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RESUMEN

Esta investigacion fue desarrollada en la Universidad Técnica de Cotopaxi en los
laboratorios de microbiologia de la carrera de Ingenieria Agroindustrial el cual tuvo como
objetivo el aislamiento e identificacion de microorganismos fermentadores de una bebida
ancestral fermentada (chicha) a partir de chonta (Bactris gasipaes H.B.K), la finalidad de
esta investigacion fue aislar e identificar los microorganismos fermentadores con el
proposito de tecnificar y dar nuevas alternativas a la comunidad en el proceso de

elaboracion de esta bebida.

En el aislamiento se utiliz6 la técnica de siembra por estria en cuatro cuadrantes sobre
un medio de cultivo solido adecuado dispuesto en una placa petri. Cada unidad
formadoras de colonias microbioldgicas tienen caracteristicas determinadas en cuanto a
su forma, borde, elevacidn, tamafio y consistencia para el aislamiento se utilizé agar
nutritivo, Sabouraud dextrosa, caldo lactobacilli MRS 'y se verificé la pureza de colonias
mediante tincion simple y tincion Gram, la identificacion se realizd con las pruebas
bioguimicas API 50 CHL

Se aislé 30 cepas de tres tipos de microorganismos levaduras, mohos y bacterias &cido
lacticas de las cuales fueron 10 levaduras, 6 mohos y 14 de acidos lacticas logrando
caracterizarles e identificar 5 cepas acidas lacticas y tres levaduras bioquimicamente
como Bacillus, Lactobacillus  brevis, Lactobacillus casei, Sporolactobacillus,
Lactococcus que son microorganismos distinguidos como cocos por su forma esférica y
levaduras como son genero saccharomyces cerevisiaea, candida sphaerica, candida

utilis.

Palabras claves: Aislamiento, identificacion, microorganismos, fermentacion, chicha,

chonta.
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ABSTRACT

This research was developed at Technical University of Cotopaxi in microbiology
laboratories of Agro industrial Engineering where were aimed the identification and
isolation fermenting microorganisms of ancestral drink from chonta (chicha). (bactris
gasipaes h.b.k) , the purpose of this research was to insolate and identify fermenting
microorganisms to technify and give new alternatives to the community marking of
process of making this drink. At isolation, through the seedtime technique was used on a
suitable solid medium crop in a Petri plate. Each bacterial colony has certain
characteristics in its shape, edge, elevation, size and consistency for insolation agar
Saboraud dextrose were used, the technique of fluted in four quadrants and the colony
purity was verified by simple staining with blue methylene, and Gram staining with violet
crystal, lugol, alcohol and safranine, identification was done by API NE 50 CHL
biochemical tests. 30 plates were isolated, 14 were lactic acids, 10 of leaven identifying
and characterizing to3 lactic acids strains and two biochemically and morphologically
leaven though biochemical tests, it was possible to identify lactic acid bacteria such as
bacillus, lactobacillus, Sporolactobacillus, which are Gram positive for endospores and
leaven such as Saccaromyces cerevisiaea, candida utilis.

Key words: Isolation, identification, microorganisms, fermentation, chicha, chonta.
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1. INFORMACION GENERAL
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“Aislamiento e identificacion de microorganismos fermentadores de una bebida ancestral

fermentada a partir de chonta (Bactris gasipaes H.B.K)”
Lugar de ejecucion:

Barrio: Salache Bajo

Parroquia: Eloy Alfaro

Canton: Latacunga

Provincia: Cotopaxi

Zona: 3

Institucion: Universidad Técnica de Cotopaxi- Campus Salache “CAREN” Laboratorios

de la Carrera de Ing. Agroindustrial. (Anexo N° 1)

Nombres de equipo de investigadores

Tutor de titulacion: Ing. Zambrano Ochoa Zoila Eliana Mg. (Anexo N° 2)
Estudiantes:

Murillo Gallardo Erika Lisbeth (Anexo N° 3)

Pullupaxi Chiluiza Luis Sebastian (Anexo N°4)
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Sub linea: Desarrollo de tecnologias para la conservacion de productos agroalimentarios

que permitan una mayor disponibilidad de alimentos a la sociedad.



2. RESUMEN DEL PROYECTO

Esta investigacion fue desarrollada en la Universidad Técnica de Cotopaxi en los
laboratorios de microbiologia de la carrera de Ingenieria Agroindustrial el cual tuvo como
objetivo el aislamiento e identificacion de microorganismos fermentadores de una bebida
ancestral fermentada (chicha) a partir de chonta (Bactris gasipaes H.B.K)” la finalidad de
esta investigacion fue aislar e identificar los microorganismos fermentadores con el
proposito de tecnificar y dar nuevas alternativas a la comunidad en el proceso de
elaboracién de esta bebida.

En el aislamiento se utiliz6 la técnica de siembra por estria en cuatro cuadrantes sobre
un medio de cultivo s6lido adecuado dispuesto en una placa petri. Cada unidad
formadoras de colonias microbioldgicas tienen caracteristicas determinadas en cuanto a
su forma, borde, elevacidn, tamafio y consistencia para el aislamiento se utiliz6 agar
nutritivo, Sabouraud dextrosa, caldo lactobacilli MRS 'y se verifico la pureza de colonias
mediante tincion simple y tincion Gram, la identificacion se realizd con las pruebas
bioquimicas APl 50 CHL

Se aislo 30 cepas de tres tipos de microorganismos levaduras, mohos y bacterias acido
lacticas de las cuales fueron 10 levaduras, 6 mohos y 14 de acidos lacticas logrando
caracterizarles e identificar 5 cepas acidas lacticas y tres levaduras bioquimicamente
como Bacillus, Lactobacillus  brevis, Lactobacillus casei, Sporolactobacillus,
Lactococcus que son microorganismos distinguidos como cocos por su forma esférica y
levaduras como son genero saccharomyces cerevisiaea, candida sphaerica, candida
utilis.

Palabras claves: Aislamiento, identificacion, microorganismos, fermentacion, chicha,
chonta.



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El maiz, yuca y chontaduro son frutos de especies vegetales que se cultivan a lo largo y
ancho de nuestro pais. La bebida ancestral a partir de chonta, en la actualidad es elaborada
mediante métodos y técnicas rudimentarias, por escasas personas de edad avanzada y
unicamente cuando festejan, no esta al alcance de todos, ni en cualquier época del afio. El
tiempo de fermentacion muy prolongado y la calidad e inocuidad de estas bebidas estan
en dudas, lo que trae como consecuencia escasa reproduccion en su elaboracion,

resultando un producto con una baja relacién costo- beneficio.

Entonces en la presente investigacion se aisl6 e identifico microorganismos
fermentadores para el desarrollo tecnol6gico en la elaboracion de la bebida ancestral con
fines comerciales obteniendo informacion que ayude en futuras investigaciones

tendientes a buscar mejoras en el proceso de esta bebida.

Los beneficios que se pretende dar son a los agricultores y productores de la chonta, el
agricultor tendrd un ingreso econdémico a partir del cultivo de chonta (Bactris gasipaes
H.B.K) y el productor obtendra una bebida tecnificada, elaborada de una manera mas
rapida y de bajo contenido alcoholico.

Esta investigacion es de gran relevancia, debido a las alternativas que se pretende dar en
el proceso de fermentacion a los productores de la Asociacion Agua Viva dandoles a
conocer la tecnologia y su aplicacion en el proceso de elaboracion asegurando una mejor
calidad, mayor duracién, mejor resistencia a contaminacién microbiana y ademas
presenten actividades benéficas para la salud de los consumidores, lo cual mejorara el
nivel competitivo del producto artesanal.

Los aportes que brinda esta investigacion son a la ciencia y tecnologia para generar
nuevos beneficios sociales y recursos a la comunidad tecnificando el proceso de

produccién de la bebida.



4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

La elaboracion de la presente investigacion basicamente tiene dos beneficiarios los cuales
son:

4.1 Beneficiarios Directos:

Los beneficiarios directos son las comunidades ancestrales de nuestra region amazonica
y principalmente la asociacion Agua Viva ubicada en la parroquia Madre Tierra del
canton Puyo que se encuentra a unos 950 m.s.n.m. Posee un clima célido hiumedo ocupa
un territorio de unos 29 520 kmg?, habitan 83 933 personas, segun el Ultimo censo nacional
(2010) estos se dedican a la elaboracion de esta bebida.

4.2 Beneficios Indirectos

Los beneficiarios indirectos son los estudiantes de la Universidad Técnica de Cotopaxi
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales de la Carrera de Ingenieria
Agroindustrial interesados en continuar con el estudio, este tipo de proyectos contribuye
a la investigacion y a fomentar técnicas innovadoras en procesos industriales el
aislamiento e identificacion de microorganismos fermentadores de una bebida ancestral

fermentada a partir de chonta.
5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Se cree que en el mundo existen cerca de 3 500 alimentos fermentados tradicionales. No
obstante, los cambios en los habitos de consumo, aunados al “progreso econdémico” de
algunos sectores de la poblacion, asi como la mundializacién y homogenizacion de la
ingesta cotidiana, han propiciado una disminucion alarmante en su consumo. De ahi que
se piense que, en los proximos afios, varios de estos alimentos podrian desaparecer sin
haber sido documentados. Con ello se perderia parte del conocimiento y la sabiduria
acumulados por la humanidad durante miles de afios, o lo que la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Educacidn, la Ciencia y la Cultura (Unesco) ha definido como

patrimonio cultural inmaterial de la humanidad. (Quintero y Bernaldez, 2012)

El Ecuador es un pais rico en diversidad, en la Sierra, Costa y Oriente existe una variedad
de bebidas fermentadas que forman parte de la tradicion de comunidades indigenas; estas
bebidas son elaboradas a partir de diferentes sustratos como el maiz, quinua, cebada,
arroz, avena, chontaduro, yuca, maduro, entre otros. En las fiestas de pueblo se suele

servir algunas bebidas fermentadas tradicionales entre las que se destacan los


https://es.wikipedia.org/wiki/Km%C2%B2

aguardientes conocidos como “puntas” y diferentes tipos de chichas que son bebidas
espesas de sabor dulce cuyo color varia dependiendo de los ingredientes a usar como el
maiz, los platanos, la mandioca o yuca, la quinua, el arroz, entre otras. (Lopez, 2015)

La “Chicha de chonta’ es una bebida prehispanica, de la etnia shuar, elaborada a base de
los frutos de la chonta conocidos como chontaduros. Esta bebida es elaborada de manera
tradicional, por lo que no existe un proceso tecnoldgico para su produccion, cada persona
utiliza las cantidades que considera adecuadas de cada uno de los ingredientes, haciéndolo
un producto variante. Para el proceso de fermentacion de esta bebida las mujeres mastican
el masato que es el fruto de la chonta cocinada y aplastada, el masticado y salivado es el
paso que endulza y aporta enzimas digestivas a la chonta para que fermente bien, proceso
que no les agrada a la mayoria de visitantes. Por lo anterior, se realiz6 el aislamiento de
microorganismos fermentadores de la bebida a partir de la chonta, para identificar los

microorganismos de relevancia y sustituir el proceso de masticado.

Otro problema se estd dando con la pérdida de nuestra cultura ancestral, ya que no solo
se basa en costumbres como religion y vestuario también se enfoca primordialmente en
los alimentos. La situacién actual de la chicha de Chonta es una bebida que hoy en dia
no tiene una aceptacion importante dentro de nuestro medio, el problema se basa en
técnica de elaboracion, también en que la mayoria de personas desconocen sus

propiedades y usos gastronomicos que nos ofrece esta bebida ancestral.

Es importante mencionar la relevancia de este estudio ya que su consumo puede terminar
con la problematica social del desconocimiento y de esta manera rescatar una parte
importante de la cultura gastrondmica ecuatoriana mejorando el proceso de elaboracion
de esta bebida.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General
¢ Identificar microorganismos fermentadores de una bebida ancestral
fermentada (chicha) a partir de chonta (Bactris gasipaes H.B.K).
6.2  Objetivos Especificos
+«+ Aislar microorganismos fermentadores de una bebida ancestral (chicha)
mediante la técnica de siembra por estrias en placa Petri.
% Caracterizar a los microorganismos fermentadores mediante técnicas

microscopicas y de tincion.



X/
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pruebas bioquimicas para su posterior clasificacion.

Identificar los microorganismos causantes de la fermentacion mediante

7. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS

Cuadro 1: Actividades por objetivo

Objetivos

Actividades

Resultado de la

Medios de verificacion

actividad
o —Recoleccion de
Objetivo 1 _ Mi ,
muestras de bebida ICroorganismos
. . Microorganismos
microorganismos | de chonta del cantén ancestral fermentada.
fermentadores
fel‘mentadOI’eS de Puyo de |a asoc|aC|én (Anexo 6)
. aislados levaduras y
una bebida | Agua Viva
: bacterias acido
ancestral (chicha)|
-Aislamiento de | lacticas.

mediante la
técnica de siembra
por estrias en placa

Petri.

cepas fermentativas a
partir de la bebida,
utilizando medios de

cultivos adecuados.

Objetivo 2

Caracterizar a los
microorganismos
fermentadores
mediante técnicas
microscopicas y de

tincion.

Caracterizacion
morfolégica de los
microorganismos
fermentadores
mediante la técnica
de tincién simple y

gram.

Microorganismos
caracterizados

morfolégicamente

Caracterizacion por
tincion simple y gram de
microorganismos

fermentadores. (Anexo 7)




Objetivo 3

|dentificar los Clasificacion de

MiCroOrganismos | .. oo anismos NS | |
predominantes 9 Microorganismos
fermentadores de

causantes de la|, o0 o Termt?n-tadores identificados ~ mediante

fermentacion ) , identificados. pruebas bioguimicas API
morfologia mediante

mediante pruebas| | . oruebas 50 CHL. (Anexo 8)

bioquimicas para bioguimicas

su posterior

clasificacion.

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

8. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

8.1  Antecedentes

Segiin MONTAGUANO (2012) en la investigacion titulada “INVESTIGACION DE
BEBIDAS TRADICIONALES ECUATORIANAS”

Se plantearon como objetivo la recopilacion de informacion de varios pueblos del
Ecuador donde se preparan bebidas utilizando materia prima ecuatoriana con mucha
riqueza cultural llegando a obtener los siguientes resultados que en el Ecuador existe una
gran riqueza gastrondémica por descubrir, rescatar, y exportar debido a los diversos climas
ecuatorianos que nos proporcionan una gran variedad de materia prima con la que se
pueden desarrollar bebidas, la bebida tradicional mas conocida por los ecuatorianos es la
chicha cada pueblo aprovecha la materia prima para preparar las bebidas que son su

representacion cultural y que estan llenas de mucha riqueza.

Segun Pazmifio, Escudero & Grijalva (2014) en su estudio “Diversidad microbiana
asociada a la chicha de arroz: una bebida tradicional de Bolivar — Ecuador” realizados en
la Universidad Tecnoldgica Equinoccial menciona en los resultados que Los
microorganismos aislados en la chicha de arroz representaron un consorcio de
enterobacterias, bacterias acido lacticas, mohos y levaduras. Los valores de los recuentos
fueron diferentes en las tres fases del proceso de elaboracidn. Segin en una bebida
fermentada se recrea un ecosistema con una amplia diversidad microbiana, las relaciones
entre los microorganismos desarrollados en ella y su metabolismo ejercen una influencia

en las propiedades organolépticas de la bebida, asi como en su duracion y mejoramiento




de su calidad nutritiva. Se obtuvieron 9 cepas distintas de bacterias acido lacticas,
pertenecientes a los géneros: Lactobacillus, Sporolactobacillus y
Bacillus. Sporolactobacillus es un tipo de bacteria acido lactica que tiene como habitat
productos fermentados y salmueras; se ha comprobado que también se desarrollan en las
heces de los animales herbivoros, aguas residuales, por lo que indica su posible asociacion
con alimentos. La presencia de estas bacterias podria atribuirse a la falta de precaucion
en la elaboracién de la bebida.

Segun Garcia (2010) indica que, en la Universidad Autonoma Agraria “Antonio Narro”
se realizo un estudio sobre AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS
PROBIOTICOS A PARTIR DE BEBIDAS FERMENTADAS.

En la cual se plantearon como objetivos aislar, identificar y caracterizar
morfoldgicamente a los microorganismos probidticos de bebidas tradicionales
fermentadas (aguamiel, sotol y pozol); evaluar el efecto de inhibicion de las cepas

seleccionadas sobre algunos microorganismos patdgenos de interés agroindustrial.

Como resultados se lograron obtener 5 cepas aisladas de bebidas fermentadas elaboradas
artesanalmente (aguamiel, pozol negro, pozol blanco, sotol filtrado y sotol sin filtrar). Se
ha demostrado la posibilidad de utilizar a las cepas aisladas como probi6ticos, basados en
la realizacion de algunos experimentos in vitro tales como: Resistencia a pH 2.5y 3
durante 4 h y a elevadas concentraciones de sales biliares de 2%. Esto indica que las
cepas aisladas podrian llegar viables a su sitio de accion el colon, después de ser ingerida
y pasar a través del tracto gastrointestinal.

LEON (2012) indica que en la Universidad Simén Bolivar, México en su estudio
realizado sobre “Anélisis bromatoldgico y aislamiento de microorganismos con potencial

probidtico del pulque”.

La concentracion de macronutrientes en el pulque es menor que en los productos
comerciales con probioticos, lo que demuestra que los microorganismos con potencial
probidtico obtenidos en el pulque tienen menos requerimientos nutricionales que los
utilizados en bebidas comerciales de probidticos. Se aislaron un total de ocho cepas a
partir de técnicas convencionales de microbiologia, de estas ocho cepas, dos pueden tener
potencial probidtico, un bacilo Gram positivo y una levadura, las cuales presentaron
resistencia a pH acido y a jugo gastrico artificial.



Salcedo (2008), en su estudio “Aislamiento y Seleccion de Levaduras Fermentadoras de
Melaza de Cafia de azlcar (Saccharum officinarum)” realizados en la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo menciona en su tesis que en los resultados se
aislaron un total de 27 colonias de levaduras fermentadoras espontdneas en jugo de
melaza de cafia de azUcar del proceso de fermentacion de la melaza diluida con agua
destilada a 30 y 40° Brix, durante 48 horas; se realizaron 8 diluciones de cada una de las
muestras, posteriormente se tomaron 100ul de las diluciones para sembrar en medio
solido YPD para obtener las levaduras que intervienen en el proceso de fermentado de

la melaza.

8.2 Fundamentacion tedrica

8.2.1 Chontaduro (Bactris gasipaes H.B.K)

Segun Calero (2014) “El chontaduro es un fruto que cada dia adquiere mayor importancia

tanto en el ambito nacional como internacional, debido a su alto valor nutritivo” (p 12)

8.2.2 Origen y distribucion:

Como manifiesta Forero y Godoy (2005):

El chontaduro ha sido cultivado por los indigenas del trépico americano desde la
época precolombina, particularmente para el consumo de sus frutos. Se caracteriza
por ser una especie adaptada al trépico humedo, con lluvias entre 1.900 a 5.000 mm
al afo y temperaturas medias entre 23 a 28°C. (p 81).
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Imagen 1: Distribucién del cultivo de chontaduro en Ameérica Latina

® Zonasde
cultivo de
chontaduro en
América Latina

Fuente: (Segovia, 2015)

8.2.3 Descripcidn botanica

Como menciona Corpoica (2015):

El chontaduro es una palma de forma cilindrica, puede alcanzar los 25 m de alto y
el diametro del tallo va de 15 a 30 cm. Su tallo presenta espinos como sistema de
proteccion ante adversidades del medio ambiente y generalmente produce brotes.

Las hojas son de forma pinada, miden de 2 a 4 metros y tienen un raquis espinoso.
(p3)
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Imagen 2: Planta de chontaduro (Bactris gasipaesH.B.K)

Fuente: (Segovia, 2015)

Las personas de la asociacién Agua Viva de la Parroquia Madre Tierra del cantén Puyo
recolectan el fruto de la chonta en los meses de febrero- abril por lo general esta actividad
lo realizan los hombres, con el cual las mujeres preparan diferentes platos como chonta

asada, cocinaday la chicha.
8.2.4 Taxonomia

Segun Corpoica (1996) citado por Segovia (2015) “La botanica, ciencia especializada en
la descripcion de las especies vegetales, le ha otorgado a esta planta la siguiente

clasificacion taxonomica” (p 34)

Cuadro 2: Taxonomia del chontaduro

Nombre cientifico: Bactris gasipaes H.B.K

Nombre comun: Chontaduro, Pejibaye, Cachipay, etc
Tipo: Fanerégamas

Subtipo: Angiospermas

Clase: Monocotileddneas

Subclase: Micrantinas

Orden: Espadiciflorineas
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Familia: Palméaceas
Género: Bactris
Especie: Gasipaes

Fuente: (Segovia, 2015)

8.2.5 Microorganismos

Avrias (2010), manifiesta en su proyecto que los microorganismos participan en procesos
ecoldgicos que permiten el funcionamiento de los ecosistemas, y biotecnoldgicos que son
esenciales para la industria farmacéutica, alimenticia y médica. Ellos son los principales
responsables de la descomposicidn de la materia organica y del ciclaje de los nutrientes.
En la industria biotecnoldgica, de los microorganismos se han obtenido y producido
antibioticos de enorme importancia médica como la penicilina, sintetizada por los hongos
Penicillium notatum y P. chrysogenum, la cefalosporina por el género fungico
Cephalosporium. Mientras que otras bacterias son indispensables para la industria
alimentaria, como ocurre con el género Lactobacillus usado en la produccién de vitamina
b12 en el yogurt. En el rubro industrial, las levaduras son también microorganismos
ampliamente utilizados. La levadura Saccharomyces cerevisiae se emplea para elaborar

vino, tequila y cerveza.
8.2.6 Fermentacion

Segun Hernandez (2003) citado por Teran (2014) en su investigacion:

Fermentacion se define como el proceso en el que los microrganismos producen
metabolitos o biomasa, a partir de la utilizacion de sustancias organicas, en ausencia
0 presencia de oxigeno, la descomposicion de los sustratos es llevada a cabo por

enzimas producidas por los microrganismos para tal finalidad. (p 3)

Segin PARZANESE (2014) manifiesta que “En la mayoria de los procesos de
fermentacion tradicionales aplicados comercialmente, los microorganismos estan en
contacto con el sustrato en un ambiente acuoso, es decir se trata de un cultivo
sumergido, donde la disponibilidad de agua es abundante, lo que facilita y favorece

el crecimiento y desarrollo de los microorganismos” (p 2)
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La fermentacion es un proceso que realizan varios microorganismos, efectuando
reacciones sobre algunos sustratos. El proceso es espontaneo comienza con el desarrollo

de microorganismos como entero bacterias, mohos, levaduras y bacterias acido lacticas.
8.2.7 Tipos de fermentacion

Como indica Mendoza (2008) citado por Teran (2014) en su investigacion:

Existe una fermentacion natural cuando las condiciones ambientales permiten la
interaccion de los microorganismos y los sustratos organicos susceptibles, y
artificial, cuando el ser humano propicia condiciones y el contacto referido, segun el
tipo de sustrato encontramos fermentacion alcohdlica, acido lactico, acético y
butirico. (p 3)

8.2.8 Fermentacién alcohdlica

Segun Mendoza (2008) citado por Teran (2014) “La fermentacidn alcoholica es un
proceso que tiene lugar en ciertas levaduras y en algunas células vegetales en condiciones
anaerobias. Este proceso requiere de enzimas que metabolizan el piruvato, estas son

oxidorreductoras y carboxilasas” (p 4)

Segin CORRALES, ANTOLINEZ, & CORREDOR ( 2015) “La fermentacion alcohdlica
tiene como finalidad biologica proporcionar energia anaerobica a partir de la glucosa a

los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxigeno” (p 62)

8.2.9 Fermentacioén acido lactica

Como indica Mendoza (2008) citado por Teran (2014) en su investigacion:

La fermentacion acido lactica consta de una primera fase que es la glucélisis en
donde la oxidacion de una molécula de glucosa produce dos moléculas de acido
piruvico, esta reaccion de oxidacion genera la energia necesaria para formar las dos
moléculas de ATP. En la siguiente etapa las dos moléculas de acido piravico son

reducidas por dos moléculas de NADH para formar dos moléculas de acido lactico.
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Dado que el acido lactico es el producto final de la reaccion, este compuesto no
experimenta una oxidacion posterior y la mayor parte de la energia producida por
la reaccion permanece almacenada en el &cido lactico. Este tipo de fermentacién solo

genera una escasa cantidad de energia.

8.2.10 Fermentacién acética

Esta fermentacion se produce por la accion de un sin ndmero de bacterias y
microrganismos con capacidad de producir &cido acético a partir de sustratos que
contienen etanol. A escala industrial se emplean bacterias del género Acetobacter,

conocidas como bacterias acéticas como menciona.
8.2.11 Fermentacién butirica

La fermentacion butirica es la conversion de los glacidos en &cido butirico por accion de
bacterias del género Clostridium en ausencia de oxigeno, es decir es una fermentacion
anaerobia. Se produce a partir de la lactosa con formacion de acido butirico y gas. Es
tipica de las bacterias del género Clostridium y se caracteriza por la aparicién de olores

putridos y de sagradables.

Cuadro 3: Tipo de fermentaciones y productos formados

Tipos de fermentacion Productos

Fermentacion lactica Lactato

Fermentacion alcohdlica Etanol, CO2

Fermentacion acida- mixta Etanol, Succinato, Acetato, Formiato,
Lactato, Co2, H2

Fermentacion butilénglicdica Butilénglicol, CO2

Fermentacion aceto - butirica Acetato,Acetona,  Butirato, Butanol,

Etanol, CO2,H2

Fuente: (Bailon, 2012)

8.2.12 Microorganismos fermentadores

Como indica VASCONEZ (2014) citado por FULA (2010) en su investigacion:
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Los microorganismos que intervienen en la fermentacion tienen varias funciones,
entre ellas: la produccion de acido lactico por fermentacion de la lactosa, que le
imparte un sabor &cido y refrescante, la produccién de compuestos volatiles los
cuales contribuyen al sabor de los productos. En el caso especifico del maiz se
produce diacetilo, acido butirico y acido lactico por lacto bacterias a partir del
almiddn, ademas inhibe el crecimiento de patégenos y de microorganismos que

deterioran el producto. (p 11)

Cuadro 4: Microorganismos y productos finales de la fermentacién

Microorganismos Productos Finales

Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus Acido lactico

Saccharomyces Etanol y CO2

Propionibacterium Acido propidnico, acido acético, CO2 y H2
Clostridium Acido butirico, butanol, acetona, alcohol

isopropilico y CO2

acetico, CO2y H2

Escherichia, Salmonella Etanol, 4cido lactico, acido succinico, acido

butanediol, acetoina CO2 'y H2

Enterobacter Etanol, 4&cido Ilactico, 4&cido férmico,

Fuente: (Frazier & Whesthoff, 2010)
8.2.13 Bebidas fermentadas tradicionales

De acuerdo a Carvalho (1994) citado por Teran (2014) “El Ecuador es un pais con una
gran variedad de productos, entre estos destaca el maiz, abundante en casi todo el
territorio ecuatoriano. Dentro de la culinaria nacional abundan los platos y bebidas
elaborados con este producto que desde tiempos antiguos, ha sido la base de la

alimentacion de nuestros pueblos” (p 12)
8.2.14 Clasificacion de bebidas

Segun Lamas (2014) “El mercado de las bebidas esta claramente dividido en dos grandes

grupos: bebidas alcohdlicas y bebidas no alcohdlicas”

La bebidas alcohtlicas estdn representadas por: licores (whisky, ron, tequila),
aguardiente, vino, cerveza, sidra, etc. Entre las bebidas no alcohdlicas se encuentran
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productos como: jugos, bebidas saborizadas, bebidas refrescantes, bebidas gaseosas,

bebidas suaves, agua purificada envasada, etc.

Las bebidas no alcoholicas, por su alto contenido de agua, favorecen el mantenimiento
corporal previniendo la deshidratacion del organismo. Aunque estas bebidas no son
consumidas por su valor nutritivo sino por su poder refrescante, el azicar contenido

aporta una cantidad de calorias necesarias para el organismo.
8.2.15 Chicha una bebida fermentada tradicional

Como indica Silva (2014) en su investigacion:

Chicha es el nombre que reciben diversas variedades de bebidas alcohdlicas
derivadas principalmente de la fermentacion no destilada del maiz y otros cereales
originarios de América, aunque también en menor medida, se suele preparar a
partir de la fermentacion de diferentes frutos. Segun la Real Academia Espafiola y
otros autores, la palabra **chicha™ proviene de una voz aborigen del Panama (kuna

chichab) que significa ""'maiz". (p 28)

8.2.16 La chicha en el Ecuador

La chicha tiene sus origenes en el Imperio Inca, actualmente es consumida por las
comunidades indigenas principalmente en la Sierra y Amazonia, ésta bebida fermentada
se consume en celebraciones tradicionales como la mama negra, el carnaval y otras.
Generalmente se toma a temperatura ambiente, en vasos plasticos o “chilpe” que tengan

la forma de los keros de origen prehispanico.

En la Amazonia, las comunidades preservan la elaboracién de bebidas que desde sus
ancestros se han elaborado y se han mantenido de generacion en generacidn, es asi que,
dentro de las mas importantes y ceremoniales estan la chicha de chontaduro, la de yuca,
y la ayahuasca. Los nativos elaboran la chicha de yuca en un ritual ancestral, es la bebida

por excelencia en las tribus amazdnicas como lo manifiesta Silva (2014)

La chicha de chonta es una bebida que tradicionalmente es prepara por la Asociacion
Agua Viva en la que los hombres son encargados de traer la materia prima y las mujeres

en su elaboracion y masticacion del masato para su fermentacion, la bebida
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principalmente es ofrecida a las personas extrafias a su comunidad durante un rito

ancestral.

8.2.17 Chicha de chonta

Segun Yucci, Ledon & Torres (2017) “La chicha de chonta es una bebida que
tradicionalmente prepara la poblacion Shuar en la Amazonia entre marzo y junio, época
en que se da la fruta, tanto la preparacion como el consumo de la chicha de chonta guardan

un fuerte valor simbolico dentro de la cultura ecuatoriana” (12)

Esta es una bebida mas bien espesa, que se sirve en las mukawas, que es la palabra kichwa
para los pilches hondos que se utilizan para el consumo de esta chicha. Esta preparacién

puede ser con sumida sin necesidad de fermentar.
8.2.18 Microbiologia de las bebidas fermentadas

Como indica Torres (2012) citado por Terén (2014) en su investigacion:

Los analisis microbioldgicos en los alimentos son métodos que se utilizan para
conocer la carga microbiana que contiene cada uno de estos. Esta carga microbiana
nos indica si un alimento es seguro o no para la ingesta humana, dependiendo del
tipo de microrganismo que esté presente. En el caso de las bebidas fermentadas se
trata de identificar la presencia y cantidad de microrganismos alterantes y

fermentativos por medio de diferentes técnicas de cultivo. (p 18)

8.2.19 Aerobios meséfilos

En el recuento de microrganismos aerobios meséfilos se estima la flora total, sin
especificar el tipo de gérmenes. Esta determinacion refleja la calidad sanitaria de los
productos analizados indicando ademas de las condiciones higiénicas de la materia prima,
la forma como fueron manipulados durante su elaboracién. Tiene un valor limitado como
indicador de la presencia de patdgenos o sus toxinas. Un recuento total de aerobios
mesdfilos bajo no asegura que un alimento esté libre de patdgenos o sus toxinas, tampoco
un recuento total alto significa presencia de flora patégena. Pascual y Calderdn (2006)
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8.2.20 Mohos y levaduras

Los mohos son hongos multicelulares que forman estructuras ramificadas extensas,
coloreadas o no, conocida en la industria alimenticia como micelios; por otro lado, las
levaduras son hongos unicelulares de forma esférica, alargada, piriforme, ovoide y a veces
en forma de micelios. Se entiende por recuento total de mohos y levaduras, al nimero de
colonias que se desarrollan a partir de 1 mililitro o gramo de alimento, sobre el medio
Sabouraud Dextrosa, durante 5 dias a 22 - 25°C. IICA (2001)

8.2.21 Coliformes totales

Son bacterias de morfologia bacilar, gram negativas, aerobias o anaerobias facultativas,
no formadoras de endoesporas, oxidasas negativas y que fermentan la lactosa con
produccion de acido y gas. Por otro lado también dentro de este grupo existen los
Coliformes Fecales y la E. coli, que son los coliformes totales més préximamente
relacionadas con la contaminacion fecal como lo manifiesta Garcia (2004).

Imagen 3: Vista microscdpica de bacterias coliformes

Fuente: (Vanguardia, 2014)

8.2.22 Enterobacterias

Los miembros de la familia enterobacteriaceae son bacilos Gram negativos, anaerobios
facultativos que fermentan la glucosa en anaerobiosis; citocromo oxidasa negativos; la
caracteristica principal es que reducen los nitratos a nitritos. Cuando son moviles son
flagelados peritricos. Las enterobacterias son microrganismos propagados mundialmente
y que se encuentran en el suelo, agua, la vegetacion y forman parte de la flora intestinal
normal de casi todos los animales, incluido el ser humano. Algunos miembros de la
familia (Salmonella, Shigella, Yersinia pestis) siempre se asocian a enfermedades cuando
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se aislan en el hombre, mientras que otros (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus

mirabilis) producen infecciones oportunistas afirma Garcia (2008)
8.2.23 Bacterias de &cido lactico (LAB)

Las bacterias de acido lactico son un grupo heterogéneo de organismos grampositivos
(eslabones o bacilos) no esporulados que se caracterizan por un metabolismo
fermentativo del azucar, en el que el acido lactico es el producto principal (Herrero, et al.,
1996). . Pueden ser anaerdbicas, microaerofilicas o aerotolerantes, también catalasa y
oxidasa negativas. Crecen en un rango extendido de pH que puede oscilar de 3.2 a 9.6,
pero en su mayoria crecen de 4 a 4.5.

Para el aislamiento de bacteria &cido lacticas las placas Petri fueron incubadas a 37° C
por 48h en un medio de caldo lactobacilli MRS, Este medio apoya el crecimiento
exuberante de BAL vy otras fuentes.

8.2.24 Meétodos de cultivo

8.2.25 Medios de cultivo

Segin CUEVAS (2016) describe “El medio de cultivo es aquel que contiene agua y una
serie de nutrientes, necesarios para su metabolismo. Normalmente se utilizan placas de
Petri con agar mas nutrientes especificos (segun el microorganismo que se desea aislar),
aunque también existen medios de cultivo en tubo”. (p 39)

Segun la proporcion de agar, existen tres tipos: 3

v Liquidos (caldos): No contiene ningln agente gelificante, por lo que los
microorganismos crecen por todo el medio. El crecimiento en este tipo de medios
es mas rapido puesto que la movilidad permite acceder de una forma mas facil a
los nutrientes.

v' Sélidos. Tienen una proporcion de agar de, aproximadamente, el 1,5%. El
crecimiento se desarrolla en la superficie del medio. Estos medios pueden
depositarse en placas de Petri o en tubos de ensayo.

v Semisolidos. Son aquellos que contienen una proporcion de agar inferior al 0,5%.
Se utilizan para pruebas bioquimicas y de movilidad.

Para nuestra investigacion se utilizé los medios de cultivo agar nutritivo, Sabouraud
dextrosa y caldo lactobacilli MRS, el agar Sabouraud es un medio de cultivo que por sus

caracteristicas funciona como medio de enriquecimiento para levaduras y que en caso de
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contener cloranfenicol u otro antibidtico, se convierte en un medio selectivo para los

mismos.

8.2.26 Aislamiento de microorganismos

Como manifiesta Rodriguez, Hernandez y Garcia (2004) en su investigacion:

Aislar es separar un tipo de microorganismo a partir de una poblacién heterogénea
de micoorganismos. En hébitats naturales raramente encontramos un solo tipo de
microorganismo en una muestra, por lo tanto, es necesario hacer algun
procedimiento de aislamiento para separar e identificar los distintos tipos de
microorganismos presentes. El objetivo del aislamiento es obtener colonias bien
separadas (las colonias se forman a partir de una sola “unidad formadora de
colonias”) de las que se conseguira un cultivo puro. Una vez obtenidos los cultivos
puros se podran estudiar las caracteristicas macroscopicas, microscopicas,
fisiologicas, etc. de un microorganismo en particular. Hay que tener en cuenta que
siempre el aislamiento se da en un medio solido. EI medio liquido sirve para
enriquecer, pero no para aislar. Para aislar se utiliza alguno de los siguientes
procedimientos: Métodos generales y Métodos especiales.

8.2.27 Cultivo en placa

Segun Salinas & Pajares ( 2016) “En esta técnica las unidades formadoras de colonias
(ufc) se encuentran en un medio sélido que da como resultado la proliferacion de cada
una. Se menciona el método de vertido en placa donde una suspension de células con agar
liquido se vierte en una caja de Petri. Al momento de que el agar se haya solidificado, las

ufc, permanecen inmaviles y se reproducen dando origen a colonias” (p 30)

Se ejecutd la siembra de microrganismos fermentadores de la bebida de chonta en una
camara de flujo laminar evitando que exista contaminacion.

8.2.28 Dilucién

Segin GARCIA (2010) citado por BASTIDAS & VACA (2018) “La dilucion permite
diferenciar la morfologia de las colonias, por lo que es cualitativa; mientras que es

cuantitativo porque va a dar como dato, el nimero de microorganismos que hay en una
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suspension. El procedimiento debe ser bajo condiciones de esterilidad y se basa en
realizar diluciones sucesivas de la muestra, lo que lleva a disminuir la cantidad de

microbios de la suspension inicial”. (p 16)

8.2.29 Siembray formas para realizar la transferencia

Sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de muestra (inéculo) en un
medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano. Para sembrar en
microbiologia es necesario mantener la habitacion sin corrientes de aire y estar al lado de

la Ilama de un mechero (no méas de 15 cm. de distancia).

La siembra puede realizarse en medio liquido, solido o semisélido, utilizando ansa, hilo,
0 bien hisopo o pipeta estéril. Se debe esterilizar en la llama (hasta que todo el filamento
se haya puesto al rojo vivo) el ansa o el hilo y enfriar, antes y después de realizada la
siembra. Negroni, (2009)

8.2.30 Caracterizacion morfologica de bacterias

Segin VARGAS (2014) “Las bacterias pueden presentar ciertas variaciones
morfologicas, entre estas se encuentran las que tienen forma de estrella, las planas y
rectangulares, las alargadas en forma de pera y por ultimo aquellas que forman

pedunculos no celulares” (p 1)

Para la caracterizacion se utilizo las pruebas de tincion simple y Gram. Estas técnicas nos
permiten identificar distintos tipos de bacterias segun su color su superficie, forma,

elevacion.

8.2.31 Tincion Gram
Como indica Maldonado (2018) citado por Perez (2016):

Un método para poder clasificar las bacterias Gram negativas y Gram positivas es
la tincion Gram, que permite tener una aproximacion a la morfologia de las
bacterias. Esta técnica es denominada por el bacteridlogo Christian Gram en 1844,
donde se usa una serie de reactivos que generaran una coloracion que permitira
distinguirlas: cristal violeta, lugol, alcohol acetona, agua y safranina. Las bacterias
Gram positivas y Gram negativas se tifien de forma diferente por las diferencias

constitutivas en la estructura de sus paredes celulares; en el caso de las primeras la
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cantidad de peptidoglicano es del 80 al 90 % mientras que de las Gram negativas
oscila entre el 10 y 20 % de la pared celular. (p 23)

8.2.32 Tincion Simple
Como indica Lopez, Pazos & Torres (2005):

Una tincién simple se fundamenta en la afinidad que va a tener la pared bacteriana
por un colorante, es una técnica de decantacion en la que se hace uso de los puentes
de tincion, en los que se colocan los portaobjetos con las preparaciones secas y
fijadas. La técnica de tincion se realiza segun el protocolo. Se usa un solo colorante
para tefiir la pared bacteriana y observar asi su morfologia y agrupacion. No sirve
para visualizar estructuras puesto que rara vez se tifien. (p 26)

8.2.33 Formas de las bacterias

Segun menciona MOLINA & URIBARREN (2015) “Las bacterias que tienen forma
esférica u ovoide se denominan cocos. Y si se tifien de azul con el Gram, se les llama
Gram positivos. Cuando los cocos se agrupan en cadenas, se les denomina estreptococos
y cuando lo hacen en racimos, se les llama estafilococos; también se pueden agrupar en
pares que reciben el nombre de diplococos. Las bacterias en forma de baston reciben el
nombre de bacilos. Si al tefiirlos con el Gram quedan de color rojo, se les denomina
gramnegativos. Los bacilos curvados que presentan espirales se llaman espirilos, rigidos;
algunas bacterias en espiral presentan formas facilmente reconocibles, como
las espiroquetas, semejantes a un tornillo o sacacorchos, flexibles. Las bacterias que
carecen de pared celular tienen gran plasticidad (micoplasmas) y adoptan una variedad
de formas. Las bacterias esfeéricas tienen un tamafio promedio de 1 micrémetro de

didmetro, mientras que los bacilos miden 1.5 de ancho por 6 micrémetros de largo.” (p 4)
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Imagen 4: Clasificacion morfologica de las bacterias
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Fuente: (Copérnico, 2004)

8.2.34 Pruebas bioquimicas API

Segun Travez (2015) citado por Roméan (2012) “Es un conjunto de métodos rapidos que
reconocen diferentes microorganismos a través de diferentes pruebas bioquimicas. Estos
sistemas consisten en un dispositivo de plastico con varios microtubos en los cuales
existen diferentes medios de cultivo dependiendo del tipo de prueba que se requiera.” (p
24)

Las pruebas bioguimicas utilizadas en la presente investigacion fueron las APl 50 CHL
las cuales nos ayudaron a identificar rapidamente los microorganismos presente en la
bebida ancestral de chonta nos permitio realizar numerosas pruebas a la vez. Cada tira de
API 50CHL contiene 50 micro tubos o pocillos con distintos sustratos deshidratados.
Cada tubo es una prueba bioquimica distinta.

8.3 MARCO CONCEPTUAL

Aislamiento: es la separacién de un determinado microorganismo del resto que le
acompafian técnicas usadas en el laboratorio de microbiologia para la transferencia de un
microorganismo de un ambiente a otro con la finalidad de inducir su crecimiento para su
identificacion.

Ancestral: refiere a un grupo de antepasados relacionados a un antepasado directo del

cual desciende 0 cree descender un individuo 0 grupo

social, familia, clan, tribu, etnia, pueblo, entre otros.


https://es.wikipedia.org/wiki/Individuo
https://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_social
https://es.wikipedia.org/wiki/Grupo_social
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia
https://es.wikipedia.org/wiki/Clan
https://es.wikipedia.org/wiki/Tribu
https://es.wikipedia.org/wiki/Etnia
https://es.wikipedia.org/wiki/Pueblo
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Amilasa: La amilasa es una enzima o proteina especial que ayuda a digerir los alimentos.

La mayoria de la amilasa se produce en el pancreas y en las glandulas salivales.

Bioguimicas: son una serie de anélisis que sirven para determinar la actividad metabolica
de una cepa pura de microorganismos. Son empleadas principalmente para la

identificacion y clasificacion de bacterias y hongos

Cepas: poblacién de células de una sola especie descendientes de una Unica célula,
usualmente propagada colonialmente, debido al interés en la conservacion de sus

cualidades definitorias.

Colonia: Se denomina colonia la agrupacién de un conjunto de microorganismos de un

mismo tipo como son las bacterias hongos y los protozoos o protozoario

Cultivos: es una técnica de laboratorio que consta de un gel o una solucién que contiene
los nutrientes necesarios para permitir, en condiciones favorables de pH y temperatura, el
crecimiento de virus, microorganismos, células, tejidos vegetales o incluso pequefias

plantas.

Chicha: bebidas derivadas principalmente de la fermentacion no destilada del maiz y

otros cereales originarios de América.

Chonta: es nativa de las regiones tropicales y subtropicales de América, se aprovecha

su fruto, una drupa de gran valor alimentario.

Estrias: la técnica de siembra en estria es usada para aislar cepas puras en una placa Petri

a partir de un indculo o muestra con diferentes especies.

Fermentacion: es un proceso catabélico de oxidaciéon incompleta, que no requiere

oxigeno, y cuyo producto final es un compuesto organico.

Gram: La tincion de Gram o coloracion de Gram es un tipo de tincion
diferencial empleado en bacteriologia para la visualizacion de bacterias.

Gram positivo: son aquellas bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta por la tincién
de Gram. Esta caracteristica quimica estd intimamente ligada a la estructura de

la envoltura celular.

Gram negativo: son aquellas que no se tifien de azul oscuro o de violeta por la tincion

de Gram, y lo hacen de un color rosado tenue: de ahi el nombre de "gramnegativas"


https://es.wikipedia.org/wiki/Fermentaci%C3%B3n_alcoh%C3%B3lica
https://es.wikipedia.org/wiki/Zea_mays
https://es.wikipedia.org/wiki/Cereal
https://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica
https://es.wikipedia.org/wiki/Clima_tropical
https://es.wikipedia.org/wiki/Subtropical
https://es.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica
https://es.wikipedia.org/wiki/Fruto
https://es.wikipedia.org/wiki/Drupa
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Hidrolisis: es una reaccién quimica entre una molécula de agua y otra molécula, en la
cual la molécula de agua se divide y sus atomos pasan a formar union de otra especie

quimica

Inoculo: Término colectivo para referirse a los microorganismos o0 sus partes esporas,
fragmentos miceliales, capaces de provocar infeccion o simbiosis cuando se transfieren a

un huésped.

Incubadora: es un dispositivo que sirve para mantener y hacer crecer

cultivos microbiol6gicos cultivos celulares

Microorganismo: también llamado 'microbio’, es un ser vivo, o un sistema biologico,
que solo puede visualizarse con el microscopio son organismos dotados de individualidad
que presentan, a diferencia de las plantas y los animales superiores, una organizacion
bioldgica elemental.

Morfolégicamente: es la disciplina encargada del estudio de la estructura de un
organismo 0 sistema y sus respectivas caracteristicas esto incluye aspectos de la

apariencia externa (forma, color, estructura)

Nutricion: Un nutriente es aquello que nutre, es decir, que aumenta la sustancia del

cuerpo microbiano para su crecimiento

Purificacion: es un concepto que deriva de purificatio, un vocablo de la lengua... en

reducir el nivel de sustancias dafiinas para el organismo en bacterias.

Prebidticos: sustancias mayoritarias de origen vegetal que estimulan el crecimiento y la
actividad de las especies bacterianas beneficiosas para el organismo.

Prebidticos: aquellos microorganismos vivos, principalmente bacterias y levaduras que
son agregados como suplemento en la dieta y que se benefician al huésped mejorando el

balance microbiano de su flora intestinal.

Siembra: es la operacidn que consiste en depositar asépticamente microorganismos en

un medio de cultivo.
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9. VALIDACION DE LAS PREGUNTAS CIENTIFICAS.

o Es posible aislar microorganismos fermentadores de una bebida ancestral (chicha)
fermentada a partir de chonta (Bactris Gasipaes H.B.K).
Mediante la presente investigacion fue posible aislar mohos, levaduras y bacterias
acido lacticas de la bebida ancestral fermentada a partir de chonta.

o Es posible caracterizar a los microorganismos mediante técnicas microscopicas y
de tincion.
Si fue posible caracterizar a los microorganismos en gram positivos y gram
negativos mediante la técnica de tincion gramy simple.

o Es posible identificar los microorganismos causantes de la fermentacion mediante
pruebas bioquimicas para su posterior clasificacion.
Si fue posible identificar los microorganismos mediante las pruebas bioquimicas
API1 50 CHL.

10. METODOLOGIA E INVESTIGACION DESCRIPTIVA
10.1  Tipos de investigacion

Los tipos de investigacidn que se utilizaron son; descriptiva, exploratoria y experimental

a) Descriptiva: Es el procedimiento usado en ciencia para describir las
caracteristicas del fendmeno, sujeto o poblacién a estudiar. Al contrario que el
método analitico, no describe por qué ocurre un fendmeno, sino que se limita a

observar lo que ocurre sin buscar una explicacion.

En las investigaciones de tipo descriptiva, llamadas también investigaciones diagndsticas,
buena parte de lo que se escribe y estudia sobre lo social no va mucho mas alla de este
nivel consiste, fundamentalmente, en caracterizar un fenémeno o situacion concreta

indicando sus rasgos mas peculiares o diferenciadores.

El objetivo de la investigacion descriptiva consiste en llegar a conocer las situaciones,
costumbres y actitudes predominantes a través de la descripcidn exacta de las actividades,
objetos, procesos y personas. Su meta no se limita a la recoleccion de datos, sino a la
prediccion e identificacion de las relaciones que existen entre dos o mas variables.

Los investigadores no son meros tabuladores, sino que recogen los datos sobre la base de

una hipétesis o teoria, exponen y resumen la informacion de manera cuidadosa y luego
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analizan minuciosamente los resultados, a fin de extraer generalizaciones significativas

que contribuyan al conocimiento.

10.1.1 Etapas de la investigacion descriptiva:

v

NN

AN

10.1.2

Examinan las caracteristicas del problema escogido.

Lo definen y formulan sus hipétesis.

Enuncian los supuestos en que se basan las hipétesis y los procesos adoptados
Eligen los temas y las fuentes apropiados.

Seleccionan o elaboran técnicas para la recoleccion de datos.

Establecen, a fin de clasificar los datos, categorias precisas, que se adaptan al
proposito del estudio y permitan poner de manifiesto las semejanzas, diferencias
y relaciones significativas.

Verifican la validez de las técnicas empleadas para la recoleccion de datos.
Realizan observaciones objetivas y exactas.

Describen, analizan e interpretan los datos obtenidos, en términos claros y
precisos.

Recoleccion de datos de la investigacion descriptiva:

En el informe de la investigacion se sefialan los datos obtenidos y la naturaleza exacta de

la poblacion de donde fueron extraidos. La poblacion a veces llamada universo o

agregado constituye siempre una totalidad. Las unidades que la integran pueden ser

individuos, hechos o elementos de otra indole. Una vez identificada la poblacién con la

que se trabajard, entonces se decide si se recogeran datos de la poblacidn total o de una

muestra representativa de ella. EI método elegido dependera de la naturaleza del problema

y de la finalidad para la que se desee utilizar los datos.

©)

Poblacion total: Muchas veces no es dificil obtener informacion acerca de todas
las unidades que componen una poblacién reducida, pero los resultados no pueden
aplicarse a ningun otro grupo que no sea el estudiado.

Muestra de la poblacion: Cuando se trata de una poblacién excesivamente
amplia se recoge la informacion a partir de unas pocas unidades cuidadosamente
seleccionadas, ya que si se aborda cada grupo, los datos perderian vigencia antes
de concluir el estudio. Si los elementos de la muestra representan las
caracteristicas de la poblacion, las generalizaciones basadas en los datos obtenidos

pueden aplicarse a todo el grupo.
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10.1.3 Expresion de datos de la investigacion descriptiva:
Los datos descriptivos se expresan en términos cualitativos y cuantitativos se puede
utilizar uno de ellos 0 ambos a la vez.

o Cualitativos: (mediante simbolos verbales): Se usan en estudios cuyo objetivo es
examinar la naturaleza general de los fendmenos. Los estudios cualitativos
proporcionan una gran cantidad de informacion valiosa, pero poseen un limitado
grado de precision, porque emplean términos cuyo significado varia para las
diferentes personas, épocas y contextos, los estudios cualitativos contribuyen a
identificar los factores importantes que deben ser medidos.

o Cuantitativos (por medio de simbolos matematicos): Los simbolos numéricos
que se utilizan para la exposicion de los datos provienen de un calculo o medicion.
Se pueden medir las diferentes unidades, elementos o categorias identificables.

10.1.4 Tipos de investigacion descriptiva:

Tomando en cuenta que las siguientes categorias no son rigidas, muchos estudios pueden
encuadrarse sélo en alguna de estas areas, y otros corresponden a mas de una de ellas
.Encuestas, estudio de interrelaciones y estudios de desarrollo

Estudios tipo encuesta: Se llevan a cabo cuando se desea encontrar la solucion de los
problemas que surgen en organizaciones educacionales, gubernamentales, industriales o
politicas. Se efectian minuciosas descripciones de los fendmenos a estudiar, a fin de
justificar las disposiciones y practicas vigentes o elaborar planes més inteligentes que
permitan mejorarlas. Su objetivo no es s6lo determinar el estado de los fendmenos o
problemas analizados, sino también en comparar la situacion existente con las pautas
aceptadas. El alcance de estos estudios varia considerablemente; pueden circunscribirse
a una nacién, region, Estado, sistema escolar de una ciudad o alguna otra unidad. Los
datos pueden extraerse a partir de toda la poblacion o de una muestra cuidadosamente
seleccionada la informacion recogida puede referirse a un gran nimero de factores
relacionados con el fendmeno o s6lo a unos pocos aspectos recogidos. Su alcance y
profundidad dependen de la naturaleza del problema.

Estudios de interrelaciones: Si el objeto es identificar las relaciones que existen entre
los hechos para lograr una verdadera comprension del fendmeno a estudiar, los estudios
de esta indole son los estudios de casos, estudios causales comparativos y estudios de

correlacion.
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Estudio de casos: El educador realiza una investigacion intensiva de una unidad social o
comunidad. Para ello recoge informacion acerca de la situacion existente en el momento
en que realiza su tarea, las experiencias y condiciones pasadas y las variables ambientales
que ayudan a determinar las caracteristicas especificas y conducta de la unidad. El
objetivo de los estudios de casos consiste en realizar una indagacién a profundidad dentro
de un marco de referencia social, las dimensiones o aspectos de dicho marco dependen
de la naturaleza del caso estudiado. Los estudios de casos son similares a las encuestas,
pero en ellos hay un estudio intensivo de una cantidad limitada de casos representativos,
en lugar de reunir datos de pocos aspectos de un gran nimero de unidades sociales. Tiene
un alcance mas limitado pero es mas exhaustivo que el de encuestas, y le da mas
importancia a los factores cualitativos.

Estudios causales comparativos: Si ademéas de pretender descubrir como es un
fendmeno se quiere saber de qué manera y por qué ocurre, entonces se comparan
semejanzas y diferencias que existen entre fenomenos, para descubrir los factores o
condiciones que parecen acomparfiar o contribuir a la aparicion de ciertos hechos y
situaciones. Por la complejidad y naturaleza de los fendmenos sociales, es menester
estudiar las relaciones de causalidad, este tipo de estudio se usa en los casos en que los
investigadores no pueden manejar una variable independiente y establecer los controles
requeridos en los experimentos.

Estudios de correlacion: se utilizan para determinar la medida en que dos variables se
correlacionan entre si, es decir el grado en que las variaciones que sufre un factor se
corresponden con las que experimenta el otro. Las variables pueden hallarse estrecha o
parcialmente relacionadas entre si, pero también es posible que no exista entre ellas
relacion alguna. Puede decirse, en general, que la magnitud de una correlacion depende
de la medida en que los valores de dos variables aumenten o disminuyan en la misma o
en diferente direccion.

Si los valores de dos variables aumentan o disminuyen de la misma manera, existe una
correlacion positiva; si, en cambio, los valores de una variable aumentan en tanto que
disminuyen los de la otra, se trata de una correlacion negativa y si los valores de una
variable aumentan, los de la otra pueden aumentar o disminuir, entonces hay poca o
ninguna correlacion.

Estudios de desarrollo: consiste en determinar no sélo las interrelaciones y el estado en
que se hallan los fendmenos, sino también en los cambios que se producen en el

transcurso del tiempo. En él se describe el desarrollo que experimentan las variables
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durante un lapso que puede abarcar meses o afios. Abarca estudios de crecimiento y
de tendencia.

Los estudios de crecimiento: se refieren a la identificacion de los diversos factores
interrelacionados que influyen sobre el crecimiento en sus diferentes etapas, saber en qué
momento se tornan observables los diversos aspectos y cuando surgen, permanecen
estacionarios, alcanzan su desarrollo éptimo vy, finalmente, decaen. Para el estudio del
desarrollo humano se usan dos métodos: las técnicas lineales y las de corte transversal.
En ambos tipos de investigacion, se deben efectuar una serie de observaciones
sistematicas.

Los estudios de tendencia: consisten en obtener datos sobre aspectos sociales,
econdémicos y politicos y en analizarlos posteriormente para identificar las tendencias
fundamentales y predecir los hechos que pueden producirse en el futuro. En ellos se
combinan a veces técnicas historicas, documentales y las que se usan en las encuestas.
Resulta aventurado formular predicciones basadas en los datos de tendencia social,
porque las condiciones econdmicas, los avances tecnologicos, las guerras, las
aspiraciones individuales y otros hechos imprevisibles pueden modificar de manera
repentina el curso esperado de los acontecimientos.

A causa de los innumerables factores impredecibles que pueden ejercer influencia sobre
los fendmenos sociales, la duracion de los anélisis de tendencia afecta en una medida
considerable la validez de la prediccion, la mayoria de las predicciones de largo alcance
constituyen meras estimaciones, en tanto que las que se refieren a lapsos mas breves
gozan de mayores posibilidades de certeza.

b) Exploratoria: la investigacion de tipo exploratoria se realiza para conocer el tema
que se abordard, lo que nos permita “familiarizarnos” con algo que hasta el
momento desconociamos, los resultados de este tipo de tipo de investigacion nos
dan un panorama o conocimiento superficial del tema, pero es el primer paso
inevitable para cualquier tipo de investigacion posterior que se quiera llevar a
cabo.

c) Experimental: la investigacion experimental es un tipo de investigacion que bien
utiliza experimentos y los principios encontrados en el método cientifico. Los
experimentos pueden ser llevados a cabo en el laboratorio o fuera de él (entorno
natural). Estos generalmente involucran un numero relativamente pequefio de
personas y abordan una pregunta bastante enfocada. Los experimentos son mas

efectivos para la investigacion explicativa y frecuentemente estan limitados a
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temas en los cuales el investigador puede manipular la situacion en la cual las
personas se hallan.

10.2 Métodos de investigacion

10.2.1 Meétodo inductivo

A través de este método pueden analizarse situaciones particulares mediante un estudio
individual de los hechos que formula conclusiones generales, que ayudan al
descubrimiento de temas generalizados y teorias que parten de la observacién sistematica
de la realidad.

Con este método se obtuvo conclusiones que partieron de hechos particulares aceptados

como validos, cuya aplicacidn son de caracter general.
10.2.2 Meétodo deductivo

Se refiere a un método que parte de lo general para centrarse en lo especifico mediante el
razonamiento ldgico y las hipotesis que puedan sustentar conclusiones finales. Este
proceso parte de los anélisis antes planteados, leyes y principios validados y comprobados

para ser aplicados a casos particulares.

Este método permitié pasar de afirmaciones de caracter general a hechos particulares
siendo usado para comparar las preguntas cientificas con base en el material empirico

obtenido a través de la practica.
10.2.3 Método experimental

Es un tipo de método de investigacidn en el que el investigador controla deliberadamente
las variables para delimitar relaciones entre ellas, esta basado en la metodologia cientifica.
En este método se recopilan datos para comparar las mediciones de comportamiento de

un grupo control, con las mediciones de un grupo experimental.

Se utilizé para realizar el aislamiento y caracterizacion de los microorganismos en base a
temperatura y tiempo de crecimiento, la informacion recolectada ayudo a su
identificacion.

10.3 Técnicas de investigacion

10.3.1 La observacion

Es una técnica que consiste en observar atentamente el fendmeno, hecho o caso, tomar

informacion y registrarla para su posterior analisis. La observacion es un elemento
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fundamental de todo proceso investigativo; en ella se apoya el investigador para obtener
el mayor nimero de datos. Gran parte del acervo de conocimientos que constituye la

ciencia ha sido lograda mediante la observacion.

Al utilizar esta técnica activamos nuestro sentido que nos ayuda a la recoleccion de datos

también ayuda a notar cambios presentes en la practica.
10.3.2 El fichaje

El fichaje es una técnica auxiliar de todas las demas técnicas empleada en investigacion
cientifica; consiste en registrar los datos que se van obteniendo en los instrumentos
llamados fichas, las cuales, debidamente elaboradas y ordenadas contienen la mayor parte
de la informacion que se recopila en una investigacion por lo cual constituye un valioso

auxiliar en esa tarea, al ahorra mucho tiempo, espacio y dinero.

El fichaje fue utilizado en la elaboracion de indice y autores, titulos consultados asi como

la memorizacion y la comprension de resultados.

10.4 Instrumentos de investigacion
10.4.1 Fichas

Las fichas son técnicas importantes para recolectar datos de documentos, textos, libros,
tesis, monografias u otros con la finalidad de estructurar una investigacion cientifica,
debido a que se trabaja en el campo académico con una cantidad inmensa de informacion
que se debe procesa. En este sentido se debe ordenar, clasificar y categorizar la

informacion que queremos consultar.
10.4.2 Informe

El informe de investigacion es el principal instrumento de comunicacion de la
investigacion. Se elabora al final de la investigacion; aunque, durante el proceso, se van
confeccionando piezas del documento. Este informe debe cumplir una serie de directrices

que garanticen su correcta lectura.

10.5 METODOLOGIA DE AISLAMIENTO
10.5.1 Procedencia de la muestra experimental ( muestreo)

La muestra se recolect6 de la asociacion Agua Viva, parroquia Madre Tierra del canton

Puyo, esta muestra la elaboran artesanalmente.
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La muestra recolectada se sometio a cadena de frio a 4- 5° C, hasta llegar a los laboratorios
de la carrera de Ingenieria Agroindustrial, donde inmediatamente fue almacenada en un
congelador a una temperatura de -20 °C.

10.5.2 Tratamiento de enriquecimiento de las muestras

Luego de la congelacion se procedié al enriquecimiento de la muestra con caldo nutritivo,

para el desarrollo de microorganismos con escasos requerimientos nutricionales.

Un medio de enriquecimiento contiene los nutrientes necesarios para apoyar el
crecimiento de una amplia variedad de microorganismos, entre ellos algunos de los mas
exigentes. Se utilizan cominmente para la cosecha de diferentes tipos de microbios que
estan presentes en la muestra, ciertos organismos no crecen en medios de cultivo
ordinarios, requieren ingredientes que promueven el crecimiento, como la sangre,
glucosa, suero, huevo, entre otros. Otra caracteristica de los medios de enriquecimiento
es que pueden contener componentes quimicos que inhiben ciertos tipos de

microorganismaos.

10.5.3 Preparacion de medios de cultivo

Se disolvi6 los componentes del medio en agua destilada siguiendo las instrucciones del
fabricante, afladiendo la cantidad de agua adecuada para conseguir la concentracion
deseada de los mismos. Si el medio contiene un agente solidificante (agar-agar) hay que
calentar el preparado hasta la ebullicion del mismo agitando de vez en cuando, para

asegurar una completa disolucion del agar.
10.5.4 Esterilizar la disolucion

Una vez disuelto el medio se esterilizo para evitar el crecimiento de contaminantes. Una

vez estéril se repartio en placas de Petri estériles y se dejo en reposo para que solidifique.
10.5.5 Aislamiento

A partir de una muestra de chicha enriquecida con Agar nutritivo que permitio el
desarrollo de varios microorganismos, se tomd muestras para su inoculacion en distintos
medios con caracteristicas que permitieron el crecimiento de algunos microorganismos,

los medios utilizados fueron:
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Medio de cultivo Agar

nutritivo

Medio de cultivo Agar

Sabouraud dextrosa

Medio de cultivo caldo
lactobacilli MRS

Agua destilada 150 ml
Muestra 50ml
Agar 15¢

Agua destilada 1 L
Muestra 50ml
Agar 409

Agua destilada 1 L
Muestra 50ml
Agar 55 ¢

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)
10.5.6 Estriado

El estriado se realiz6 en placa Petri se dividié imaginariamente en cuatro cuadrantes, para
ello se tomd una pequefia cantidad de muestra con un asa de platino esterilizada y se estrio
el ler cuadrante con el procedimiento basico de S. Se trabaj6 en el sentido de las agujas
del reloj, estriando cuadrante por cuadrante, esterilizando el asa antes de seguir a otro.
Estas placas se incubaron a temperatura adecuada en posicion invertida.

10.5.7 Incubacién

Para la incubacién se utilizé una incubadora, para alcanzar y mantener las temperaturas
de los medios de cultivos de 25y 37°C por 72 horas.

Tras la incubacion en condiciones adecuadas, cada célula viable origina
una colonia visible resultado de sucesivas divisiones celulares. Cada colonia bacteriana
tiene unas caracteristicas determinadas en cuanto a su forma, borde, elevacion, tamafio,
consistencia, etc.

10.5.8 Purificacion de colonias:

Se obtiene una pequefia cantidad de masa bacteriana de una colonia separada en el
aislamiento. Con ella se inoculo un nuevo medio de cultivo haciendo estrias muy juntas.
La incubacién en condiciones adecuadas proporcionara un cultivo puro. Puede repetirse

el proceso con cada tipo de colonia.
10.5.9 Caracterizacion

Las cepas aisladas fueron microscopicamente caracterizadas a través de la tincion simple
y Gram. Estas coloraciones permiten la clasificacion de las bacterias Gram positivas y
Gram negativas segin la composicion de su pared celular.



35

Para la tincién simple se cubrio la extensién debidamente preparada con azul de metileno,
al minuto se lavé con agua hasta eliminar el exceso de colorante dejando secar al ambiente

y finalmente se observd en el microscopio.

Para la tincion gram cada muestra se tifio con violeta de cristal por un minuto y lavar con
agua destilada, cubrir con lugol un minuto y lavar con agua, se decoloro con el alcohol al
96% por 30 segundos después lavandolo con agua, se tifio con safranina por 1 minuto, se
lavo con agua para eliminar el exceso de colorante y se sec6 al ambiente para observar en

el microscopio.
10.5.10 Identificacion

La identificacion de microorganismos se realizé mediante pruebas bioquimicas API 50
CHL, el sistema consta de una plantilla plastica con una serie de galerias de 50 microtubos
con 49 sustratos fermentables (carbohidratos) y un testigo. Los resultados establecieron

los perfiles de fermentaciones de carbohidratos de los microorganismos muestra.
o Preparacion de la tira de sustrato

Cada placa tiene 5 tiras con 10 microtubos numerados; las tiras fueron ordenadas en
secuencia y colocadas en la caja plastica de incubacién. Para crear una atmosfera con
suficiente humedad se distribuyeron 10ml de agua destilada esteril en la placa de

incubacion.
o Preparacion del inoculo

Para obtener una suspension bacteriana densa, se transfirieron varias colonias de la caja
Petri a la ampolleta con medio de suspension (2ml de agua desminelalisada) posterior
mente se tomaron 250 ul de la suspensidn para agregarlo a otra ampolla con 5 ml del
medio de suspensién, finalmente se inocularon 500 ul de suspension bacteriana en la

ampolleta con 10 mL de APl 50CHL que se agio para homogenizar el cultivo.
o Inoculacién de la tira de sustratos

Para inocular, se inclind ligeramente hacia adelante la caja de incubacion. Los microtubos
se adicionaron con 200 ul de muestra, evitando la formacion de burbujas colocando la
punta de la micropipeta contra la pared del microtubo. El inoculo se recubrid con aceite
de parafina para crear condiciones anaerébicas. Las cajas se incubaron a 35-37° C durante
48h
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o Lectura e interpretacion de la tira de sustratos

Las tiras se leyeron a las 48 h de incubacidon, en cada microtubo se observo la acidificacion
del medi, producto de la fermentacidn del sustrato, una prueba positiva es visible por el
vire del indicador purpura de bromocresol (purpura bajo condiciones no acidas) a un color
amarillo. Una prueba positiva se observa cuando el medio pasa de un color purpura a
negro por la reaccion de sales de hierro. Los resultados fueron anotados en la hoja de

resultados como: positivo (+) y negativo (-).

Imagen 5: Sustratos incluidos en cada uno de los 50 recipientes de la galeria
enzimatica para bacterias acido-lacticas APl 50 CH

Tira 0-8 Tira 10-19 Tira 20-29 Tira 30-38 Tira 40-49
Pocillo/subsirato Pocillo/subsirato Pocillo/ substrato Pocillo/subsirate  Pocillo/substraio
40.D-
0. CONTROL" 10. GAlLactose 20. 1-Methyl-D-Mannoside 30. MELiblose TURanocse
1. GLYcerol 11. GLUcose 21. 1-Methyl-D-Glucoside 31. Sucrose 41 D-LYXose
2. ERY'throl 12. FRUctose 22 N-Acetyl-Glucosaming 32. TREhalkose 42_D-TAGatose
3. D-ARAbinose 13. MaNasE 23, AMYgdaline 33, INUlin 43 D-FUCose
4. L-ARAbinose 14. SorBosE 24 ARButin 34 MelLeZitose 44 L-FUCose
5. RlIBosa 15. RHAmnose  25. ESCulin 35. RAFfinose 45_D-ARabitol
6. D-XYLose 16. DULeitol 26. SALicin 36. Starch 46 L-ARabital
7. L-X¥Lose 17. INOsitol 27. CELlobiose 37. GLYcoGen 47 GlucoMaTe
48. 2-Keto-
8. ADOnitol 18. MANItol 28. MALtose 38, XyLiTol Gluconate
9. B-Methyl-D- 45_5-Keto-
Xyloside 19. SORDbitol 29, LACtoze 39. GENtiobioze  Gluconate
En la practica, solo se usan las abreviaturas en mayusculas de los respectivos hidratos de
carbono

Fuente: (Giraldo, 2010)
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Imagen 6: Diagrama de flujo de aislamiento e identificacion de microorganismos

Aislamiento e identificacion de microorganismos
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10.6 Materiales, equipos e insumos para el aislamiento e identificacion de
microorganismos.

10.6.1 Materia prima e insumo

v
10.6.2

Bebida ancestral de chonta (Bactris gasipaes H.B.K.)
Materiales de laboratorio

Vasos de precipitacién de 250 ml y 500 ml

Matraces de 250 ml y 100 ml

Pipetas 10 ml
Cajas Petri
Mechero bunsen
Espatula

Asas de siembra
Portaobjetos
Cubreobjetos
Goteros

Papel aluminio
Toallas absorbentes
Materiales de oficina
Computadora
Calculadora

Flash memory
Impresora

Papel de impresion
Libretas

Lapiz

Escritorio

Sillas

Equipos:
Termometro

PH metro
Refractometro

Autoclave
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Balanza Analitica
Incubadora

Céamara flujo laminar
Microscopio Optico
Reactivos

Agar nutritivo

Agar Sabouraud dextrosa
Caldo lactobacilli MRS BROTH
Agar Base

Agua destilada

Azul de metileno

Cristal violeta

Lugol

Alcohol

Safranina

Kits pruebas Bioquimicas API
Materiales de proceso
Mandil

Cofia

Guantes

Mascarilla

Botas

ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

11.1 Aislamiento de microorganismos

39

Se Aislaron treinta cepas de tres tipos de microorganismos levaduras, mohos y bacterias

acido lactica las mismas que son responsables del proceso de fermentacion en la chicha

de chonta.

Para el aislamiento de levaduras se utiliz6 agar nutritivo en donde crecieron 10 cepas

mientras que para mohos se utiliz6 Sabouraud dextrosa en donde crecieron 6 cepas

Para las bacterias acido lacticas se utiliz6 caldo lactobacilli MRS donde crecieron 14

cepas.
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Cuadro 6: Caracteristicas de incubacion de acuerdo a los microorganismos en distintos
medios

Medio Grupo Caracteristicas de
Incubacion

Sabouraud dextrosa Levaduras 48h -28° C

Agar nutritivo Mohos 48h — 28°C

Caldo lactobacilli MRS Bacterias Acido Lacticas 48h- 37°C

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

Segun Sanchez (2010), en una bebida fermentada se recrea un ecosistema con una amplia
diversidad microbiana, las relaciones entre los microorganismos desarrollados en ella y
su metabolismo ejercen una influencia en las propiedades organolépticas de la bebida

ancestral, asi como en su duracion y mejoramiento de su calidad.

11.2 Caracterizacion morfologica y microscépica
Se caracterizaron 10 cepas entre levaduras y bacterias acido lactico

11.2.1 Morfologia de las bacterias acido lacticas

En las placas de caldo MRS, las cepas BAL formaron colonias cuyo tamafio fue de 1 a 2
mm, de color blanco cremoso, forma redonda, puntiformes, borde enteros, superficie
convexa, consistencia butirosa y consistencia himeda , lo que corresponde a sus

caracteristicas.

Las bacterias lacticas son microorganismos no esporulados, distinguidos como cocos por
su forma esférica o ligeramente ovoide, también pueden estar agrupados en parejas
(diplococos), o en hileras simples (estreptococos), en hileras pareadas
(estreptodiplococos), en grupos de cuatro (tétradas), en forma cubica (sarcinas), en masas
irregulares (estafilococos), ademas de estas también puede presentar forma alargada
como bacilos o bastones, los mismos que pueden estar aislados o agrupados en parejas
(diplobacilos), o en hileras simples (estreptobacilos). El tamafio aproximado de los cocos
es de 0,4 a 1,0 micras de diametro y los bacilos pueden presentar 0,5 micras de ancho y
de 2,0 a 5,0 micras de largo.
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Imagen 7: morfologia colonial y microscopica de bacterias acido lacticas

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

En la imagen 7A las unidades formadoras de colonias presentan un color crema amarilla,
una textura pastosa, una superficie plana, su forma filamentosa, sus bordes redondeados
con 2 a 3 mm de didmetro. En la figura 7B se muestra una bacteria acido lactica que
presenta caracteristicas de tincion gram positivas. En la figura 7C se determina que

presenta una forma celular de bacilo.

11.2.2 Morfologia de levaduras
En las placas de agar Sabouraud dextrosa, las cepas de levaduras formaron colonias cuyo
tamafio fue de 2 a 8, de color crema, forma redonda, puntiaguda, opaca, regulares lo que

corresponde a sus caracteristicas.

Las levaduras son grandes comparadas con una bacteria comun, posee un tamafio
aproximado de 10 - 20 um de didmetro, aunque la mayoria puede estar entre 3y 8 um de
diametro. En cuanto a su forma, la mayoria son ovoides, también pueden ser alargadas o
esféricas con forma de limén o pera, incluso pueden ser triangulares, en algunos casos
forman cadenas de células alargadas, adheridas de modo suelto, por lo que se las

denomina seudomicelio.

Las levaduras posee gran importancia a nivel industrial ya que la mayoria se usan en la
produccién de cerveza, vino y pan; las especies que se cultivan para la produccién
comercial son los géneros Saccharomyces, Candida y Kluyveromyces, pero la de mayor
importancia comercial es la levadura Saccharomyces cerevisiae por su alto contenido de

vitaminas y minerales. Garcia (2005).
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Imagen 6: morfologia colonial y microscopica de levaduras

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

En la imagen 6 A las unidades formadoras de colonias presentan un color crema blanca,
una textura pastosa, una superficie acuminada, su forma puntiforme, sus bordes
redondeados con 2 0 3 mm de didmetro. En la figura 6 B se muestra que la levadura
presenta caracteristicas de tincién Gram positiva presentado una forma celular de bacilos

observadas microscopicamente como muestra la imagen 6 C.

La mayoria de las levaduras son ovaladas o cilindricas que se dividen por gemacion,
comunmente no desarollan micelio, sino que permanecen en estado unicelular durante
todo el ciclo de crecimiento, sin embargo algunas pueden presentar pseudomicelio debido

a las condiciones en las que se cultive Madigan (2004).

11.3 Identificacion de microorganismos pruebas AP1 50 CHL

Se identificd ocho cepas cinco bacterias &cido lacticas Bacillus Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei, Sporolactobacillus, Lactococcus y tres levaduras Saccharomyces
cerevisiaea, Candida sphaerica, Candida utilis, se identificé mediante el sistema de
galerias estandarizado, APl 50 CHL (BioMerieux, Inc., Hazelwood Missouri, E.U.),
destinado al estudio del metabolismo de hidratos de carbono para la identificacion del

género Lactobacillus y otros microorganismos proximos.

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar
a la bacteria acido lactica Lactobacillus casei ya que reacciono a los pasillos de glucosa,

maltosa, sucrosa, trehalosa y rafinosa.

Para la interpretacion de los resultados los pasillos que aparecieron sin cambio de color
(purpura) se consideraron como “negativos” y aquellos donde se detecté un cambio de

color (amarillo, 0 negro) se considero “positivo” (Imagen 6).
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Imagen 8: Galeria enzimatica (metabolismo de hidratos de carbono) API 50 CH para
bacterias &cido lacticas y levaduras

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

Tabla 7: Identificacion de microorganismos

Tipo

Especie Identificada

Acido Lacticas

Bacillus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Sporolactobacillus
Lactococcus

Levaduras

Saccharomyces cerevisiaea
Candida sphaerica
Candida utilis

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

11.3.1 Bacterias acido lacticas identificadas

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logrd identificar
a las levaduras Bacillus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Sporolactobacillus,
Lactococcus ya que reaccionaron a los pasillos de glucosa, maltosa, sucrosa, trehalosa y

rafinosa.

La cepa 31 (Tabla 8) present6 una coincidencia con un 91.8 de probabilidad, el Kit Api

50 CH, es un kit rapido para identificacion de Lactobacillus, pero puede presentar una

margen de error y para ello se cuenta con otras pruebas rapidas para la seguridad de la

identificacion. De acuerdo a los resultados observados en cuanto a caracteristicas
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morfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas, las cepas presentaron bacterias del género

Lactobacillus y las bacterias pertenecientes a este género.

Las bacterias acido lacticas son microorganismos que para su desarrollo requieren de

azlcares como glucosa y lactosa, ademas de aminoacidos, vitaminas. Las bacterias acido

lacticas estan conformadas por varios géneros con caracteristicas morfoldgicas,

fisiologicas y metabdlicas en comin. Poseen la forma de cocos o bacilos gram positivos.

Tabla 8: Identificacion de bacterias acidas lacticas

Cepa

Tincion simple Gram Familia Genero

Caracteristicas

Bacillaceae | Bacillus

Bacilos gram
positivos largos y
delgados.

Productores de
enzimas
hidroliticos.

Lactobacill Lactoba
aceae cillus
brevis
<

Son bacilos gram
positivos largos y
delgados.
Aerobias
facultativas.

No forman
esporas.

| Sporolactob | Sporolact
acillaceae | obacillus

Forma redonda no
tan definida, con
un

diametro
aproximado de 0,5
mm, color crema
opaco
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Son bacilos gram
Lactoba | positivos largos y

Lactobacilla |cillus delgados
=7 ceae casei anaerobicamente
facultativa, no
esporulada

Streptococca | Lactococ | Son cocos gram
ceae cus positivos esféricas
u ovoides se
agrupan en pares o
en cadenas cortas
no formadoras de
esporas

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

Para la identificacion correcta de la BAL, las cepas aisladas de las muestras que
presentaron una forma redonda y color blanco o cremoso, al realizar la tincion de Gram

fueron descartadas aquellas que fueron Gram-negativas. Narvaez (2015)

11.3.2 Levaduras identificadas

Aplicando las pruebas bioguimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar
a las levaduras Saccharomyces cerevisiae, Candida sphaerica y Candida utilis ya que
reaccionaron a los pasillos de glucosa, maltosa, sucrosa, trehalosa y rafinosa.

Las levaduras son hongos microscopicos unicelulares que se encuentran distribuidas en
la naturaleza, en la superficie de las frutas. Las levaduras estdn conformadas por 350
géneros aproximadamente, son un grupo con caracteristicas morfologicas y fisioldgicas
bastante heterogéneas; son microorganismos Gram positivos que poseen formas
alargadas, esféricas, entre otras. Las levaduras son importantes por su capacidad para

realizar la fermentacion de hidratos de carbono produciendo sustancias como CO2.




Tabla 9: Identificacion de levaduras
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Placa

Tincion simple

Genero

Caracteristicas

Saccharo
myces
cerevisiaea

Son Gram
negativas.
Morfologia
ovoide, con wun
diametro
aproximado de 0,5
mm, color blanco,
aspecto cremoso.
Alta  capacidad
fermentativa.

Candida
utilis

Bacilos gram
positivos largos y
delgados.
Aerobias
facultativas.

Candida
sphaerica

Forma redonda,
con un diametro
aproximadamente
de 0,5 mm, color
crema brillante

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

12 IMPACTOS
ECONOMICOS):

(TECNICOS,

12.2  Impactos tecnicos

SOCIALES,

AMBIENTALES

O

Mediante esta investigacion se dio a conocer un impacto positivo por lo que se utilizd

varias metodologias, que garantiza un proceso tecnolégico e innovador reduciendo el

tiempo de fermentacion en donde se obtiene una ventaja agilitandose en la produccion,

al comparar por el otro método tradicional de fermentacién de esta bebida.
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12.3 Impactos sociales

El presente trabajo investigativo tiene un impacto social ya que se pretende alcanzar un
cambio en la sociedad debido a la innovacion en el proceso de elaboracion de esta bebida,
los principales beneficiarios son las personas de la asociacién Agua Viva de la parroquia
Madre Tierra del cantdn Puyo.

12.4  Impactos econdémicos:

El proyecto beneficiara econdmicamente a la Asociacion Agua Viva y agricultores de la
chonta fomentando técnicas innovadoras de elaboracion de la bebida ancestral y a los
estudiantes de la carrera de Ingeniera Agroindustrial interesados en seguir con el estudio.
12.5 Impactos ambientales:

La investigacion no afecta a la naturaleza por lo que no causa efectos nocivos para el

ambiente por tal motivo se procedio a realizar la investigacion.
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Tabla 10: Presupuesto para la propuesta del proyecto
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RECURSOS CANTIDAD | UNIDAD V. V.
UNITARIO | TOTAL
HUMANOS
e Tutor 1
e Lectores 3
e Postulantes 2
MATERIA PRIMA
Bebida ancestral de 2 It 6 12,00
Chonta (Bactris
gasipaes )
SUBTOTAL 12,00
MATERIALES DE LABORATORIO
Vasos de precipitacion | 3 U 7,00 21,00
Matraces 3 U 7,00 21,00
Pipetas 3 U 3,00 9,00
Cajas Petri plasticas | 90 U 0,20 18,00
Toallas de limpieza 1 U 7,50 7,50
Mechero Bunsen 1 U 5,00 5,00
Espéatula 1 U 2,00 2,00
Asas microbioldgicas | 4 U 1,50 6,00
Porta objetos 100 U 0,08 8,00
Cubre Objetos 100 U 0,08 8,00
Papel Aluminio 2 U 7,00 14,00
Desinfectante liquido | 1 U 4,50 4,50
SUBTOTAL 124,00
SUMINISTRO DE OFICINA
Impresiones y copias | 440 U 0,10 44,00
Flash memory 1 U 10,00 10.00
Calculadora 1 U 15,00 15,00
Libretas 1 U 0,75 0,75
Lapiz 2 U 0,30 0,60
Hojas 500 U 0.02 10.00
Internet 60 Horas 0.75 45
Anillados 10 U 2.00 20.00
SUBTOTAL 200,35
EQUIPOS
Microscopio Optico 1 Dia de | 5,00 5,00
alquiler/
Precio de
depreciacién
PH metro 1 Hora de | 4,00 4,00

alquiler/
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Precio  de
depreciacién
Refractdmetro 1 Hora de | 4,00 4,00
alquiler/
Precio  de
depreciacién
Termometro 1 U 4,00 4,00
Autoclave 1 Dia de | 6,00 6,00
alquiler/
Precio  de
depreciacién
Balanza analitica 1 Hora de | 5,00 5,00
alquiler/
Precio  de
depreciacion
Incubadora 1 Dias de | 6,00 6,00
alquiler/
Precio  de
depreciacién
Cémara flujo laminar | 1 Hora de | 6,00 6,00
alquiler/
Precio  de
depreciacién
SUBTOTAL 40,00
REACTIVOS
Agar nutritivo 1 U 45,00 45,00
Agar sabouraud | 1 U 50,00 50,00
dextrosa
Agar Lactobacilli Mrs | 1 U 50,00 50,00
Broth
Agar base 1 U 30,00 30,00
Agua destilada 10 Lts 2,00 20,00
Azul de metileno 100 Ml 5,00 5,00
Cristal Violeta 70 Ml 5,00 5,00
Lugol 100 Ml 5,00 5,00
Alcohol 1 U 4,50 4,50
Safranina 1 U 8,00 8,00
Kits de  pruebas | 1 U 500 500
Bioquimicas
SUBTOTAL 722,50
TRANSPORTE Y
ALIMENTACION
Transporte 3 Dias 4,50 13,50
Alimentacion 2 Personas 30,00 60,00
SUBTOTAL 73.00
SUBTOTAL 1071,81
GASTOS VARIOS 120,00
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SUB TOTAL 1191,81
IMPREVISTOS 15% 178,77
TOTAL 1371,58

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

14

14.2

v

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

Se aislo 30 cepas de tres tipos de microorganismos levaduras, mohos y bacterias
acido lacticas de las cuales fueron 10 levaduras, 6 mohos y 14 de acidos lacticas
logrando caracterizarles e identificar 5 cepas acidas lacticas y tres levaduras.
Las cepas se caracterizd morfolégicamente su estructura, forma, superficie, color,
borde, las cuales fueron identificadas como gram positivas y gram negativas.
Mediante las pruebas bioquimicas APl 50 CHL se identificd bacterias acidas
lacticas como Bacillus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei,
Sporolactobacillus, Lactococcus, que son gram positiva formadores de
endosporas y levaduras como son genero Saccharomyces cerevisiaea, candida
sphaerica, candida utilis.
El microorganismos predominante identificado durante el proceso de la
fermentacion fue las levaduras especificamente del género Saccharomyces
cerevisiaea.
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Recomendaciones

Leer cuidadosamente las etiquetas de los medios de cultivo para su posterior
preparacion.

Realizar la identificacién molecular de las cepas aisladas y correlacionarlas con
las pruebas bioquimicas.

Realizar el estudio se la cinética de crecimiento de los microorganismos presentes
en la bebida fermentada de chonta

Estudiar otros tipos de bebidas fermentadas tradicionales ya que, al identificar la
diversidad microbiana en estas bebidas, se podria en un futuro industrializar las

cepas que presenten una importante capacidad fermentativa.
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16 ANEXOS.

Anexos 1: Ubicacion geografica

La Provincia de Cotopaxi es una de las 24 provincias de la Republica del Ecuador,
localizada en la region sierra del pais, al centro-norte del pais. Su capital es Latacunga.
La provincia toma el nombre del volcdn més grande e importante de su territorio, el
volcan Cotopaxi. Cotopaxi se encuentra dividida politicamente en 7 cantones. Segun el
ultimo ordenamiento territorial, la provincia de Cotopaxi pertenece a la region centro 3
comprendida también por las provincias de Pastaza, Chimborazo y Tungurahua.

Imagen 9: Ubicacion geografica Cotopaxi
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Imagen 10: Ubicacion geogréfica de la Universidad Técnica de Cotopaxi
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La Universidad Técnica de Cotopaxi se encuentra ubicada en la zona conocida
como San Felipe al Nor-Occidente de Latacunga, en la provincia de Cotopaxi,
cantén Latacunga, parroquia Eloy Alfaro, sector el Ejido, avenida Simén
Rodriguez.
Ubicacion Geografica del CEYPSA El CEYPSA esta localizada en la Provincia
de Cotopaxi, en el Canton Latacunga, a 7 Km al sur del casco urbano, para llegar
a la Universidad se toma la carretera pavimentada via a Salache Bajo en un tiempo
de 30 minutos en carro.
Ubicacion

e Sitio: Salache Bajo

e Parroquia: Eloy Alfaro

e Canton: Latacunga

e Provincia: Cotopaxi

Coordenadas

e Longitud: 78°37°19,16” E
e Latitud: 00°59747,68” N



Anexos 2: Hoja de vida del tutor

DATOS PERSONALES

APELLIDOS: ZAMBRANO OCHOA

NOMBRES: ZOILA ELIANA

ESTADO CIVIL: CASADA

CEDULA DE CIUDADANIA: 0501773931

LUGAR Y FECHA DE NACIMIENTO: Alausi, 07 de agosto de 1971
DIRECCION DOMICILIARIA: El Loreto, calle Quito y Gabriela Mistral

TELEFONO CONVENCIONAL: 032814188 TELEFONO CELULAR:
095232441

CORREO ELECTRONICO: zoila.zambrano@utc.edu.ec

EN CASO DE EMERGENCIA CONTACTARSE CON: Laura Ochoa. 032802919

ESTUDIOS REALIZADOS Y TITULOS OBTENIDOS
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TITULO OBTENIDO FECHA DE CODIGO DEL
REGISTRO EN EL REGISTRO
CONESUP CONESUP
TERCER INGENIERA 27/AGOSTO/2002 1020-02-180061

AGROINDUSTRIAL

CUARTO MAGISTER EN GESTION DE

LA PRODUCCION 29/0CTUBRE/2007 1020-07-668515

HISTORIAL PROFESIONAL

FACULTAD EN LA QUE LABORA: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales.
CARRERA A LA QUE PERTENECE: Ingenieria Agroindustrial.

AREA DEL CONOCIMIENTO EN LA CUAL SE DESEMPERNA: Ingenieria, Industria y

Construccién.

PERIODO ACADEMICO DE INGRESO A LA UTC: Septiembre 2000

Eliana Zambrano Ochoa
C.C. 0501773931


mailto:zoila.zambrano@utc.edu.ec
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Anexos 3: Hoja de vida estudiante 1

DATOS PERSONALES

APELLIDOS Murillo Gallardo
NOMBRE Erika Lisbeth
DOCUMENTO DE IDENTIDAD 0503990343

FECHA DE NACIMIENTO 30 de agosto de 1994
LUGAR DE NACIMIENTO Saquisili

EDAD 24 afios

ESTADO CIVIL Soltera

CIUDAD Latacunga
DIRECCION Saquisili, Barrio La Libertad
TELEFONO (03) 2721595 - 0969462561
E-MAIL erika.murillo3@utc.edu.ec

FORMACION ACADEMICA

Estudios Primarios: Escuela Fiscal Mixta “18 de Octubre”
Cotopaxi-Saquisili

Estudios Secundarios: I.T.S “Vicente Le6n”
Quimico Bidlogo
Cotopaxi- Latacunga
Estudios Universitarios: Universidad Tecnica de Cotopaxi

(Noveno ciclo)
Idiomas: Tercer Nivel de Ingles
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Anexos 4: Hoja de vida estudiante 2

DATOS PERSONALES
APELLIDOS Pullupaxi Chiluiza
NOMBRE Luis Sebastian
DOCUMENTO DE IDENTIDAD 180550940-1
FECHA DE NACIMIENTO 22 de Febrero de 1994
LUGAR DE NACIMIENTO Pillaro
EDAD 24 anos
ESTADO CIVIL Soltero
CIUDAD Pillaro
DIRECCION Pillaro, ciudadela El Triunfo
TELEFONO (03) 28755472 - 0988096073
E-MAIL luis.pullupaxil @utc.edu.ec

FORMACION ACADEMICA

Estudios Primarios: Escuela Fiscal Mixta “Mariscal Sucre”
Tungurahua-Pillaro

Estudios Secundarios: “Jorge Alvarez”
Quimico Bidlogo
Tungurahua- Pillaro
Estudios Universitarios: Universidad Tecnica de Cotopaxi
(Noveno ciclo)
Idiomas: Tercer Nivel de Ingles



Anexos 5: Muestreo de la chicha de chonta
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Toma de muestra

Transporte
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Anexos 6: Aislamiento de microorganismos

Esterilizacion de materiales

Enriquecimiento de muestras

Estriado e incubacién




63

Anexos 7: Caracterizacion de microorganismos

Preparacion aditivos, esterilizaciones materiales

S N—4

Tincion Gram

Verificacion resultados




Anexos 8: Caracterizacion morfolégica colonial
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redonda

PLACA FORMA COLOR SUPERFICIE | BORDE
elevacion
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Redondeados
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brillante
Puntiforme e | Blanquecino | Lisa Entero
irregular brillante
Elevacion
plana
Puntiforme e | Mate y Lisa Entero
irregular brillante
Elevacion
plana
Colonias blanco, Convexa Entero
pequerias brillantes Lizos
forma
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Circular Blanquecino | Acuminada Redondeados
brillante

Colonias blanco, Convexay Regulares

pequefias brillantes Lizos

forma

redonda

Circular Blanquecino | Acuminada Redondeados
brillante

Circular Blanquecino | Acuminada redondeados

brillante
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Circular Blanquecino | Acuminada Redondeados
brillante
Anexos 9: Caracterizacion microscopica
CEPA Tincién Simple Tincién Gram GRAM | Caracterizacion

+0-

+ Bacilos

+ Estreptococos

+ Bacilos

Estreptobacilos
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estreptococos

Cocos

Bacilos

Estreptobacilos

Bacilos

Bacilos

+
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26

Elaborado por: Autores (Murillo, Pullupaxi)

Anexos 10: Identificacién de microorganismo

Nutricibn muestra

Incubacion
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Anexos 11: Ficha sabouraud dextrosa
Anexos 12: Ficha caldo MRS
Anexos 13: Ficha técnica APl 50 CHL

Anexos 14: Esquema general de pruebas morfoldgicas e identificacion Bioquimica por
el sistema API 50 CHL



