellets de gran tamafo, lo que indicé una posible ineficiencia en el proceso de lisis celular.
Ante esta situacion, el material obtenido se conservd para una segunda extraccion, implementando una
modificacién en la etapa de incubacidn con el reactivo TRIzol™. Con el objetivo de favorecer el proceso
de lisis, la muestra se incubo en un bano de agua a 65 °C durante 15 minutos y posteriormente se continu6
el protocolo. Sin embargo, a pesar de esta modificacion, los pellets obtenidos continuaron siendo de gran
tamafio, lo que motiv¢ la realizacion de una tercera extraccion con ajustes adicionales al procedimiento.
En esta tercera extraccion, se trabajo unicamente con el pellet almacenado de la muestra 1 (de un total de

seis muestras procesadas inicialmente). A dicho pellet se le adicionaron 1,000 pL de agua destilada estéril,
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y se homogeneizd mediante vortex para mejorar la dispersion. Posteriormente, se distribuyeron 200 puL
de la suspension en cuatro tubos estériles, los cuales se centrifugaron a 5,000 Hz durante 3 minutos. A
cada tubo se le afiadié 1 mL de reactivo TRIzol™ y se incubaron en un bafio de agua a 65 °C durante
distintos intervalos de tiempo:

e Tubo 1: 15 minutos

e Tubo 2: 30 minutos

e Tubo 3: 45 minutos

e Tubo 4: 60 minutos
Durante el periodo de incubacion, los tubos se mezclaron suavemente cada 5 minutos para favorecer la
accion del reactivo. Una vez transcurridos los 60 minutos (al retirar el tubo 4 del bafo), se procedié a
realizar la extraccion de ADN siguiendo la instruccion técnica IT-MICRO-03.
Concluida la extraccion, se prepar6 un gel de electroforesis siguiendo los lineamientos de la instruccion
técnica IT-MICRO-05 para verificar la presencia de ADN en las muestras. El gel se elabord conforme al
protocolo técnico y se corrié durante 30 minutos. Posteriormente, se colocd en una camara con luz UV
para visualizar las bandas obtenidas. Sin embargo, inicamente fue visible el marcador de peso molecular,

sin evidenciarse presencia de ADN en las muestras, como se muestra en la Figura N°8.

Figura N°8: Gel de electroforesis.



45

La ausencia de bandas visibles en el gel de electroforesis puede atribuirse, en gran medida, a una lisis
celular incompleta durante las etapas iniciales de la extraccion. Este fendmeno es comun cuando se trabaja
con microorganismos que poseen paredes celulares resistentes, como levaduras o bacterias Gram
positivas, ya que el reactivo TRIzol™, aunque eficaz para la disolucion de membranas en células animales
o vegetales, no siempre garantiza una ruptura completa de las estructuras celulares microbianas ©>°%. La
ineficiencia en la lisis provoca que una fraccion considerable del ADN permanezca retenida dentro de las
células o atrapada en el pellet junto con polisacaridos y proteinas, reduciendo significativamente la
cantidad de material genético disponible para visualizacion ®*°9, En este contexto, se ha demostrado que
la combinacion de métodos quimicos y mecanicos o enzimdticos, como el uso de bead-beating, liticasa o
lisozima, mejora notablemente la liberacion del ADN y su posterior recuperacion 4% Por lo tanto, la
ausencia de sefal en el gel no necesariamente indica la falta total de ADN, sino una extraccion ineficiente

debida a una ruptura celular incompleta o a una purificacion deficiente del material genético extraido.
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6.0 CONCLUSIONES

Se disenaron y aplicaron 12 instrucciones técnicas a microescala para el monitoreo fisicoquimico
y microbioldgico de los procesos de fermentacion alcoholica y acética. Estas demostraron ser
eficientes, sostenibles y de bajo costo, favoreciendo el control del proceso y fortaleciendo la
ensefianza practica en microbiologia aplicada.

Los monitoreos realizados permitieron caracterizar el comportamiento fermentativo, observandose
una produccion mas eficiente de etanol entre las 48 horas y los 15 dias, seguida de la formacion
de acido acético entre los 7 y 15 dias. Se determin6 que la utilizacion de céscaras de pifia en estado
maduro y azlcar blanca como fuente de carbono mejord notablemente la produccion y el
rendimiento del producto final, evidenciando la importancia de las condiciones del sustrato en la
eficiencia del proceso.

Los resultados obtenidos confirman que la aplicacion de técnicas a microescala es una herramienta
efectiva para la observacion, analisis y comprension de procesos fermentativos, permitiendo
obtener informacién valiosa con recursos minimos y bajo impacto ambiental, lo cual refuerza su
potencial como estrategia didactica y de investigacion.

A pesar de las modificaciones aplicadas al protocolo de extraccion de ADN con TRIzol™, no se
logré obtener material genético visible en el gel de electroforesis. Este resultado sugiere una lisis
celular incompleta o pérdida de ADN durante la purificacion, por lo que se recomienda optimizar
el método incorporando tratamientos enzimaticos 0 mecanicos complementarios para mejorar la

eficiencia de extraccion en levaduras.
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7.0 RECOMENDACIONES

Continuar desarrollando y aplicando protocolos de monitoreo a microescala en la ensefianza de la
microbiologia aplicada, ampliando su uso a otros tipos de fermentaciones y productos
biotecnoldgicos. Esto permitira fortalecer las competencias practicas de los estudiantes y promover
el aprendizaje basado en la experimentacion.

Estandarizar las condiciones de fermentacion, priorizando el uso de céascaras de pifia en estado
maduro y azlcar blanca, para optimizar el rendimiento en la produccion de etanol y acido acético.
Asimismo, se recomienda evaluar otros sustratos y fuentes de carbono que puedan mejorar la
eficiencia y calidad del producto final.

Promover el uso de técnicas a microescala como herramientas de investigacion formativa, por su
capacidad de reducir costos, consumo de reactivos y generacion de residuos, manteniendo
resultados representativos de procesos a mayor escala. Esta metodologia puede integrarse en
laboratorios docentes e iniciativas de sostenibilidad institucional.

Optimizar el protocolo de extraccion de ADN, incorporando tratamientos de lisis enzimatica
(como liticasa o lisozima) o disrupciéon mecdnica controlada, para mejorar la recuperacion de
material genético en levaduras. Asimismo, se recomienda realizar pruebas comparativas con otros
métodos de extraccion (como kits comerciales de purificacion de ADN) que garanticen mayor

integridad y pureza del ADN para andlisis moleculares posteriores.
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~ ANEXO N°1
GUIA DE LABORATORIO



Examen practico de laboratorio
FERMENTACION ALCOHOLICA Y OXIDACION ACETICA.

INTRODUCCION

El aprovechamiento adecuado de residuos como las cascaras de pifia o frutas poco utilizadas en nuestro
pais, como los nances y el arrayan, representaria un beneficio significativo tanto para el medio ambiente
como para la economia de quienes los transforman. Al emplearse como materia prima, estos residuos
dejan de ser desechos orgéanicos mal gestionados y se convierten en recursos con valor agregado,
contribuyendo a la sostenibilidad y al uso eficiente de productos locales.

La fermentacion alcoholica y la oxidacion acética son usualmente procesos secuenciales en la naturaleza.
En primer lugar, las frutas ricas en mono y disacaridos son colonizadas por especies de levaduras de los
géneros Saccharomyces o Candida, que bajo condiciones principalmente anaerobias utilizan dichas
fuentes de carbono para crecer y obtener energia en forma de ATP, produciendo residuos como etanol y
didéxido de carbono. Posteriormente el etanol producido, y bajo condiciones aerobias se produce el
crecimiento de bacterias acéticas (géneros Acetobacter, Gluconobacter y otros), quienes obtienen energia
mediante la oxidacion de este sustrato generando acido acético.

Los conocimientos de microbiologia industrial permiten llevar a cabo la obtencion de los productos
deseados, utilizando herramientas como el monitoreo de los procesos, esto con el fin de controlar las
variables que son claves en ellos y asi optimizar la produccion y asegurar la calidad del producto final.
En este examen practico se pretende que los estudiantes apliquen conocimientos de mediciones
microbioldgicas y fisicoquimicas para desarrollar un cultivo microbiano en el que a través de los procesos
de fermentacién alcohdlica y oxidacion acética puedan obtener un vino y vinagre de frutas.

Objetivo general

e Implementar conocimientos de microbiologia industrial en el aprovechamiento de un residuo de
frutas.

Objetivos especificos

e Implementar las condiciones necesarias para obtener vino y vinagre a partir de cascaras de pifia

e Aplicar procesos de aislamiento para identificar los microorganismos involucrados en el proceso
de elaboracion de vinagre.

e Monitorear las distintas fases del proceso mediante pardmetros fisico quimicos, y microbiologicos
a través de los cuales se llega a la produccion de alcohol por fermentacion microbiana

e (Calcular rendimientos de biomasa y productos del proceso de produccion de vinagre

e Elaborar un informe con los datos obtenidos.

Marco Teorico

Fermentacion alcoholica

Desde el punto de vista microbioldgico, la fermentacion es un tipo de catabolismo parcial, que se
caracteriza por ser un proceso de oxidacion incompleta, tipico de los organismos anaerobios y anaerobios
facultativos. Se realiza, pues, sin la intervencion del oxigeno. Durante la fermentacion, la energia obtenida
procede, igual que en la respiracion aerobia, de las reacciones de 6xido-reduccion del catabolismo de la



glucosa (glucolisis), pero en la fermentacion las coenzimas reducidas no ceden sus electrones a una cadena
cuyo aceptor final es el oxigeno, sino que los ceden directamente a un compuesto organico que se reduce
y es el producto caracteristico de cada fermentacion (lactica, alcohdlica, entre otras).

Algunas de las fermentaciones actuales, son procesos conocidos desde la antigiiedad ya que han sido una
forma importante de conservacion de los alimentos, y constituyen hoy en dia una de las ramas de
produccion mas importantes en la industria. Un ejemplo de este tipo de procesos es la produccion de
alcohol via fermentativa el cual puede ser utilizado en la industria o como componente principal de una
gran variedad de bebidas fermentadas. En este proceso sustratos como macerados de frutas, melazas de
cana o piloncillo son fermentados generalmente por levaduras del género Sacharomyces u otras, el tipo de
sustrato utilizado tiene una gran importancia en las caracteristicas finales del producto.

La fermentacion alcoholica, como todo proceso de fermentacion, depende de las condiciones ambientales
a las que se somete el microorganismo en presencia del sustrato. Es un proceso anaerobio que se lleva a
cabo a concentraciones altas de azlcares fermentables y a pH aproximadamente de 5.0. Ademas, se
requiere un indculo grande y vigoroso, la temperatura de fermentacion se prefiere y debe mantenerse en
mas o menos 20°C, para evitar pérdidas por evaporacion. Este proceso tiene como finalidad bioldgica
proporcionar energia anaerdbica a los microorganismos unicelulares especialmente levaduras y algunas
bacterias, quienes en ausencia de oxigeno, disocian las moléculas de glucosa y obtienen la energia
necesaria para sobrevivir, produciendo el alcohol y CO> como desechos en consecuencia de la
fermentacion. Los microorganismos causantes de este fendmeno son muy habituales en las frutas y
cereales, los cuales contribuyen en gran medida al sabor de los productos fermentados.

La fermentacion alcoholica consiste en que el piruvato, producto de la glucolisis, es descarboxilado a
acetaldehido, que a su vez es reducido a etanol por la alcohol deshidrogenasa con el NADH como donador
de electrones. A continuacién se muestran las reacciones generales que ocurren en el proceso:
1) Glucosa+ 2 ADP + 2 Pj+ 2 NAD* —2 Piryvato +2ATP + 2NADPH;
2) 2 Piryvato + 2 NADPH; — 2 Etanol + 2 CO; + 2 NAD*
Glucosa+ 2 ADF + 2 Pi— 2 Etanol + 2 CO; + 2 ATP

Se debe considerar que el etanol va aumentando de concentracion durante el proceso de fermentacion y
debido a que es un compuesto toxico, cuando su concentracion alcanza aproximadamente un 12% de
volumen las levaduras tienden a morir. Esta es una de las razones fundamentales por las que las bebidas
alcoholicas (no destiladas) no alcanzan valores superiores a los 20% de concentracion de etanol.

Produccion de vinagre

El vinagre es un producto de oxidacion de los liquidos alcohdlicos a acido acético, consecuencia del
metabolismo de ciertos microorganismos. Cuando un liquido alcohdlico se expone al aire, en su superficie
aparece una pelicula viscosa y gelatinosa en las que se encuentran muchas bacterias y al mismo tiempo el
liquido se acidifica. Estas bacterias estan clasificadas en el género Acetobacter en la clasificacion de
Borger, y como Cacterium en la Henneberg. Estos microorganismos requieren para su crecimiento de
dotacién de oxigeno constante es esta la razon por la que se desarrollan en la superficie.

Acetobacter aceti, es el microorganismo que normalmente se usa para producir vinagre con un porcentaje
de 4cido acético superior al 14 %. Cuando se utiliza sidra, vino o malta como materia prima se puede
obtener aproximadamente 5 % de 4cido acético. El color y el sabor dependen de la materia prima empleada
(sidra, vino, cerveza, malta de cebada) y método de produccion. Tradicionalmente, el vinagre fue
producido en barriles llenos de las virutas de madera sobre el cual se rociaba el vino. En muchos paises la
legislacion exige que el acido acético en vinagre sea producido por fermentacion y no por procesos



quimicos, ya que también existen al menos tres procesos eminentemente quimicos para producir acido
acético. El vinagre contiene tradicionalmente de 4 a 8 % de 4cido acético en volumen.

La formacion de acido acético resulta de la oxidacion del alcohol por la bacteria del vinagre en presencia
del oxigeno del aire. Esta bacteria, a diferencia de las levaduras productoras de alcohol, requiere un
suministro generoso de oxigeno para su crecimiento y actividad. El cambio que ocurre es descrito
generalmente por:

C:HsOH + Oz + Acetobacter aceti = CH3COOH + H20
Alcohol + Oxigeno + Bacteria del vinagre = Acido Acético + Agua

El vinagre se conoce desde hace mas que 4,000 afios. Ya en el imperio de Mesopotamia se conocia como
la Cerveza Acida, es decir el Vinagre de Cerveza. Sin embargo en estos tiempos no se elaborada
conscientemente, si no que era fruto de circunstancias casuales. Hubo que esperar hasta que Luis Pasteur
(1822- 1895) descubriera el secreto de la fermentacion acética para que supiéramos que pequefios seres
vivos, las Bacterias Aerobicas (es decir que necesita del aire para actuar) llamadas Acetobacter acéti
actuan sobre el alcohol etilico convirtiéndola en acido acético.

El crecimiento de un microorganismo varia con el medio de cultivo dependiendo del contenido de
nutrientes, la temperatura y la aireacion durante la incubacion. Hay diversas metodologias para estimar
los cambios sucedidos en un cultivo microbiano.

En el caso de metodologias aplicadas a medir directamente el crecimiento microbiano se encuentran
aquellas a través de las cuales se pueden determinar los microorganismos totales (viables y no viables) en
el medio como las técnicas microscopicas y la determinacion de la masa celular por peso, volumen u otras
mediciones fisicas; ademas son ampliamente conocidas las técnicas de recuento microbiano aplicadas a
determinar los microorganismos viables en el cultivo las cuales pueden tener diferentes variantes como el
recuento en placa dispersa, placa vertida y el recuento por microgota.

Las metodologias indirectas miden el aumento de masa del cultivo y también pueden ser directas e
indirectas.

Las mediciones de aumento de masa directas requieren preparaciones limpias, sin particulas en suspension
aparte de los microorganismos. Se pueden mencionar las determinaciones de peso humedo, peso seco,
nitrogeno total, o alglin componente caracteristico de la biomasa como peptidoglucano, ADN, ARN,
proteinas, ATP, clorofilas en organismos fotosintéticos, etc.

Las mediciones de aumento de la biomasa indirectas incluyen los métodos turbidimétricos, el consumo de
nutrientes o la produccion de algin metabolito.

Monitoreo de procesos.

Durante el crecimiento los microorganismos modifican el pH del medio de cultivo. Las levaduras, por
ejemplo, tienen la capacidad de alterar el pH de un medio no amortiguado por los productos que generan
durante su crecimiento. En la fermentacion alcoholica usualmente se observa un descenso del pH debido
a la produccion de etanol, pero sobretodo a la de &cidos organicos como el malico y tartarico.
Posteriormente a la fermentacioén alcohdlica, y en el caso de que surja la oxidacion acética del alcohol
formado el pH es posible que descienda mas debido a la formacion de acido acético. De tal modo que el
monitoreo de la formacion de alcohol y acidos organicos, permitira reconocer la evolucion y éxito de los
procesos.



Paralela a la formacion de biomasa y productos como el etanol, y dcido acético en los procesos de
fermentacion alcoholica y acética, también se da la disminucion de los azucares en el medio de cultivo;
aspecto que también puede ser monitoreado para verificar su evolucion.

Tabla 1. Metodologias aplicables al monitoreo de metabolitos en procesos de fermentacion alcoholica y oxidacion
acética.

Metabolito Metodologias de medicion

Contenido de | Refractometria (uso de brixometro), método de Miller para la cuantificacion

carbohidratos de azuacares totales, densitometria, métodos enzimaticos, etc.

Etanol Espectroscopia infrarroja cuantitativa (FTIR), densitometria, destilacion-
volumetria, cromatografia de gases, etc.

Acidos organicos Titulacion acido base, medicion del pH, HPLC-refractometria,
cromatografia de gases, métodos enzimaticos, etc.

Existen diversidad de metodologias analiticas para monitorear el aumento o disminucion de los diferentes
metabolitos que surgen en las fermentaciones microbianas (Tabla 1). Actualmente debido al desarrollo de
los instrumentales de medicion y el disefio de reactores siempre se preferiran aquellas metodologias que
ofrezcan la posibilidad de realizar las mediciones en tiempo real (mediciones en linea), debido al ahorro
en tiempo y recursos que dichas metodologias ofrecen.



Marcha experimental

1.

Material y equipo para elaboracion de aproximadamente 2 L de vinagre (Para sesion 1

monjate de fermentacion).

Utensilios para la preparacién
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10.
11.
12.
13.
14.

Balanza granataria

Charolas o bandeja de plastico

1 gotero desechable o micropipeta
Cuchillo

1 cubeta de plastico de 3 litros con
tapa (lo ideal es que sea nueva).

1 taza medidora de 1 Lt

1 colador de tamafio de 1 taza

1 embudo

1 cucharon con mango mayor o
igual a 20 cm y capacidad de
media o de una taza

2 cucharas desechables

2 mantas o toallas de cocina

1 rollo de papel toalla

1 probeta de 250 mL

1 probeta de 10 mL

Materia prima:
1. Cascaras de una piia GRANDE, DULCE Y

MADURA por persona (SAZONA PERO NO
excesivamente madura)--- aproximadamente
igual o mayor de 42 cm de didmetro y 20 cm de
alto sin la corona = 750 g)

2. Azucar (cantidad suficiente para llevar a 16
°Brix 1750 mL de agua)

3. 1 galdén de agua envasada.

Equipo de proteccion
1. Gabacha, gorro, mascarilla y guantes, de estos
ultimos  llevar  repuesto  por  cualquier
eventualidad

Los elementos del 4 al 12 deben se

proporcionados por los estudiantes el dia

Todas las materias primas y equipo de proteccion
seran proporcionados por cada grupo de estudiantes.

de la practica, bien lavados y enjuagados

El equipo de proteccion debe ser usado desde el

con agua previamente hervida y luego

acondicionamiento de las materias primas.

enfriada a temperatura ambiente.

2
3.
4

Equipo
1.

Brixometro
Mostoémetro
pHmetro portatil
Incubadora 27-30 °C

Medios de cultivo y materiales para siembra
1. Placas con Agar Rojo de Bengala

Cloranfenicol (RBC)

Placas con Agar Chromocult

Placas con Agar GYC

Placas con Agar MRS

Solucioén salina normal

Micropipetas de 20 a 200y 100 a 1000

microlitros

Puntas para micropipetas

8. Tubos con 500 microlitros de glicerol al
40%

9. Microtubos (de microcentrifuga) para hacer
las diluciones
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2. Procedimiento

PRIMERA PARTE DEL LABORATORIO (PRIMER MIERCOLES)
Acondicionamiento de sustratos

Usar las medidas asepticas necesarias para evitar contaminar los sustratos descritos a
continuacion.

Piiia

Realizar este procedimiento de uno a tres dias antes del laboratorio.

a. Lavar la pifia bajo el chorro de agua, para quitarle toda la tierra, sin cortar las hojas porque sirven
como garantia de que no se contaminara por dentro.

b. Con solucion detergente y un cepillo, como de dientes, o mascon verde frotar la superficie de la piia,
al cepillarla se pretende a quitar los parésitos que pudiera tener.

c. Volver a enjuagar con agua hervida fria hasta temperatura ambiente.

d. Cortar la cascara y los ojos de la pifia de forma que se obtengan trozos cuadrados o circulares de un
maximo de 1 cm de lado.

e. Guardar toda la cascaras en una bolsa plastica limpia y guardarla en refrigeracion (de preferencia
hacer esto un dia antes de la practica de laboratorio).

Para el dia de la practica, cada equipo, debe llevar desde casa al laboratorio:

- Bolsa con las cascaras de pifia

- Un gal6n de agua envasada.

- Un balde de tres litros graduado de 250 en 250 mL (o fermentador de 4 L)

- Un cuchillo para picar las cascaras de pifia si es necesario.

- Azucar en cantidad suficiente para llevar 1.75 litros de agua a 16 grados Brix (1 °Brix =1 g sacarosa/100
g de solucion, 2 °Brix = 2 g de sacarosa/100 g de solucion y asi sucesivamente). En el caso de
fermentador de 4 L hacer el calculo para 2.35 litros.

- 2 cucharas pequefias para transferir las cascaras de piiia al balde.

- 1 taza medidora de 1 Lt

- 1 colador de tamafio de 1 taza

- 1 embudo

- 1 cucharon con mango mayor o igual a 20 cm y capacidad de media o de una taza

- 2 mantas o toallas de cocina

- 1 rollo de papel toalla

Tabla 1. Cantidades de materiales para el desarrollo del proceso

Material Formula 3 L Formula 4L
Cascaras de piiia 750 g 1000g

Azucar csp llevar a 16°Brix | csp llevar a 16°Brix
Agua total 1750 mL 2350 mL

Primer porcion de agua 1250 mL 1500 mL

Segunda porcion de agua 500 mL 850 mL




2.1 Fermentacion alcoholica-acetica de jugo de cascaras de piiia
a. Antes de iniciar el proceso, hacer la graduacion del balde o

fermentador en volumenes de 250 en 250 ml y pesar el balde o fermentador vacios.
b. En el laboratorio pesar las cascaras de pifia g

(anotar el peso en la bitacora)

c. En el balde transparente, disolver
completamente la cantidad de azucar necesaria
para tener los °Brix indicados, en la primera
porcién de agua

d. Anadir las cascaras al reactor (balde o
fermentador) con agua azucarada. (en el caso
de la férmula de 4 L afadir primero aguay
luego céscaras al fermentador)

e. Mezclar homogeneamente la solucion
azucarada con las cascaras de pifia.

f. Afadir la segunda porcion de agua. Mezclar

Figura 1. a) Balde de 3 htros b)
fermentador, usados como reactor en

nuevamente.
g. Determinar el peso y el volumen neto de la mezcla.
h. Tapar el reactor (balde o fermentador) con su tapa. Similar a lo mostrado en la Fig.1
1. Después de 5 minutos tomar la muestra de inicio de fermentacion (t=0) de la manera siguiente:

1. Con ayuda del cucharon, el colador y el embudo, filtrar aproximadamente 230 mL de muestra
y colocar en la probeta de 250 mL higienizada, para realizar la medicion con el densimetro
como se indica en el anexo 1.

2. Después de la medicion de densidad, porcentaje de etanol y grados brix con densimetro, medir
grados Brix con Brixometro como se indica en el anexo 2.

3. Una vez realizadas la mediciones anteriores, tomar 30 o 100 mL (dependiendo de tiempo de
muestreo ver tabla 2), guardarla en bolsa plastica resistente a la congelacion. El resto de la
muestra devolverla al reactor. Nota: Antes de tomar la muestra agitar cuidadosamente el
reactor.

4. En la bolsa de muestreo, medir el pH con ayuda de pHmetro portatil como se indica en el
anexo 3.

5. De la bolsa de muestreo tomar 20 microlitros de filtrado y procesar para recuento y deteccion
de microorganismos, segin lo indicado en los subnumerales 2.2.3 y 2.2.4 del numeral 2.2
“Monitoreo inicial del proceso (t=0)”. Nota, solamente para tiempo cero se realizara el
recuento de manera inmediata, para los demas tiempos de muestreo se guardara muestras en
glicerol para ser procesada posteriormente. Procedimiento para preparacion de glicerol: tomar
aproximadamente 500 pL de muestra y agregarlos en el microtubo conteniendo 500 pL de
glicerol al 40%.

6. Rotular e identificar bien la bolsa y el glicerol, con el nimero de equipo, tiempo de muestreo,
fecha, y conservarlos en congelacion (-4 °C a -2°C) para analisis posterior.

J. Guardar el reactor en un lugar fresco y oscuro



k. Elaborar un registro donde se puedan documentar los cambios en las caracteristicas sensoriales de
la fermentacion en esta fase y la siguiente del proceso.

Tabla 2. Tiempos, actividades y voliumenes de muestreo.

Tiempo 0 24h 48h 3d 5d 7d 14d 28d
Medicion
Biomasa Gli Gli Gli Gli Gli
pH pHmetro pHmetro pHmetro pHmetro pHmetro pHmetro pHmetro pHmetro
Densimetro* si si si si Si si Si si
Brixémetro 30 mL
pH (con (bolsa);
pHmetro 100 mL 30 mL 2bso(:erlrllel; 30 mL 30 mL 30 mL 30 mL 100 mL
Etanol por IR anaerobia
Acidez**

Gli= Glicerol: 500 pL de muestra + 500 pL glicerina al 40%.
*Densimetro. se obtiene tres mediciones: densidad, potencial de alcohol y °Brix.
** La acidez también se determinara a los 28 dias, en la porcion sometida a anaerobiosis.

A los 72 horas-3 dias (Separacion de porcion para fase anaerobica de la fermentacion alcohdlica):
1. Separar aproximadamente 250 mL del caldo de fermentacion y colocarlo en un frasco de vidrio con

diametro de apertura de un maximo de 7 cm.

m. Hacer la medicion de grados brix y calcular la cantidad de azucar necesaria para para llevar los 250
mL de caldo de fermentacion a 12 grados brix, y mezclar.

n. Cerrar el frasco usando la trampa de aire proporcionada en el laboratorio para que esta porcion
continue con la fermentacion alcoholica (Fig. 2 a y b).

- -
Figura 2. a) frasco lechero
con boca ancha, b) Trampa
de aire conectada a un
garrafon de vidrio.




2.2 Monitoreo del proceso .

2.2.1 Mediciones con de aziicares, densidad y potencial de alcohol
a. Realizar el procedimiento descrito en el anexo 1. “Determinacion de la
densidad, azucares totales y potencial de alcohol de la fermentacion,
utilizando un densimetro (mostimetro)” y en el anexo 2.
b. Realizar y tabular las 3 lecturas y calcular el % de alcohol.

< N g“ o
2.2.2 Medicion de pH. Se medira utilizando un pHmetro portatil y siguiendo el - L //
S

procedimiento descrito en el anexo 3. “Determinacion de pH, utilizando ["gira 3. Eiemplo de visualizacion
un pHmetro portatil”. del mostimetro

2.2.3 Recuento de levaduras por la tecnica de microgota extendida.

a. Realizar todas las operaciones indicadas en el anexo 4 “Recuento de levaduras por la técnica de
microgota utilizando agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC)” aplicando técnicas
asépticas.

b. Realizar el calculo de las unidades formadoras de colonia en la muestra evaluada.

2.2.4 Deteccion de diferentes microorganismos en la fermentacion. Realizar todas las operaciones
indicadas en el anexo 5. “Deteccion de presencia o ausencia de diversidad microbiana presente en
el caldo de fermentacion en agares GYC, MRS y Chromocult”.

2.2.5 Determinacion de la Acidez. Esta determinacidén solo se realizaria en la tercera sesion de la
practica siguiendo las operaciones indicadas en el anexo 6 “Determinacion de la acidez, por
microtitulacion”

SEGUNDA PARTE DEL LABORATORIO (TERCER MIERCOLES).
Materiales para continuidad de proceso (adicionales a los que ya se tienen para trabajar)
1. Un gorro nuevo (de material desechable)
2. Un balde de 3 litros adicional al ya usado en la fermentacion o un recipiente similar (en este caso
No es necesario que sea transparente).
3. Gasa
Medios de cultivo y reactivos. Placas con agar TSA o agar nutritivo, solucién salina normal, reactivos
para tincion de Gram.
Consumibles y equipo para mediciones microbioldgicas
Placas de petri de 150 x 15 mm Micropipetas de 100-1000 microlitros
Puntas estériles para micropipetas Micropipetas de 20-200 microlitros o de 10
a 100 microlitros.

2.3 Procedimiento para oxidacion acética



A los 14 dias de iniciada la fermentacion abrir el reactor y separar los solidos del liquido utilizando
el colador con el gorro nuevo, para separar los solidos, virtiendo el contenido sobre el balde
adicional. Exprimir de manera de recuperar la mayor cantidad de liquido posible, luego desechar
los solidos.

Realizar toma de muestra y mediciones fisicoquimicas como se indica en el tiempo cero y la seccion
2.2. En el caso de las mediciones microbiologicas este dia se realizaran los recuentos y aislamientos
a partir de los gliceroles almacenados (24, 48, 3d y 5d). segtn lo indicado en la tabla 3 y en la
seccion 2.5.

Tapar el reactor.

Determinar el peso del reactor con el caldo de fermentacion ya filtrado.

La mitad de los equipos: guardar en lugar fresco y oscuro del laboratorio durante aproximadamente
14 dias mas (hasta el siguiente laboratorio). La segunda mitad de los equipos: adaptar y sumergir la
manguera del aireador (bomba de pecera) tapandolo con gasa por debajo de la tapa, encenderlo y
guardar en lugar fresco y oscuro garantizando el funcionamiento del aireador por los siguientes 14
dias (hasta el siguiente laboratorio).

A la muestra con trampa de aire:

a) Seguir incubando

b) Reservar todo el contenido para realizar (en el siguiente laboratorio) la medicion de etanol
potencial con mostimetro, pH con potenciometro, grados Brix con brixémetro y acidez por
titulacion.

Tabla 3. Operaciones microbioldgicas para cada tiempo de muestreo

Muestra

Medio Oh 24 h 48 h 3d 5d
Recuento Recuento Recuento Recuento
DRBC (_la '23 '3a - (_13 '2a '33 - (_15 '23 '35 - (_13 '25 '39 -
4) 4) 4) 4)
Chromocult Estriado (-1) Estriado (-1)
GYC Estriado (-1) Estriado (-1)
MRS Estriado (-1) Estriado (-1)
Estriado a
TSA partir de

aislados en
GYC

2.5 Seleccion de microorganismos de interés a identificar

a.

Se utilizara ya sea las placas de aislamiento en GYC, Chromocult o DRBC de la sesion anterior o
de esta sesion, segun el interés de aislamiento asignado en coordinacion con los docentes.



b.

Verificar la morfologia macroscopica de los microorganismos presentes en placa seleccionada y
describir en bitacora.

Tomar una colonia del tipo méas abundante en la placa y que presente las caracteristicas buscadas.
(halo claro en GYC, ausencia o presencia de coloraciéon en Chromocult y caracteristicas
morfologicas de levadura en DRBC).

Realizar nuevamente aislamiento por estriado en placa del mismo medio de procedencia de una sola
colonia con las caracteristicas esperadas. incubar a temperatura adecuada durante 1 o 2 dias. (hasta
jueves o viernes)

1. Si se se siguen observando las caracteristicas deseadas, realizar tincion de Gram y observacion

microscopica en esta sesion (jueves o viernes).

2. Dependiendo de los resultados del paso anterior sembrar en tubo con 5 mL de TSB o caldo

sabouraud con o sin etanol (3%) e incubar a temperatura adecuada.

3. Almacenar en un criovial 500 pL del cultivo en caldo mas 500 uL de glicerol al 40% y congelar

(viernes o lunes).

Preguntas de Discusion sesion 1y 2 del laboratorio.

1.

10.

1.

Elaborar un diagrama de flujo en bloques de los procedimientos seguidos en la realizacion de la
practica. (Operaciones unitarias).

. Elaborar una tabla que refleje los resultados del monitoreo de esta fermentacion
. Elaborar las graficas de: biomasa (UFC/mL) vs. tiempo, pH vs tiempo, °brix vs tiempo y densidad

vs. tiempo.

. Realizar la interpretacion de los resultados obtenidos en las placas de GYC, MRS y Chromocult

para coliformes.

. Indicar el rendimiento de produccion de vinagre dividiendo el peso neto final entre el inicial y

multiplicando por cien.

. (Cudl es la diferencia entre la fermentacion salvaje (Wild fermentation o fermentacion natural) y

el uso de cultivos starter (cultivos iniciadores)?

. ¢{Que beneficio tiene usar cascaras de piiia tanto para el medio ambiente como para los productores

de pifia?

. (Es posible realizar la fermentacion alcoholica de otros sustratos como aceite de coco, petroleo,

almidén de maiz o un compuesto carbonado de cadena larga? Explicar detalladamente para al
menos un sustrato.

(Todos los microorganismos de la naturaleza son capaces de realizar la oxidacion del alcohol?
Mencione ejemplos de los que si pueden y explique porque pueden hacerlo.

Explicar las caracteristicas y diferencias entre: vino de mesa, vino generoso, aguardiente, alcohol
industrial (espiritu neutro), cerveza, y bebidas malteadas.

Explicar las caracteristicas y diferencias entre: vinagre balsamico, vinagre de pifia, vinagre de cafia
y vinagre de manzana.



TERCERA PARTE DEL LABORATORIO (QUINTO MIERCOLES).

Determinacion de alcohol, acidez total e identificacion del aislado seleccionado.

Material y equipo

a) Muestras para realizar las diferentes mediciones.
II.  Se utilizaran las muestras tomadas de 30 y 100 mL conservadas en congelacion.

III. La muestra tomada en este dia (28 d) se procesarda de la misma manera que las anteriores

exceptuando la congelacion.

IV. Se utilizard el glicerol preparado en la sesion anterior para identificar el microorganismo aislado.
b) Medios de cultivo y reactivos. Placas con de agar TSA o nutritivo, solucidn salina normal, hidroxido
de sodio 0.5 N, agua neutra, pruebas API

¢) Consumibles y equipo

Placas de petri de 150 x 15 mm

Micropipetas de 100-1000 microlitros

Puntas estériles para micropipetas

Micropipetas de 20-200 o 10-100
microlitros

Portaobjetos y cubreobjetos

Microscopio

2 jeringas de tuberculina de 1 mL

Puntas azules

1 valvula de tres vias

Balanza semianalitica.

Puntas amarillas
Nota: Los estudiantes deben llevar: valvula de tres vias, jeringas de tuberculina (2),
colador, gorro limpio para filtrar, taza medidora de 1Lt y un recipiente (botella o balde
pequetio bien lavado y esterilizado con agua hervida) para almacenar el vinagre obtenido.
No olvidar: Equipo de proteccion personal (Gabacha, gorro, mascarilla y guantes),
ademads de papel toalla y marcadores de uso personal para rotular.

2.6 Determinacion de alcohol por espectrofotometria IR. Se determinaré el alcohol con FTIR conforme
a lo indicado en el Anexo 7: “Determinacion de acidez por espectrometria IR” y la tabla 2.

2.7 Determinacion de la acidez total. Se utilizaran las muestras de tiempo cero (t=0), , la de dia 14
(t=14), la de la presente practica (t=28), la de 250 mL colocada con trampa de aire, total= 4 muestras,
para realizar mediciones de acidez segun lo indicado en el apartado 2.2.5 anexo 6 “Determinacion de
la acidez, por microtitulacion”.

2.8 Identificacion del microorganismo aislado
1. Se utilizard el criovial con el microorganismo seleccionado en la sesion anterior.
2. realizar un pase a agar TSA o nutritivo mediante el método de estriado e incubar de 30 a 32 °C
durante 24 horas.

3. Con colonias frescas realizar nuevamente la tincion de Gram y a continuacion:

i. Si presentan caracteristicas de bacterias G(-) realizar prueba de oxidasa, y si
presentan caracteristicas de bacterias G(+) realizar prueba de catalasa.

ii. En cualquier tipo de coloracion de Gram realizar la prueba de oxidasa



4.

Si se confirma la reaccion de oxidasa realizar la identificacion con kit API 20E, 20CAux, o dejar
indicado si se requiere otro tipo de galeria de identificacion.

Preguntas de Discusion parte 3 del laboratorio. (Incluir las respuestas en el informe de laboratorio,
en prosa, sin reescribir la pregunta).

1.

Describir la morfologia macroscopica y microscopica de los microrganismos aislados ;Cual podria
ser la identidad de estos aislados? ;Son los Uinicos microorganismos presentes en todo el proceso
hasta llegar a vinagre? ;Qué otros microorganismos es posible que se encuentre en el proceso?

Elaborar una tabla que correlacione todas las preguntas.
Diferencias entre bacterias y levaduras
Construir las tablas y graficas de la o las cinéticas de produccion graficando, por separado, los

cambios de concentracion de las siguientes variables contra el tiempo de muestreo de la
fermentacion: acidez (solo 2 puntos), pH, grados Brix y alcohol (8 puntos).

Explique a qué se debe el comportamiento observado en las graficas de pH y grados Brix.

Se observan diferencias respecto a las graficas obtenidas en la practica anterior?

Con los datos disponibles (acido, alcohol y azuicares), calcular el rendimiento de acido acético y de
alcohol (g de cada producto por gramo de sacarosa consumida), tomando en cuenta los datos
iniciales y los puntos de 250 mL de las 48 h y del dia de la practica

Nota: Recordar que 1 grado brix equivale a 1 g de sacarosa por 100 g de solucion, pero recalcular g de
sacarosa/mL de solucion tomando en cuenta el peso inicial y el final de la solucion acuosa.

Ejemplo:

Si en el tiempo cero la medicion les indico 16 °Brix significa 16 g de sacarosa en 100 g de solucion,
pero al inicio se tenian 1750 mL de agua y con el azucar subieron a aproximadamente 1850 mL.
Entonces asumiendo que se alcanzo un volumen aproximado de 1850 mL serian 16 x18.5=296 g de
sacarosa en 1850 mL de agua que darian 0.16 g/mL.

Realizar un calculo similar para el dia de la practica pero midiendo (mL) y pesando (g) previamente
el volumen de vinagre obtenido después de los muestreos.

De acuerdo con los resultados obtenidos, ;Qué procedimientos o manipulaciones podrian

modificarse para obtener un mejor vinagre?.

De las metodologias de monitoreo utilizadas ;cuales se pueden realizar unicamente de manera
manual? y ;cuales tienen el potencial de acoplarse al sistema para poder registrar datos de forma
automatizada?.



a)

'

L

Figura 1: a) Escalas de un densimetro. b) Medicién con densimetro.

Anexo 1. Determinacion de la densidad, azucares totales y potencial de
alcohol de la fermentacion, utilizando un densimetro.

El densimetro es un instrumento de medicion
que se utiliza para determinar la densidad
relativa de los liquidos, sin calcular su masa y
volumen previo a su utilizacion. Este tiene la
capacidad de flotar en las muestras liquidas y
proporcionar en una de sus escalas una lectura
de la densidad relativa o gravedad especifica
en unidades de g/mL.

Este instrumento posee tres escalas: densidad
grados brix y potencial de alcohol.

El densimetro da una medicion de potencial de
alcohol, pero es necesario reportar los datos
como porcentaje de alcohol, por lo que debe
calcularse aplicando la formula:

Porcentaje de alcohol= potencial de alcohol
inicial - potencial del tiempo especifico a
calcular.

Ejemplo:

Potencial de alcohol inicial: 11%

Potencial de alcohol final: 1%

Porcentaje de alcohol= (11-1) = 10% (mL de
alcohol/ 100 mL de solucion).

b)
—
M | Specific Gravity
0.99-1.17
- Potential alcohol
i by volume
- 0%-20%
. Brix/balling
0-35

Materiales:

e Densimetro

e  Probetade 250 mL
Embudo
Colador
Papel toalla
Piseta con agua
Muestra

Procedimiento:

1.  Homogenizar el caldo de fermentacion,
extraer un volumen de aproximadamente
200 mL y filtrarlo haciéndolo pasar por el
colocador, recibir este filtrado en la tasa
medidora.

2. Agregar aproximadamente 200 mL del
filtrado a la probeta de 250 mL, introducir
el densimetro de manera de que flote
libremente teniendo el cuidado de no
dejarlo caer porque golpeara en el fondo
de la probeta y puede romperse, si hay
presencia de burbujas girarlo para quitar
cualquier burbuja adherida.

3. Leer por sobre el nivel del liquido y en la
base del menisco (Fig.2), ubicando la
medicion en una de las tres escalas
(grados brix, densidad relativa o potencial
de alcohol), realizar las lecturas y
documentar.

Figura 2: Lectura del menisco en la
medicion con densimetro.

4. Lavar con abundante agua y secar con
papel toalla.

Tabla 1: Documentacion de resultados.

Mediciones con densimetro

Potencial  de °brix
alcohol

Tiempo (dias) Densidad

0

1

2




Anexo 2. Determinacion de azucares totales presentes en el caldo de
fermentacion, utilizando Brixémetro.

La cantidad de azucar disuelta en el caldo Materiales:

fermentativo condiciona directamente tanto la e Brix6metro

cantidad de biomasa que se formara a partir de e Piseta con agua destilada

este sustrato como la cantidad de etanol e Papel Kleenex

(producido por las levaduras que consumen los e Pipeta Pasteur

azucares disponibles). El brixémetro por e Muestra

medio del indice de refraccion de la luz

permite estimar el contenido de azucares. Procedimiento:

La refraccion es el cambio en la direccion de 1. Con ayuda de la piseta, colocar

la luz cuando pasa de un medio a otro, el
comportamiento de esta cambia a medida que
aumenta la concentracion de  solutos
(sustancias disueltas en la mezcla). El
brixdmetro utiliza este principio para
determinar la concentracion de azucares
disueltas en una solucidn, en una fermentacion
alcoholica principalmente es sacarosa. 2.

una gota de agua destilada en el

prisma del brixémetro, cerrar el

cubreobjetos suavemente y

observar por el ocular que este

ajustado en cero. Si la lectura no
estuviera en la marca del cero,
ajustarlo.

Limpiar cuidadosamente el lente

con papel Kleenex.

3. Utilizando una pipeta Pasteur
colocar 1 o 2 gotas de la muestra
en el prisma, cerrar el
cubreobjetos y realizar la
medicioén, documentar.

4. Lavar con abundante agua y
secar con papel Kleenex.

El brixometro proporciona una lectura de
gramos de sacarosa por 100 mililitros de
solucion, por lo que se puede expresar la
siguiente relacion: 1°brix = 1 g de
sacarosa/100 g de solucion.

a)
Tabla 1: Documentacion de resultados.

4. Tubo espejo Determinacion de °brix
i Tiempo (dias) °brix
2. Cubre objetos (1)
5. Ocular 5
3. Tornillo
#2 1.Prisma deajuste

Figura 1: a) Partes de un brixémetro. b) brixémetro y su escala.



Anexo 3. Determinacion de pH, utilizando un pH metro portatil.

El pH metro es un instrumento electro
analitico que mide la actividad del ion
hidrogeno en soluciones acuosas, indicando su
grado de acidez o alcalinidad expresada como
pH.

Es necesario colocar la tapa después de su uso
para que el electrodo no se seque por la
exposicion prolongada al aire y de como
resultado mediciones inestables o lentas, si
esto ocurre debe sumergir el electrodo en agua
destilada durante algunas horas.

Calibracion de pH metro (este proceso sera
hecho por los técnicos de laboratorio previamente):

1. Preparar las soluciones tamp6on en 250 mL
de agua destilada.

2. Encender el pH metro.

3. Sumergir el electrodo en la solucién de pH
6.86 a 25°C, presionar el boton CAL
durante 5 segundos y soltar, la pantalla
parpadeara en el valor 6.86, esperar hasta
que deje de hacerlo, lavar con agua
destilada y secar.

4. Seguido sumergir el electrodo en la
solucion de pH 4.00 a 25°C, presionar el
boton CAL durante 5 segundos y soltar,
inmediatamente presionar nuevamente el
mismo boton, la pantalla parpadeara en
4.00, esperar hasta que deje de hacerlo,
lavar con agua destilada y secar.

5. Coloque el electrodo nuevamente en la
solucién tampoén, si la medicion es
incorrecta, repita la calibracion

6. Si sabe que el pH aproximado de la
soluciéon de prueba es superior a 7,0,
calibre el dispositivo utilizando una
solucion de 6.86 y 9.18 siguiendo los
mismos pasos descritos anteriormente,
exceptuando que en lugar de buffer 4.00,
se utilizara buffer 9.18.

%N
Figura 1: escala de pH y partes de un pH metro.
Materiales:

e pH metro

e Papel Kleenex

e Piseta con agua destilada
e Copas para muestra

e  Muestra

Procedimiento:

De la muestra previamente filtrada tomar
aproximadamente 40 mL y colocarla en un
beaker.

Retirar la tapa protectora del pH metro,
enjuagar el electrodo con agua destilada,
secar con papel Kleenex.

Encender el pH metro presionando la tecla
ON/OFF, sumergir el electrodo dentro de
la muestra filtrada garantizando que el
nivel cubra el electrodo y no sobrepase el
nivel maximo marcado en el instrumento,
espere a que la lectura sea estable.
Retirar, lavar el electrodo con agua
destilada, secar con papel Kleenex, apague
el pH metro y coloque la tapa protectora.
Documentar.

Tabla 1. Documentacion de resultados.

Mediciones con pH metro

Tiempo (dias) pH

0

1

2




Anexo 4. Recuento de levaduras por la técnica de microgota utilizando
agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC).

El agar DRBC es un medio selectivo para el
recuento de levaduras y mohos.

La peptona proporciona la fuente de nitrégeno,
vitaminas, minerales y aminoacidos. La dextrosa es
el carbohidrato fermentable que actiia como fuente
de carbono y energia. El fosfato de potasio es el
tampon. El sulfato de magnesio proporciona azufre
y otros oligoelementos. La rosa de bengala es un
agente selectivo que inhibe el crecimiento de
bacterias y limita el tamafio y la altura de los mohos
de crecimiento mas rapido, lo que permite el
desarrollo y la deteccion de otras levaduras de
crecimiento mas lento. Los mohos aparecen de
color rosa. El cloranfenicol sirve como agente
selectivo, inhibiendo el crecimiento bacteriano.

La técnica de la microgota es una versiéon a menor
escala del procedimiento tradicional de diluciones
seriadas utilizadas en el analisis microbioldgico, al
utilizar esta técnica se reduce tanto el tamafio de
muestra como de reactivos necesarios para su
analisis.
Materiales:

e Placas con agar DRBC

e  Muestra

e Solucion salina

e Microtubos (micro vial)

e  Micropipetas

e  Puntas estériles

e Asa microbioldgica

e  Cuenta colonias

Preparacion de diluciones decimales (10-' — 10%):

- Dispensar 180 pL de solucion salina
estéril en cada uno de 4 microtubos.

- Agregar una alicuota de 20 pL de la
muestra tomada del fermentador o de la
guardada en glicerol, y verter en el
microtubo que contiene los 180 uL de
diluyente (rotulado dilucién 10"), mezclar
manualmente (trabajando en camara de
bioseguridad o flujo laminar, debe hacer
fuera de ella pues crea turbulencia que

podria suspender el material microscopico
presente).

- Con una punta diferente transferir 20 pL
de la dilucién 10" y colocarla en el
segundo tubo con diluyente (rotulado
dilucién 1072), repetir este paso hasta
llegar a la dilucién 10,

Siembra en placa:

1. Dividir externamente la placa de
DRBC en 4 cuadrantes e identificar
cada uno asi: 107, 102, 102 y 10™.

2. Dispensar 20 pL de cada dilucién en
cada cuadrante y estriar con asa
microbiolégica (ver Figura 1)
aplicando las técnicas asépticas,
extendiendo el inoculo en toda la
superficie del cuadrante
correspondiente.

Figura 1: Siembra de diluciones decimales en
cuadrantes

hed

Incubar a 27°C durante 24-48 horas.
4. Utilizar el cuenta colonias y
documentar los resultados, calcular
las UFC/mL de muestra.

Tabla 1: Documentacion de resultados.

Recuento en agar DRBC

(dias)

Tiempo | R1 | R2 | X | FD | UFC/mL

0

1

2




Anexo 5. Deteccion de presencia o ausencia de diversidad microbiana
presente en el caldo de fermentacion en agares GYC, MRS y Chromocult.

Agar GYC: este medio tiene la capacidad de
detectar microorganismos productores de
acido, la glucosa es el carbohidrato
fermentable que proporcionara carbono y
energia, la formacion de acido es capaz de
degradar el carbonato de calcio por lo que se
da la formacion de un halo claro caracteristico
de bacterias productoras de acido en este
medio.

Agar MRS: medio que favorece el
crecimiento de lactobacilos, el fosfato de sodio
regula el pH y junto al acetato inhiben el
crecimiento de otros tipos de
microorganismos, se debe agregar una
cobertera del mismo medio para generar
anaerobiosis condicion necesaria para el
crecimiento de bacterias acido lacticas.

Agar Chromocult: agar selectivo para la
identificaciéon simultanea de Coliformes
totales y Escherichia coli.

Materiales:
e Placas con agar GYC, MRS, Chromocult
e  Muestra

e  Solucion salina

e  Microtubos (micro vial)
e  Micropipetas

e Puntas estériles

e  Asa microbioldgica

e Cuenta colonias

Procedimiento

Preparacion de la muestra:

- Dispensar 180 pL de solucién salina
estéril a un microtubo.

- Agregar una alicuota de 20 pL de la
muestra tomada del fermentador o de la
guardada en glicerol, y verter en el
microtubo que contiene los 180 pL de
diluyente  (dilucion  10"), mezclar

manualmente (trabajando en camara de
bioseguridad o de flujo laminar, debe
hacerse fuera de ella pues crea turbulencia
que podria suspender el material
microscopico presente).

Siembra en placas:

1. A partir de ladilucion 107!, inocular 20
LL en las placas de agar Chromocult,
GYC y MRS.

2. Dispersar el inoculo mediante la
técnica de estriado en placa utilizando
un asa estéril.

Ioseuls
\‘\. \-4

Figura 1: estriado en placa.

3. Cubrir la placa de MRS, con una
pequefia capa del mismo medio
(cobertera).

4. Incubar a 35°C durante 18-24 horas.

5. Realizar lectura de las placas,
registrando las caracteristicas de las
colonias en cada medio de cultivo.

Tabla 1: Documentacion de resultados.

Caracteristicas observadas en los

medios
Tiempo | MRS | GYC | Chromocult
(dias)
0
1
2




Anexo 6. Determinacion de Acidez, por micro titulacion.

La acidez total es la medida de la cantidad de
acidos presentes en una sustancia que
generalmente son liquidos o alimentos, esto
hace referencia a la capacidad total de la
muestra para liberar iones hidrogeno en una
disolucion.

Esta medida se expresa en términos de la
cantidad de total de acidos que pueden
cuantificar mediante una valoracion con una
base fuerte como el hidroxido de sodio, que en
presencia de un indicador hard un viraje de
color indicando el punto final o de equilibrio
de la titulacion.

Figura 1: micro titulacion.

Materiales:
e Valvula de tres vias
e 2 jeringas de tuberculina
e Agua neutra
e NaOH 0.5N
e Beaker
e Erlenmeyer de 25 mL
e Pinzas de soporte
e Pinzas para tubos
e Soporte universal
e Pipetade 10 mL
e Puntas estériles amarillas.

Procedimiento:
1. Colocar 1 mL de muestra en un
Erlenmeyer de 25 mL.

2. Afadir 8 mL de agua neutra (ya contiene
el indicador).

3. Armar el sistema de titulacion a
microescala tal como se muestra en la
figura 2:

a) Antes de ensamblar, llenar las dos
jeringas con hidroxido de sodio 0.5 N.

b) Ensamblar el sistema de titulacion
como se indica en la figura 2.

c) Purgar el espacio de la punta de
dispensacion.

d) Llenar la jeringa vertical desde el inicio
de la escala.

4. Titular la muestra con solucion de NaOH
0.5N, documentar el volumen gastado.

5. Informar el dato de acidez total como acido
acético por 100m, utilizando la siguiente
formula:

g de Acido acético/100ml = ml NaOH x N x
60 x 100/ 1000 x mL de muestra

—

Jernga de 1 mL {para litular)

Vishvuda da fres vies

B

Jannga de 1 ml {para relansr)

| I—F‘nnb& de pipeta aulomatica

Figura 2: Aparato para titulacion a microescala.

Tabla 1: ejemplo de documentacion de resultados.

Determinacion de acidez por micro titulacion

Tiempo (dias) Volumen de g acido/100mL
NaOH gastado
0
X




Anexo 7. Determinacion de acidez por espectrometria IR.

El espectrometro FTIR es un equipo avanzado
utilizado para la identificacion y analisis de
sustancias quimicas mediante la absorcion de
radiacion infrarroja. Este equipo se destaca por
su capacidad para ofrecer un analisis rapido y
preciso de un amplio espectro de materiales.

Cada molécula tiene un patrén unico de
absorcion en el infrarrojo, que se denomina
huella digital, estos patrones son conocidos
como picos la altura o la intensidad de estos
esta relacionada con la cantidad de sustancia
absorbente, un pico elevado indica una mayor
concentracion, las diferentes regiones del
infrarrojo corresponden a diferentes tipos de
vibraciones y tipos de enlaces, por lo que se
observan a longitudes de ondas caracteristicos.

El espectrometro FTIR se fundamenta en la
medida de la interaccién de la radiacion
infrarroja con la muestra, el equipo es capaz de
calcular el area bajo la curva y la compara con
una curva de calibracion previamente hecha.

Figura 1: Espectrometro FTIR.

Materiales:
e Espectrometro FTIR
e Piseta con agua destilada
e Papel Kleenex
e  Micropipeta
o Puntas estériles
e Muestra

Procedimiento:

1. Con la curva de calibracion para el etanol
previamente hecha, tomar una alicuota de
aproximadamente 40 pL de la muestra
(cada una de las muestras sera tomada con
una punta estéril diferente).

2. Colocar la alicuota de muestra en el
prisma del equipo y realizar la medicion
3. Lavar con agua destilada y secar con papel

Kleenex.

4. Repetir el paso 1 y 2 para cada una de las
muestras.

5. Documentar.

6. Dejar limpio el equipo.

Tabla 1: Ejemplo de tabla para documentacion de
resultados.

Determinacion de etanol con FTIR
Tiempo (dias) Etanol (%V/V)
0

1
X




ANEXO N°2
TABLAS



TABLAS
Tabla N°4: Resultados obtenidos del recuento en placa en agar DRBC

Biomasa (Log10 UFC/mL)
Tiempo (('H;S pre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0 5.3 4.97 081 518| 451 61| 433 537| 416| 535| 4.69
1 6 5.79 175  6.15| 559| 574| 582 629| 415| 543| 748
2 6.7 6.13 018| 661 656| 649 585 744| 556| 629 7.49
3 5.51 6.16 | DNPC 6.55 66| 639 585| 748 534 624| 657
5 5.78 6.6 | DNPC 58| 619 636| s548| 732| 644| 551 5.72




Tabla N°5: Mediciones de densidad durante el desarrollo de la fermentacion

Densidad g/mL
Equipo
Tiempd pre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(dias)
0 1.054 1.054 1.06 1.05 1.06 1.057 1.054 1.058 1.054 1.056 1.064
1 1.052 1.052 1.056 1.052 1.05 1.054 1.052 1.048 1.052 1.054 1.06
2 1.05 1.048 1.05 1.042 1.045 1.051 1.046 1.042 1.05 1.048 1.058
3 1.044 1.044 1.046 1.036 1.04 1.046 1.042 1.042 1.044 1.038 1.056
5 1.032 1.014 1.03 1.028 1.03 1.022 1.032 1.022 1.03 1.024 1.046
7 1.024 1 1.026 1.022 1.022 1.014 1.02 1.02 1.018 1.01 1.038
14 1.02 0.998 1.025 1.014 1.012 1.004 1.002 1 1.006 1.006 1.037
28 1.004 0.994 1.01 1 1.009 0.996 1.001 1 1.006 1 1.014




Tabla N°6: Mediciones de grados brix durante el desarrollo de la fermentacion.

° Brix con Densimetro (g de sacarosa/100g de solucion)

° Brix con Brixometro ( g de sacarosa/100g de solucién)

Equipo

Tietwpo | PT€ 1 2 31 4 5 6 7 8 9 10 | pre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(dias)
0 14 141147112515 14 13] 14 13 141155 14.02 132' 14.8 12| 13.8 | 13.6 141 13.813.6 138 152
1 13 | 12.5 14 1312 131125 12125 131145 1396 13| 14.1 | 12.6 13113.4]13.8 131134 13| 15.6
2 12.5 111123110512 125 12 11 121 11.5 14 1324 13 (132 |11.6 | 11.8(13.2 131114 13112.8 ] 12.8
3 11.2 10[11.5]19.09 (10| 11.5]10.5( 11 11] 9.5 12| 12.64 124 12.8 [ 10.8 [ 11.2 12111.8111.2|14.8|11.4| 14.6
5 9 31 7.5 71 8 6 8155 7.5 6115 10.66| 7.2 10] 9.4 10 91 9.6 91 9.6 91 124
7 6 1] 65 6| 6| 35 5152 45| 25| 95 8.82 41 98| 84| 84| 7.2 8 8| 7.6 71 11.8
14 5 -1 63 35 3 1.2 0 1| 1.5] 1.5] 95 5.92 4 8 71 74| 56| 5.8 51 62| 5.8 7.6
28 1 251 25 O 2(-1.8 O O L5 0 1 5.78 0| 5.8 45 6| 46| 56| 42| 58| 5.6 6.9




Tabla N°7: Mediciones de etanol con diferentes instrumentos durante el desarrollo de la fermentacion

Densimetro (%V/V) Vinémetro (%V/V) IR (%V/V)

%le ip(; pre 1l 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9| 10]|pre| 1 31 4| 5| 6| 7| 8 10(pre| 1| 2| 3] 4| 5| 6| 7| 8| 9] 10
(dias)

0 0 ol of of o] ol of of o] o| o|18]25 51 1] 3] 2[35]15 05031821 f02]03]01]02([28[02] 0]04
1 0.5 1 05003 | 2| 1]05[02f 1| 0]02(04f22] 1 — === |- — |o4f19]22]04]04|02]02]35]02|— |05
2 1.3 P13 tf o] 1] 117051208 4/[13 — === |- — o7 227121504 |08|47]05]|— | —
3 1.7 | 151817 3151517122219 25](15 S N | U U — —|11l26]34f19|25]11[09]|55] 5]02]13
5 3.2 63927 444 3|43 3|42]23]| 8| 4 — === |- — |31 |66|47]| 3| 4| 4|25]82]28]|24]23
7 45 | 654535 5|56|45]|51[47[62]33]75| 4 — === |- — 478551 4545641 11]|42]38]35
14 5 714547 6696572 (65]62]33 10| 7 i 7175 6] 11| 13 567386525369 7363| 11|57 5]72
28 7 9565656583 7721657278 9]95 ; 6 9| 9|85 14 98 747751695676 6| 10[56]46]7.1




Tabla N°8: Mediciones de pH con diferentes instrumentos durante el desarrollo de la fermentacion

pH papel pHmetro
Equipo pre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | pre | 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (di
0 5.5 55| 55] 55| 55| 55]566] 55| 55 51 551429513493 (499(577| 47]549]5.66| 56| 4.53]|4.61
1 5 4.5 51 45 51 45 41 45 5 5( 45414401 |4.08 431413397426 41441425 42
2 4 45| 45425 45 41 3.8 45 41 45| 45(3.673.66(346]3.93]3.76|3.77|3.59| 3.8]|356](3.74
3 4 3.5 4 4 4 41394 45 4 4 41363[356] 34]3.69|3.64| 38335394 3.7(359]3.39
5 3.5 3.5 41 35| 35 41357 45] 35| 35| 35351 353358348349 ]3.71|325]357|3.71339]| 34
7 3 351 35| 35 31 35(329( 35| 35 3 25| 35346351 (344336347 3.16]3.29|3.72|3.29|3.37
14 3 351 35 31 25 351303 25| 25 3 251341 338(4.18(3.17(323]337]2.82]3.03]3.19]3.16 3.24
28 3 4.1 3 3 25 3 (319 25| 25 3 21338 41]528]3.08]3.16334| 28]3.19(3.09(337| 32




Tabla N°9: Mediciones de acidez por micro titulacion en los tiempos cero, catorce y veintiocho dias.

Acidez (g de acido/100mL de solucion)

Tiormpo ( diaS)Eq“ipo pre 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0 0.06 054 071 017| 017| o006| 028| o0.11| 006 023 0.17
14 0.71 8.05| 438| 454| 433 3.14| 429 429 438| 4.69
28 0.78 1.12|  104| 474 565| 3.6 27| 405| 417 3.84| 405

No se reporta dato de acidez en el tiempo 14 dias del equipo 1 debido a perdida de muestra correspondiente a ese tiempo.




ANEXO N°3
INSTRUCCIONES TECNICAS



Instrucciones técnicas para
el monitoreo microbioldgico.
Codigo: IT-MICRO-00
DONDAE: IT: Instruccion técnica
MICRO: microbiologica

00: correlativo de la instruccion técnica.



CODIGO: IT-MICRO-001

Recuento de levaduras por la técnica de microgota utilizando agar
Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC).

El agar DRBC es un medio selectivo para el
recuento de levaduras y mohos.

La peptona proporciona la fuente de nitrogeno,
vitaminas, minerales y aminoacidos. La
dextrosa es el carbohidrato fermentable que
actia como fuente de carbono y energia. El
fosfato de potasio es el tampon. El sulfato de
magnesio proporciona azufre y otros
oligoelementos. La rosa de bengala es un
agente selectivo que inhibe el crecimiento de
bacterias y limita el tamafio y la altura de los
mohos de crecimiento mas rapido, lo que
permite el desarrollo y la deteccion de otras
levaduras de crecimiento mas lento. Los
mohos aparecen de color rosa. El cloranfenicol
sirve como agente selectivo, inhibiendo el
crecimiento bacteriano.

La técnica de la microgota es una version a
menor escala del procedimiento tradicional de
diluciones seriadas utilizadas en el analisis
microbiologico, al utilizar esta técnica se
reduce tanto el tamafio de muestra como de
reactivos necesarios para su analisis.

Figura 1: estriado en placa.

Materiales:
e Placas con agar DRBC
e Solucidn salina estéril
e Muestra
Micropipetas
Puntas estériles
Asa microbiologica
Vortex
Cuenta colonias

Preparacion de la muestra:

- Dispensar 180 microlitros de solucion
salina estéril a 4 microtubos.
Del tubo que contiene la muestra con
glicerol agregar una alicuota de 20
microlitros al primero tubo que contiene
los 180 microlitros de diluyente (dilucion
10'"), mezclar utilizando el vortex.
Con una punta diferente tomar 20
microlitros de la dilucion 10 y colocarla
en el segundo tubo con diluyente (dilucion
10%), repetir este paso hasta llegar a la
dilucion 10

Procedimiento:

1. Dividir la placa en cuatro cuadrantes
del mismo tamafio utilizando un
pluméon o  marcador, rotular
adecuadamente en el borde de la placa
el equipo de trabajo, tiempo de
muestreo y dilucion.

Cada dilucion se sembrara por
duplicado por lo que cada placa
contendra 2 diluciones.

Dispensar 20 microlitros de la
dilucion indicada en cada cuadrante y
estriar con asa microbiologica (ver
Figura 1) aplicando las técnicas
asépticas.

Incubar a 27°C durante 24-48 horas.
Utilizar el cuenta colonias y
documentar los resultados, calcular

las UFC/mL de muestra.
Tabla 1: Documentacion de resultados.

Recuento en agar DRBC

(dias)

Tiempo | R1 | R2 | X | FD | UFC/mL

0

1

2




CODIGO: IT-MICRO-002

Deteccion de presencia o ausencia de diversidad microbiana presente en
el caldo de fermentacion en agares GYC, MRS y Chromocult.

Agar GYC: este medio tiene la capacidad de
detectar microorganismos productores de
acido, la glucosa es el carbohidrato
fermentable que proporcionara carbono y
energia, la formacion de acido es capaz de
degradar el carbonato de calcio por lo que se
da la formacion de un halo claro caracteristico
de bacterias productoras de acido en este
medio.

Agar MRS: medio que favorece el
crecimiento de lactobacilos, el fosfato de sodio
regula el pH y junto al acetato inhiben el
crecimiento de otros tipos de
microorganismos, se debe agregar una
cobertera del mismo medio para generar
anaerobiosis condicion necesaria para el
crecimiento de bacterias acido lacticas.

Agar Chromocult: agar selectivo para la
identificacion simultanea de Coliformes
totales y Escherichia coli.

Materiales:
e Placas con agar GYC,
Chromocult
Muestra
Micropipetas
Puntas estériles
Asa microbiologica
Espatula de Drigalsky.
Vortex
Cuenta colonias

Figura 1: Método de extendido en placa con
espatula de Drigalsky.

Preparacion de la muestra:

- Dispensar 180 microlitros de solucioén
salina estéril a un microtubo.

Agregar una alicuota de 20 microlitros
(de la muestra guardada en glicerol) al
tubo que contiene los 180 microlitros de
diluyente  (dilucion  107"),  mezclar
utilizando el vortex.

Procedimiento:

1. A partir de ladilucion 107, inocular 20
microlitros en las placas de agar
Chromocult, GYC y MRS.

En el caso del agar GYC dispersar el
inoculo mediante la técnica estriado
en placa en 4 cuadrantes, y en los
agares Chromocult y GYC, dispersar
el inoculo mediante la técnica de
extendido en placa utilizando la
espatula de Drigalsky (Figura 1).
Cubrir la placa de MRS, con una
pequeiia capa del mismo medio
(cobertera).

Incubar a 35°C durante 18-24 horas.
Realizar lectura de las placas,
registrando las caracteristicas de las
colonias en cada medio de cultivo.

Tabla 1: Documentacion de resultados.

Caracteristicas observadas en los
medios

Tiempo | MRS | GYC | Chromocult
(dias)

0

1

2




CODIGO:IT-MICRO-003

Extraccion de ADN, utilizando TRIzol™

TRIzol™ ¢s un reactivo listo para usar, gque ha
sido disefado para aislar ARN, ADN vy
proteinas de alta calidad de muestras de células
y tejidos de ongen humano, animal, vegetal,
de levaduras o bacteriano, en poco tiempo. Es
una  solucion  monofisica de  fenol,
isotiocianato de  puanidina vy otros
componentes que facilitan el aislamiento de
una variedad de especies de ARN, ADN v
proteinas de diversos tamafios moleculares.
Permite realizar la precipitacion secuencial de
ARN, ADN vy proteinas, luego de homogenizar
la muestra con el reactivo, se afade
cloroformo v se deja que el homogenizado se
SCPAre €N una Ccapa acuosa  superior gue
conticne ¢l ARN, una interfase v una capa
organica inferior roja que contiene en ella el
ADN vy proteinas. El ADN se precipita de la
capa orgianica con etanol. Luego de su
precipitacion se lava para eliminar impurezas,
finalmente se suspenden para su uso.

Material:

*  Reactivo TRIzol™

o Cloroformo

e Ftanol al 100%
Citrato de sodio 0.1M
Etanol 10%;
Etanol 75%
MNa(OH ¥ M
HEPES
Pipeta
Pipeteador
Micropipeta
Tubos para centrifuga
Centrifuga
Incubadora

Procedimiento:

Lisar la muestra y separar las fases:

Nota: Realizar todos los pasos a temperatura
ambiente (20-25°C) a menos que se indigue
otra cosa.

a) Tomar aprox 100 mg de colonia aislada
de interés del cultivo en agar v colocarlo
en un tubo de microcentrifuga.

by Agregar 1 mL de reactivo TRIzol™ al
tubo contentendo las células.

¢) Pipetear el lisado hacia arriba v hacia
abajo varias veces para homogenizar,

dy Colocar en bafio maria a 60°C durante 15
min para permitir la disociacion completa
del complejo de nucleoproteinas, mezclar
aeasionalmente {cada 5 min).

Agregar (0.2 mL de cloroformo, tapar bien
el tubo.

Incubar durante 2-3 minutos.

Centrifugar la muestra durante 15 min a
12,000 x g a4°C, la mezcla se separard en
una interfase inferior de fenol-cloroformo
de color rojo v una fase superior acuosa
incolora.

h) Desechar la fase acuosa que contiene el

ARMN.

Precipitacion del ADN:

a) Retirar cualguier resto de fase acuosa que
recubra la interfase, es esencial para
asegurar la calidad del ADN aislado.

b) Agregar (1.3 mL de etanol al 100%,.

¢) Tapar el tubo y mezclar invirtiéndolo
varias veces con suavidad.

dy  Incubar durante 2 a 3 min.

¢) Centrifugue durante 5 min a 2000 a 4°C
para sedimentar el ADN.

) Transferir el sobrenadante de fenol-ctanol
a un tubo nuevo. {este conbiene las
proteinas).




Lavado del ADN:

a)

b)

f)
g)

h)

Resuspender el precipitado en 1 mL de
citrato de sodio 0.1 M en etanol al 10% pH
8.5.

Incubar durante 30 min, mezclando
ocasionalmente mediante inversion suave
del tubo.

Centrifugar durante 5 mina 2000 x g a4°C.
Desechar el
micropipeta.
Repetir los pasos del literal a) al d) del
proceso de lavado de ADN, una vez y dos
veces si son precipitados grandes.
Resuspender el precipitado en 1.5 mL de
etanol al 75%.

Incubar durante 10 a 20 min, mezclando
ocasionalmente mediante inversion suave.
Centrifugar durante 5 min a 2000x g a 4°C.

sobrenadante  con  una

Nota: El ADN se puede almacenar en etanol al
75% por varios meses a 4 °C.

i)

1

Descchar ¢l sobrenadante
micropipeta.

Aspirar o secar al aire el precipitado de
ADN durante 5 a 10 min. (nunca debe
secarse con centrifugadora al vacio).

con  una

Solubilizacién del ADN:

a)

Resuspender ¢l precipitado en 0.4 mL de
NaOH 8 mM moviéndolo hacia arriba y
hacia abajo.

Nota: Se recomienda resuspender ¢l ADN en
una base suave porque ¢l ADN aislado no se
resuspende bien en agua o buffer Tris.

b)

¢)

Centrifugar durante 10 mina 12,000 x g a
4°C para eliminar los materiales insolules.
Transferir ¢l sobrenadante a un tubo nuevo
y ajustar el pH segin sea necesario con
HEPES.

Proceder a realizar aplicaciones posteriores
o almacene ¢l ADN a 4°C durante la noche.
Si se desea almacenar nuevamente ¢l ADN,
precipitar con 1.2 mL de etanol al 75% y
conservar en freezer.

100 mg de colonias

ki
v

1 mLde TRizol

V/
Homogenizar

lisadtl

= .

0.2 i ce cloroicnma

3min
20-25°C

'

v
0

o ra’
organica

=

0.3 i o Ctancl 100%

Desechar
sobrenadante

.

CODIGO:IT-MICRO-003

1L.5mLde ftanol 729

*.
r-‘;

10- 20 min 20-25°C

Desechar
sobrenadante, secar a
T® ambiente

O.4mLde NaOHA

r(lrnu
<

Iy
Fi

-y

Repetir desde el
paso de agregado
de citrato de
sadio hasta
desecharel

Ajustar pH

v

Hacer las
aplicaciones

¢
&

para su uso o
almacenar.

Figura 1: esquema de extraccion de ADN.




CODIGO: IT-MICRO-004

Reanimacion de levaduras a partir de crio viales.

Materiales:

Placas con agar DRBC
Placas con agar PDA
Caldo PDA.

Muestra

Micropipetas

Puntas estériles

Asa microbiologica
Vortex

Porta objetos

Cubre objetos
Reactivos para tincion de gram.

Preparacion de la muestra:

Dispensar 160 microlitros de caldo
Saboraud dextrosa a 1 tubo.

agitar en vortex el tubo que contiene la
muestra con glicerol, tomar una alicuota
de 40 microlitros y agregarla al tubo que
contiene los 160 microlitros de diluyente
(dilucion  10'), mezclar utilizando el
vortex.

Procedimiento:

1. Rotular adecuadamente en el borde de
la placa de agar DRBC, el equipo de
trabajo, tiempo de muestreo y
dilucion.

Dispensar 20 microlitros de la muestra
pura y estriar con asa microbiologica
(ver Figura 1) aplicando las técnicas
asépticas. Realizar el mismo paso con
la dilucion 107

Incubar a 27°C durante 24-48 horas.
Observar morfologia macroscopica,
de la placa que se observe mas
homogénea y con morfologia
predominante realizar tinciéon de
Gram.

Si la morfologia microscopia es una
sola (no se observan mezclas de

microorganismos) sembrar en agar
PDA por la técnica de estriado en
placa.

Tomar una colonia con el asa
microbiologica y una placa con agar
PDA, para realizar la prueba de hifas.
Incubar a 25-30°C durante 48-72
horas.

Realizar API 20 CAUX.

40 pL

160 pL de
caldo PDA dil




CODIGO:IT-MICRO-005

Preparacion e inoculacion del gel de electroforesis.

Un gel de electroforesis es una matriz
semisolida, similar a la gelatina, utilizada en el
laboratorio para separar macromoléculas
biologicas (como fragmentos de ADN, ARN o
proteinas) basandose en su tamafio y carga
eléctrica.

El gel actiia como un tamiz molecular: cuando
se aplica una corriente eléctrica, las moléculas
cargadas migran a través de los poros del gel.
Las moléculas mas pequeiias y ligeras se
mueven mas rapido y llegan mas lejos,
mientras que las mas grandes avanzan mas
lentamente y se quedan mas cerca del punto de
partida.

CATODO o
Punta de la
micrapipeta
depositando la

Buffer de
resolucion

———— Banda de ADN

———  Gel de resolucion

Figura 1: Camara de electroforesis

Materiales:

e Camara de electroforesis

e Agarosa

e Micropipeta de 2.5 microlitros
Micropipeta de 1-20 microlitros
Horno microonda o hot plate
Puntas de micropipeta
Matraces
Amortiguador TAE 1X
Vortex
Centrifuga

muestra en el pocillo

Procedimiento:

En un matraz de 250mL disolver un gramo
de agarosa en 100mL de amortiguador
TAE 1X, llevar a ebullicion en horno
microondas o hot plate.

Esperar que la temperatura descienda a 40-
50°C

Trasnferir 5S0mL de la mezcla a un matraz
de 100mL y agregar 2ul. de GelRed
(mezclar por agitacion)

Agregar 50mL de la mezcla en un portagel
de la camara. Colocar el peine para que se
formen los pozos y esperar su
solidificacion.

Seleccionar las mejores muestras de ADN,
previamente aislado y cuantificado.
Preparar el marcador de peso anadiendo en
un tubo de microcentrifuga: 1 pL de
marcador de peso, 1.5 pL de tampon de
carga, 12.5 microlitros de agua, mezclar.
Preparar la muestra afiadiendo en un tubo
de microcentrifuga: 10 pL de muestra, 1.5
pL de tampon de carga, 3.5 microlitros de
agua, mezclar.

Sumergir el gel en la camara de
electroforesis y agregar el amortiguador
TAE 1X hasta cubrir completamente el
gel, colocando los pozos del gel orientados
hacia el polo negativo.

En el pozo 1 del gel aplicar el marcador de
peso molecular mezclado preparado
previamente.

. En el resto de los pozos agregar las

muestras.

. Tapar la camara y conectar los cables de

los electrodos a la fuente de poder y
encenderla.

. Realizar la  electroforesis a 90

miliamperios  durante 30  minutos
aproximadamente. El frente (coloreado de
azul) no se debe salir del gel.

. Terminada la electroforesis apagar la

fuente de poder, desconectar los cables de
los electrodos y retirar el portagel de la
camara.




. Determinar la posicion de las bandas,
observando el gel en una camara con luz
UVv.

/

Figura 2: Gel de electroforesis

CODIGO:IT-MICRO-005




Instrucciones técnicas para
el monitoreo fisicoquimico.
Codigo: IT-CFQ-00
DONDE: IT: Instruccion técnica
CFQ: f fisicoquimico.

00: correlativo de la instruccion técnica.



CODIGO:IT-CFQ-01

Determinacion de la densidad, azucares totales y potencial de alcohol de
la fermentacion, utilizando un densimetro.

El densimetro es un instrumento de medicion
que se utiliza para determinar la densidad
relativa de los liquidos, sin calcular su masa y
volumen previo a su utilizacion. Este tiene la
capacidad de flotar en las muestras liquidas y
proporcionar en una de sus escalas una lectura
de la densidad relativa o gravedad especifica
en unidades de g/mL.

Este instrumento posee tres escalas: densidad
grados brix y potencial de alcohol.

El densimetro da una medicion de potencial de
alcohol, pero es necesario reportar los datos
como porcentaje de alcohol, por lo que debe
calcularse aplicando la formula:

Porcentaje de alcohol= potencial de alcohol
inicial - potencial del tiempo especifico a
calcular.

Ejemplo:

Potencial de alcohol inicial: 11%

Potencial de alcohol final: 1%

Porcentaje de alcohol= (11-1) = 10% (mL de
alcohol/ 100 mL de solucion).

b)

_ 7Specific Gravity
0.99-1.17

Potential alcohol
by volume

07%-20%

Brix/balling

0-35

densimetro.

Leer en ia
base
del menisco

fm—

Figura 1: a) Escalas de un densimetro. b) Lectura adecuada del

Materiales:

¢ Densimetro

e Probeta de 250 mL

e Taza medidora
Cucharon
Colador
Papel toalla
Piseta con agua
Muestra

Procedimiento:

1. Homogenizar el caldo de

fermentacion,  utilizando  un
cucharon extraer un volumen de
aproximadamente 200 mL.
Filtrar, haciéndolo pasar por el
colador, recibir este filtrado en la
tasa medidora.
Agregar aproximadamente 200
mL del filtrado a la probeta de 250
mL, introducir el densimetro
dejarlo en un lugar que flote
libremente, teniendo el cuidado de
no dejarlo caer porque golpeara en
el fondo de la probeta y puede
romperse, si hay presencia de
burbujas girarlo para quitar
cualquier burbuja pegada.

Leer a través del liquido justo por
debajo del nivel, ubicar Ila
medicion en una de
escalas, retirarlo de la probeta,
realizar lectura en las 3 escalas del
densimetro y documentar.

Lavar con abundante agua y secar
con papel toalla.

las tres

Tabla 1: Documentacion de resultados.

Mediciones con densimetro

Tiempo Densidad Potencial
(dias) de alcohol




CODIGO: IT-CFQ-02

Determinacion de azucares totales presentes en el caldo de fermentacion,
utilizando Brixémetro.

La cantidad de azicar disuelta en el caldo
fermentativo condiciona directamente tanto la Materiales:

cantidad de biomasa que se formara a partir de e Brixémetro

este sustrato como la cantidad de etanol e Piseta con agua destilada
(producido por las levaduras que consumen los e Papel Kleenex

azucares disponibles). El brixéometro por e Pipeta Pasteur

medio del indice de refraccion de la luz

permite estimar el contenido de azucares.

e Muestra

La refraccion es el cambio en la direccion de Procedimiento:

la luz cuando pasa de un medio a otro, el 1.
comportamiento de esta cambia a medida que
aumenta la concentracion de solutos
(sustancias disueltas en la mezcla). El
brixometro utiliza este principio para

Con ayuda de la piseta, colocar
una gota de agua destilada en el
prisma del brixometro, cerrar el
cubreobjetos suavemente y
observar por el ocular que este
ajustado en cero. Si la lectura no
estuviera en la marca del cero,
ajustarlo.

Limpiar cuidadosamente el lente

determinar la concentracion de azucares
disueltas en una solucion, en una fermentacion
alcoholica principalmente es sacarosa.

El brixémetro proporciona una lectura de

gramos de sacarosa por 100 mililitros de
solucion, por lo que se puede expresar la

siguiente relacion: 1°brix = 1
sacarosa/100 g de solucion.

4. Tubo espejo

2. Cubre objetos

5. Ocular

3. Tornillo

o N -
8 D de ajuste

Figura 1: a) Partes de un brixdmetro. b) brixdmetro y su escala.

con papel Kleenex.

Utilizando una pipeta Pasteur
colocar 1 o 2 gotas de la muestra
en el prisma, cerrar el
cubreobjetos y realizar la
medicion, documentar.

Lavar con abundante agua y
secar con papel Kleenex.

Tabla 1: Documentacion de resultados.

Determinacion de °brix

Tiempo (dias) °brix

0

1

2




CODIGO: IT-CFQ-03

Determinacion de pH, utilizando un pH metro portatil.

El pH metro es un instrumento electro
analitico que mide la actividad del ion
hidrogeno en soluciones acuosas, indicando su
grado de acidez o alcalinidad expresada como
pH.

Es necesario colocar la tapa después de su uso
para que el electrodo no se seque por la
exposicion prolongada al aire y de como
resultado mediciones inestables o lentas, si
esto ocurre debe sumergir el electrodo en agua
destilada durante algunas horas.

Calibraciéon de pH metro:

1. Encender el pH metro.

2. Preparar las soluciones tampon (4.00,
6.86) en 250 mL de agua destilada, tomar
aproximadamente 50 mL en un vaso de
precipitado (guardar los 200 mL restantes)
y sumergir el electrodo en la solucion de
pH 6.86 a 25°C, presione el boton CAL
durante 5 segundos y suéltelo, la pantalla
parpadeara 6.86 esperar hasta que la
pantalla deje de parpadear, lavar con agua
destilada y secar.

Sumergir el electrodo en la solucion de pH
4.00 a 25°C, presione el boton CAL
durante 5 segundos y suéltelo, presione y
suelte nuevamente, la pantalla parpadeara
4.00 esperar hasta que la pantalla deje de
parpadear, lavar con agua destilada y
secar.

Colocar el electrodo nuevamente en la
solucion tampon, si la medicion es
incorrecta, repita la calibracion

Si sabe que el pH aproximado de la
soluciéon de prueba es superior a 7,0,
calibrar el medidor utilizando wuna
solucion de 6,86 y 9,18.

Materiales:

pH metro

Papel Kleenex

Piseta con agua destilada
Copas para muestra
Muestra

Procedimiento:

De la muestra previamente filtrada tomar
aproximadamente 40 mL y colocarla en
una copa dosificadora.

Retirar la tapa protectora del pH metro,
enjuagar el electrodo con agua destilada,
secar con papel Kleenex.

Encender el pH metro presionando la tecla
ON/OFF, sumergir el electrodo dentro de
la solucibn que contiene la copa
dosificadora (no sobrepasar la linea de
inmersion), espere a que la lectura sea
estable, documentar.

Retirar, lavar el electrodo con agua
destilada, secar con papel Kleenex, apague
el pH metro y coloque la tapa protectora.

Tabla 1: Documentacion de resultados.

Mediciones con pH metro

Tiempo (dias) pH

0

1

Figura 1: escala de pH y partes de un pH metro.




CODIGO: IT-CFQ-04

Determinacion de Etanol, utilizando un vinometro o alcoholimetro .

El vinometro es un instrumento que permite 0.45 pm (ambientarlo haciendo pasar 1
determinar la concentracion de etanol en vinos mL) recibir el filtrado directamente en la
en base a su viscosidad  dependiendo de la boquilla del vinometro .

relacion entre el alcohol y el agua,  tiene un . Esperar a que una parte de la muestra alla
rango de medicion adaptado  (escala) de O a pasado a través del instrumento (observar
25%, calibrado a 20°C, el resultado esta que caen gotas constantemente)  si no se
expresado en la unidad %V/V de etanol. observan gotas saliendo constantemente
por la obstruccion de alguna burbuja
realizar el mismo proceso que el numeral
1, es importante tener en cuenta que si se
deja la copa sin liquido mientras se realiza
este procedimiento y la medicion el
vinometro se llenara de aire.

Invertir el vinometro y realizar la lectura
en el primer punto de la escala donde se
detenga el liquido, documentar la
medicion.

Lavar con abundante agua y secar con
papel toalla.

Figura 1: Vinometro, escala.

Materiales:
« Vinometro
« Papel toalla A T‘j’ B
« Piseta con agua destilada \_/ -
« Muestra filtrada en centrifuga

Procedimiento:

Verificar que el instrumento no tenga
burbujas de aire en su interior ya que estas
interfieren con su mediciodn, si las hubiera Figura 2: Modo de uso del vinometro.
lavar con una piseta de agua destilada, dar
pequefios golpes sobre una superficie
plana colocar papel toalla antes de hacerlo,
ten iendo el cuidado de no quebrar el
vinometro. ) . Tiempo (dias) Etanol
De la muestra previamente centrifugada, B 0
en una centrifugaa 4500 RPM durante 3 :
minutos tomar aproximadamente 1 mL, P

hacerlo pasar por un filtro de jeringa de

Tabla 1: Documentacion de resultados

Mediciones con vinometro




CODIGO: IT-CFQ-05

Determinacion de acidez por espectrometria IR.

El espectrometro FTIR es un equipo avanzado
utilizado para la identificacion y analisis de
sustancias quimicas mediante la absorcion de
radiacion infrarroja. Este equipo se destaca por
su capacidad para ofrecer un analisis rapido y
preciso de un amplio espectro de materiales.

Cada molécula tiene un patréon unico de
absorcion en el infrarrojo, que se denomina
huella digital, estos patrones son conocidos
como picos la altura o la intensidad de estos
esta relacionada con la cantidad de sustancia
absorbente, un pico elevado indica una mayor
concentracion, las diferentes regiones del
infrarrojo corresponden a diferentes tipos de
vibraciones y tipos de enlaces, por lo que se
observan a longitudes de ondas caracteristicos.

El espectrometro FTIR se fundamenta en la
medida de la interaccion de la radiacion
infrarroja con la muestra, el equipo es capaz de
calcular el area bajo la curva y la compara con
una curva de calibracion previamente hecha.

Figura 1: Espectrometro FTIR.

Materiales:
e Espectrometro FTIR
e Piseta con agua destilada
e Papel Kleenex
e Micropipeta
e Puntas estériles
e Muestra

Procedimiento:

Con la curva de calibracion para el etanol
previamente hecha, tomar una alicuota de
aproximadamente 40 pL de la muestra
(cada una de las muestras sera tomada con
una punta estéril diferente).

Colocar la alicuota de muestra en el
prisma del equipo y realizar la medicion
Lavar con agua destilada y secar con papel

Kleenex.

Repetir el paso 1 y 2 para cada una de las
muestras.

Documentar.

Dejar limpio el equipo.

Tabla 1: Ejemplo de tabla para documentacion de
resultados.

Determinaciéon de etanol con FTIR

Tiempo (dias) Etanol (%V/V)

0

1

X




CODIGO: IT-CFQ-06

Proceso para centrifugar la . Conectar y encender la centrifuga,
muestra configurar a 4500 RPM durante 3 min (en

el panel de control aparecera solo el
La centrifuga es un equipo que pone en nimero 450, eso indica que esta
rotacion a una muestra para separar por fuerza configurada correctamente en 4500).
centrifuga sus componentes o fases que . Presionar el bot6 n "'Lid open”’, retirar la
generalmente son una fase solida y una liquida tapa de seguridad y los adaptadores de

esta separacion se da en funcion de su tubos de los espacios donde se vaya a
densidad. colocar tubos para centrifugar, colocar los

tubos de forma que queden equilibrad os

como se puede observar en la figura 2,

de control de calidad, de la industria que colocar nuevamente la tapa de seguridad |

elabora jugos a base de citricos para tener un cerrar la tapadera de la centrifuga,

mejor control de la cantidad de pulpa que estos presionar el botén *“Start””.

contienen separando la pulpa del jugo por . Esperar a que se complete el ciclo del

medio de este procedimiento. centrifugado, presionar el botén "'Lid
Open’’, retirar la tapa de seguridad y los
tubos centrifugados, con el cuidado de no
mezclarlos nuevamente.
Colocar los adaptadores de los sitios de
donde se retiraron, colocar la tapa de
seguridad y cerrar la tapadera de la
centrifuga, apagar y desconectarla.
Proceder a utilizar la muestra filtrada.

Es ampliamente utilizada en los laboratorios

Figura 1: Centrifuga de laboratorio.

Materiales:
« Centrifuga
« Tubos para centrifuga
« Gradilla para tubos
. Balanza

o Muestra Figura 2: Referencia de como colocar los
tubos de forma equilibrada.

Procedimiento:

Pesar aproximadamente 20 gramos de las
diferentes muestras en cada tubo de
centrifuga (los tubos deben pesar
exactamente lo mismo y ademas ser de la
misma forma , de lo contrario se generan
problemas al momento de

centrifugar).




CODIGO: IT -CFQ-07

Determinacion de Acidez, por micro titulacion .

La acidez total es la medida de la cantidad de Procedimiento:

acidos presentes en una sustancia que 1. Colocar 1 mL de muestra en un
generalmente son liquidos o alimentos, esto Erlenmeyer de 25 mL.
hace referencia a la capacidad total de la . Afiadir 8 mL de agua neutra (ya contiene
muestra para liberar iones hidrogeno en una el indicador).

disolucion. . Armar el sistema de titulacion a
microescala tal como se muestra en la
figura 2:

a) Antes de ensamblar, llenar las dos
jeringas con hidréxido de sodio 0.5 N .

b) Ensamblar el sistema de titulacion
coémo se indica en la figura 2.

c) Purgar el espacio de la punta de
dispensacion .

d) Llenar la jeringa vertical desde el inicio
de la escala.

Esta medida se expresa en términos de la
cantidad de total de acidos que pueden
cuantificar mediante una valoracion con una
base fuerte como el hidroxido de sodio, que en
presencia de un indicador hara un viraje de
color indicando el punto final o de equilibrio
de la titulacion.

4. Titular la muestra con solucion de NaOH
0.5N, documentar el volumen gastado.

5. Informar el dato de acidez total como acido
acético por 100m , utilizando la siguiente
formula:
————— g de Acido acético/100ml = ml NaOH x N x
/ 60 x 100 / 1000 x mL de muestra
b ;

» E Jerngs de 1 mb (para titular)
' )\_/ ]
“—— 1

Valvuda da tros vies
Figura 1. micro titulacion .

Jeringa de 1 mi {para reflenar)

Materiales:

« Valvula de tres vias 4 S .m!:l‘ihﬁlia:lfF——;J

« 2 jeringas de tuberculina

« Aguaneutra \ [———Fueta e ppotneusomates
|
NaOH 0.5N '.‘l
Beaker Figura 2: Aparato para titulacién a microescala.

Erlenmeyer de 25 mL

Pinzas de soporte
Pinzas para tubos Tabla 1: ejemplo de documentacion de resultados.

Soporte universal

Pipeta de 10 mL | Determinacign de acidez por micro titulacion |
Tiempo (dias) Volumen de g acido/100mL

NaOH gastado

Puntas estériles amarillas.

0

X




