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RESUMEN

La “Chicha” es el nombre que se le da a una bebida fermentada no destilada de bajo
contenido alcohodlico, derivada principalmente de frutos, cereales y tubérculos. En esta
investigacion en primera instancia se realizd un muestreo en la comunidad indigena “Madre
Tierra” del canton Puyo, que esta ubicada en la amazonia ecuatoriana, en la cual se recolect0
dos tipos de bebidas ancestrales como son la negra y la wiwis las mismas que son elaboradas
a partir de la yuca. Posteriormente se trasladd al laboratorio de microbiologia de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, conservando una cadena de frio a una temperatura de
refrigeracion de 4°C a 8°C para que asi las muestras conserven sus propiedades originarias;
se realizd un pre-enriquecimiento de las muestras utilizando un medio nutritivo que tiene
como fin revitalizar y nutrir a los microorganismos presente. Inmediatamente se efectud el
aislamiento por la técnica de estriado en medio especifico en el cual se obtuvo la presencia
de los microorganismos fermentadores, consecutivamente se purifico las cepas para facilitar
la caracterizacion e identificacion. La caracterizacion de las unidades formadoras de colonias
se la realizo en base a su morfologia (forma, borde, color, textura y superficie); mientras que
microscopicamente se valord su tincion gram y su forma celular. Las identificaciones de las
bacterias acido lacticas y levaduras fueron ejecutadas por medio de pruebas bioquimicas API
50 CHL. Como cepas resultantes del aislamiento se pudo obtener 19 cepas de la chicha negra
y 18 de la wiwis, de las cuales se seleccionaron 8 de la chicha negra y 7 de la wiwis las
mismas que fueron las mas representativas para analizarlas mediante las técnicas de
caracterizacion e identificacion microbiolégica. Dadas las diferentes caracteristicas se
identific6 microorganismos tales como Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis,
Kluyveromyces marxianus, Candida lusitanae, Schizosaccharomyces pombe, Lactobacillus
casel, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus.

Palabras clave: chicha, microorganismos, caracterizacion, morfologia, aislamiento,
Levaduras, bacterias acido lacticas, identificacion.
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ABSTRACT

The "chicha™ is the name given to a fermented beverage not distilled of low alcohol contemt,
derived mainly from fruit, cereals and tubercles. In this research at the first instance a
sampling was done in the indigenous community " Madre tierra” from puyo canton, it is
located in the amazon ecuatorian region, which were collected two types of ancestral
beverages negra and the wiwis elaborated from yuca. Later they moved to the microbiology
laboratory of Technical University of Cotopaxi, keeping a cold chain at a freezing
temperature of 4°C to 8°C so samples retain their original properties; a pre-enrichment of
the samples was carried out using a nutritive medium which aims to revitalize and nourish
the presented microorgamisms. Immediately the is insolation was carried out by striatum
technique in a specific medium where the presence of the fermenting microorganisms was
oftained, consecutively the strains were purified to facilitate the characterization and
identification. The characterization of the colony forming units was based on their
morphology ( shape, border, color, texture, and surface); while its gram stain and cell form
were assessed microscopicolly. the identifications of the lactic acid bacterium and yeasts
were executed by means of biochemical test API 50CHL.

As resulting strains from isolation, 19 strains of the chicha negra and 18 of the wiwis were
obtained, 8 of the chicha negra and 7 of the wiwis were selected as most representative to
analyze them through characterization techiques, and microbiological identification. Given
different characteristics microorganisms as Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis,
Kluyveromyces marxianus, Candida lusitanae, Schizosaccharomyces pombe, Lactobacillus
casei, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus.

Key words: chicha, microorganisms, characterization, morphology, isolation, yeasts,
bacteria lactic acid, indntification.
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2. RESUMEN

La “Chicha” es el nombre que se le da a una bebida fermentada no destilada de bajo
contenido alcoholico, derivada principalmente de frutos, cereales y tubérculos. En esta
investigacion en primera instancia se realizd un muestreo en la comunidad indigena “Madre
Tierra” del canton Puyo, que esta ubicada en la amazonia ecuatoriana, en la cual se recolect0
dos tipos de bebidas ancestrales como son la negra y la wiwis las mismas que son elaboradas
a partir de la yuca. Posteriormente se traslad6 al laboratorio de microbiologia de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, conservando una cadena de frio a una temperatura de
refrigeracion de 4°C a 8°C para que asi las muestras conserven sus propiedades originarias;
se realiz6 un pre-enriquecimiento de las muestras utilizando un medio nutritivo que tiene
como fin revitalizar y nutrir a los microorganismos presente. Inmediatamente se efectu6 el
aislamiento por la técnica de estriado en medio especifico en el cual se obtuvo la presencia
de los microorganismos fermentadores, consecutivamente se purifico las cepas para facilitar
la caracterizacion e identificacion. La caracterizacion de las unidades formadoras de colonias
se la realizo en base a su morfologia (forma, borde, color, textura y superficie); mientras que
microscopicamente se valord su tincion gram y su forma celular. Las identificaciones de las
bacterias acido lacticas y levaduras fueron ejecutadas por medio de pruebas bioquimicas API
50 CHL. Como cepas resultantes del aislamiento se pudo obtener 19 cepas de la chicha negra
y 18 de la wiwis, de las cuales se seleccionaron 8 de la chicha negra y 7 de la wiwis las
mismas que fueron las mas representativas para analizarlas mediante las técnicas de
caracterizacion e identificacion microbioldgica. Dadas las diferentes caracteristicas se
identificO microorganismos tales como Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis,
Kluyveromyces marxianus, Candida lusitanae, Schizosaccharomyces pombe, Lactobacillus
casei, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus.

Palabras clave: chicha, microorganismos, caracterizacion, morfologia, aislamiento,
Levaduras, bacterias acido lacticas, identificacion.



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El desarrollo de este proyecto de investigacion brinda un amplio aporte en conocimiento
técnico y cientifico referente a una de las bebidas tradicionales de gran importancia para el
pais ya que al ayudar a la industrializacién de la chicha de yuca beneficiara a los productores
artesanales de dicha bebida que podran darle un valor agregado. Por ello surge el interés por
conocer a fondo nuestras costumbres y tradiciones; en las cuales la ingenieria agroindustrial
cumple un papel protagonico en rescatar e innovar la industrializacion de bebidas
ancestrales. Por el mismo motivo se aislé e identifico los microorganismos fermentadores
que actuan en la chicha de yuca. Generalmente se habla de las bebidas que existen en el
Ecuador, pero en muy pocas ocasiones se mencionan las bebidas tradicionales o ancestrales.
Una de ellas es la chicha de yuca, considerada para muchos pueblos como una bebida
alcohdlica pero refrescante; utilizada para rituales y festividades en algunas regiones
indigenas (regién amazénica y region sierra) del Ecuador (Beltran, 2013). Mediante este
estudio se suministro conocimiento de forma técnica y cientifica de los microorganismos
fermentadores que seran utilizados en posteriores investigaciones para el mejoramiento del
proceso de elaboracidn, por ende, darle un valor agregado a este tipo de chicha ancestral. De
igual manera se pretende que el proyecto tenga un gran impacto investigativo ya que es una
herramienta importante para el sustento de nuevas investigaciones y proyectos referentes a

la comercializacion e incluso exportacion de esta bebida.

4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

Los principales beneficiarios de este proyecto seran mencionados a continuacion:

5. BENEFICIARIOS DIRECTOS

Los beneficiarios de este proyecto de investigacion seran los estudiantes, docentes y todos
los que integramos la carrera de ingenieria Agroindustrial de la Universidad Técnica de
Cotopaxi ya que ampliaran sus conocimientos técnicos y cientificos, y serd la base
fundamental para posteriores investigaciones relacionadas al proyecto de bebidas

ancestrales.



6. BENEFICIARIOS INDIRECTOS

Los moradores de la comunidad indigena “Madre Tierra” que elaboran este tipo de bebida
ancestral se veran beneficiados ya que al identificar los microorganismos fermentadores se
podran hacer proyectos para industrializar la chicha de yuca conservando sus caracteristicas

organolépticas originales.

7. PROBLEMA DE INVESTIGACION

En la humanidad ya sea por cuestiones religiosas, por celebraciones o ceremonias
espirituales, el alcohol o bebidas propias de cada nacionalidad han ido de la mano del hombre
desde mucho tiempo atrds. En el mundo existen simbolos como canciones, platillos y
monumentos que personifican y enorgullecen a las naciones que los crearon. Y las bebidas
también cumplen con este objetivo, por eso existen bebidas ancestrales que representan a su
pais, con y sin alcohol ya que son utilizadas en ceremonias, actos sociales o por el valor

nutricional que ofrecen dichas bebidas.

El Ecuador tiene varios tipos de bebidas ancestrales una de ella es la chicha de yuca, las
investigaciones sobre esta bebida son limitadas referentes a la caracterizacion e
identificacion de microorganismos fermentativos, por lo cual no se tiene una aptitud de
industrializacion de dicha bebida cumpliendo con las mismas caracteristicas organolépticas

de la chicha elaborada artesanalmente en las comunidades indigenas.

Ademas de que la chicha es la bebida principal, es lo primero que se ofrece a los visitantes
que llegan hasta las comunidades indigenas asentadas en la amazonia. La costumbre de esta
etnia establece que se debe beber despacio con sorbos cortos. Si se la bebe rapidamente, esto

significara que se desea mas y ellos llenardn nuevamente el pilche.

En tal sentido es que nace la iniciativa por parte del investigador de procesar este tubérculo
para la identificacion de los microorganismos fermentadores, hacia la obtencion de una
bebida alcohdlica exotica y apetitiva a escala experimental, que ademas satisfaga las
expectativas de los consumidores de este tipo de productos fermentados para una posterior

industrializacion.



8. OBJETIVOS

8.1. General

e Identificar los microorganismos fermentadores de dos tipos de bebidas ancestrales
fermentadas a partir de la yuca.

8.2. Especificos

e Aislar los microorganismos fermentadores de dos tipos de bebidas ancestrales
fermentadas a partir de la yuca.

e Caracterizar los microorganismos causantes de la fermentacion a través de técnicas
de microscopia y tincion.

e Reconocer los microorganismos promotores de la fermentacion a partir de pruebas

bioquimicas.
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9. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS

OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1

Sistema de tareas en relacion a los objetivos planteados

Objetivo Actividad (tareas) Resultado de la Medios de
actividad verificacion

Aislar los Aislar los Se logré aislar los A  partir  del
microorganismos  microorganismos microorganismos que muestreo de dos
fermentadores de causantes de la causan la bebidas ancestrales
dos tipos de fermentacion de fermentacion en la elaboradas a base
bebidas ancestrales bebidas ancestrales.  chicha de yuca tales de yuca, se aislo los
fermentadas a como son levaduras y microorganismos

partir de la yuca.

bacterias acido laticas.

fermentadores
utilizando técnicas
de estriado en un
medio  especifico
como indica en el
anexo 3.

Caracterizar los
microorganismos
causantes de la
fermentacion a
través de técnicas
de microscopia Yy
tincion.

Caracterizar los
microorganismos

causantes de la
fermentacion de

bebidas ancestrales.

Se caracterizo
mediante técnicas de
microscopia y tincion

a las levaduras vy
bacterias acido
lacticas. Mediante la
utilizacion de pruebas
tales como tinciones
Gram, tincion simple
y caracterizacion de
las colonias.

Se realiz6 una
caracterizacion de
los
microorganismos
fermentadores  a
traves de las
técnicas
microbioldgicas ya
mencionadas. en el
anexo 3

Reconocer los
microorganismos
promotores de la
fermentacién a
partir de pruebas
bioquimicas.

Reconocer los
microorganismos

causantes de la
fermentacion de

bebidas ancestrales.

Se identificd la
presencia de levaduras
y  bacterias acido
lacticas causantes de
la fermentacién de
dicha bebida en base a
la lectura de |las
pruebas APl 50CHL.

Se
pruebas
bioquimicas para la
identificacion  de
los
microorganismos
fermentadores este
se puede verificar
en el anexo 3.

realizaron

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)



10. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

10.1. Antecedentes

Para Pimienta y Vergara, (2007) en su trabajo de investigacion “Caracterizacion e
identificacion de los microorganismos causantes de la fermentacién en el suero costefio

utilizando leche de vaca de dos regiones diferentes” afirma:

Los microorganismos predominantes causantes de la fermentacion durante la elaboracion
del suero costefio utilizando las muestras de leche cruda de las dos regiones. Llegando a la
siguiente conclusion: Se lograron identificar tres tipos de levaduras en ambos fermentos
utilizando el método API 20 AUX, Candida tropicalis, Candida glabrata y Cryptococcus

laurenti.

Segun Pazmifio, Escudero y Grijalva, (2014) en su trabajo de investigacion “Diversidad

microbiana asociada a la chicha de arroz: una bebida tradicional de Bolivar —Ecuador”.

La misma que en una de las conclusiones afirma que: En cuanto a los valores de los recuentos
de enterobacterias, bacterias lacticas mohos y levaduras presentes en las chichas son
similares entre productores; las poblaciones microbianas presentes en la “chicha de arroz”
cambiaron segun la etapa fermentativa en la que esta se encontraba. También se ha
determinado que en la bebida tradicional ‘“chicha de arroz” se encuentran cepas
representativas de enterobacterias, mohos, bacterias acido lacticas y levaduras, El
aislamiento de cepas con propiedades metabdlicas adecuadas para la formulacion de cultivos
iniciadores en un proceso de fermentacion controlado, se convierten en una alternativa viable
para el desarrollo de un producto inocuo, de alta calidad que pueda cumplir con los

estandares mas exigentes.

Parrefio, (2016) en su investigacion titulada “Caracterizacion fisico-quimica Yy
microbioldgica de las principales bebidas fermentadas tradicionales de la provincia de

Chimborazo” indica en sus conclusiones:

Que las principales bebidas fermentadas de la provincia de Chimborazo se definieron una
vez realizada la investigacion de campo. Estas bebidas fueron la Chicha de Jora, la Chicha
Huevona y el Delicioso de frutas, ya que son las mas representativas de la provincia debido
a su preparacion y consumo en fiestas y celebraciones tradicionales. Y que las bebidas

chichas de Jora y chicha Huevona presentaron recuentos microbiol6gicos moderadamente



altos con respecto a las normas establecidas, considerandolas no aptas para el consumo
humano, debido a que éstas presentan microorganismos que pueden causar infecciones

graves.

Como indica Lépez, (2015) mediante su investigacion titulada “Caracterizacion fisico -
quimica y microbioldgica de las bebidas fermentadas de la provincia de santo domingo de
los Tsachilas” en la cual se plantean como objetivos, determinar las principales bebidas
fermentadas que se producen en la provincia de Santo Domingo de los Tséachilas y
determinar las caracteristicas microbiologicas de las principales bebidas fermentadas de la
Provincia de Santo Domingo de los Tséchilas, llegando a obtener los resultados que una vez
realizada la investigacién de campo se determind que las bebidas fermentadas tradicionales
mas representativas de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas son: la chicha de
yuca, la chicha de platano maduro, la chicha de maiz, ya que son las mas conocidas; su
preparacion y consumo es muy comun y habitual en fiestas y celebraciones. En la evaluacion
microbioldgica realizada (recuento en placa en medios selectivos), la bebida que present6
mayor carga microbiana en la mayoria de los analisis fue la chicha de yuca, posiblemente
por la forma de elaboracion de la bebida y por la materia prima empleada (se utiliza la yuca

cocinada y majada, pero se le afiade azlcar con agua no purificada).
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10.2. Fundamentacion teorica

10.2.1.  Layuca (Manihot esculenta)

La yuca, Manihot esculentun Crantz, es un cultivo resistente a la sequia, tolerable
a suelos pobres, relativamente es facil de cultivar y tiene altos rendimientos de
produccion. Ademas, “este producto ayudaria a proteger la seguridad alimentaria y
energética de los paises pobres, aquellos que son amenazados en la actualidad por
los crecientes precios de los alimentos y el petroleo”, afirmé la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion. (FAO, 2007).

a. Origen de la yuca

Para Elizalde y Pazmifio, (2015) de acuerdo a (Caetano, y otros, 2015):

La yuca representa una de las principales plantas utiles tropicales difundidas en
todos los continentes. Existen diversas opiniones acerca del origen de esta especie;
entre ellas estan Africa, Asia, Islas del Pacifico, América Central, México, Brasil y
la Region Amazonica. Sin embargo, la mayoria de botanicos y ecélogos consideran
la yuca como originaria del Nordeste de Brasil; en esta zona has sido cultivada
desde hace aproximadamente 5000 afios. En el Perd, estudios arqueoldgicos indican
gue la yuca fue cultivada hace 4000 afios por civilizaciones preincaicas. Las
evidencias arqueologicas del cultivo de la yuca se basan en la presentacion de
cerdmicas y pedazos de piedra que posiblemente eran utilizadas como ralladores en
el beneficio de la yuca por los mismos nativos.

En cada area de cultivo se encuentra un importante nimero de especies silvestres,
las cuales pudieron hibridarse con las variedades cultivadas en cada region, con lo
cual la domesticacién de la yuca debié ocurrir simultdneamente en varios lugares.

La yuca como cultivo tiene una tradicion remota, los indigenas la utilizaron antes
de la conquista de América, la consumian como raices frescas y procesadas para
hacer harina, casabe, chicha de yuca y luego del cuarto dia de fermentacion, como
bebida alcohdlica, especialmente de los Jibaros o shuaras del Ecuador (Moltaldo,
1985).

Hasta hace pocos afios este cultivo estuvo marginado de la investigacion; sin
embargo, su reconocida importancia tanto en alimentacion humana y animal como
en procesos industriales (almidones y alcohol) ha generado la necesidad de
implementar estrategias de estudio e investigacion que han permitido incrementar
los rendimientos de manera considerable, mejorar las técnicas de cultivo,
ampliacién de su uso aumentando su beneficio social (Caetano, y otros, 2015).
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b. Generalidades

El término “yuca” (manioc en los paises de habla francofona) se suele aplicar en
Europa y los Estados Unidos de América para designar las raices de planta de yuca.
El término “tapioca” esta derivado de tipioca, nombre que dan los indios tupis a la
harina de yuca que se deposita en el liquido exprimido de los tubérculos rallados y
convertidos en bolitas, llamados después tipiocet (Ceballos & De la Cruz, 2002)

De acuerdo a Valdez, (2018)

Tabla 2

Debido a que tiene igual rendimiento y apenas es afectada por plagas y
enfermedades, las zonas dedicadas a su cultivo estan aumentando constantemente.
La planta de yuca se cultiva por sus tubérculos comestibles, que sirven como
alimento basico en muchos paises tropicales, y también es la fuente de un almidon
valioso. Su utilidad para paliar las épocas de escasez graves ha sido reconocida
desde hace tiempo. En regiones del Lejano Oriente, durante la Segunda Guerra
Mundial, mucha gente pudo sobrevivir a base de raices de yuca; y en Africa, sirvio
como fuente alimenticia principal para los trabajadores ocupados en las minas y en
los centros industriales.

Actualmente se esta cultivando ampliamente como planta alimenticia o para fines
industriales. En muchas regiones de los tropicos, la yuca ocupa el mismo lugar que
las patatas en algunas partes de las zonas templadas, por ser el principal
carbohidrato de la dieta alimenticia. Cada afio aumenta mas la utilizacion industrial
de las raices de yuca.

Clasificacion botanica de la yuca

REINO Vegetal

SUBREINO Embryobionta (Plantas con embrién)

PHYLLUM Spermatophyta (Plantas con semilla)
SUBPHYLLUM Angiospermae (Angion: recipiente, Spermae: semilla)
TIPO Dycotiledoneae

ORDEN Euphorbiales

FAMILIA Euphorbiaceae

GENERO Manihot

Fuente: (Ceballos & De la Cruz, 2002)



c. Composicion de la yuca

12

Un corte de raiz de yuca muestra las siguientes partes de acuerdo a (Moltaldo, 1985):

e EIl periderma o pelicula suberosa de color obscuro, desprende facilmente y que

representa del 1 al 2 % de la raiz total.

e La cascara o corteza. forma del 12 al 20 % de la raiz.

e Elcilindro central o pulpa: Compuesto de liber (floema) y del tejido lefioso (xilema).

Este dltimo tiene dos clases de elementos: los vasos lefiosos y las células

parenquimaticas llenas de almidon. Forma del 78 al 85 % de la raiz.

d. Valor nutricional

La yuca es muy rica en hidratos de carbono complejos, pobre en proteinas, grasas, y muy

buena fuente de vitaminas B y C, ademas de magnesio, potasio y calcio. A continuacion, se

describe la tabla nutricional de la yuca.

Tabla 3

Valor Nutricional (por 100g de porcion comestible de la yuca)

COMPONENTES CANTIDAD
Calorias 120 cal
Proteinas 31g

Grasas 049
Hidratos de carbono 26,9 ¢
Magnesio 66 g

Potasio 764 mg
Vitamina B6 0,3 mg
Vitamina C 48,2 mg
Almiddn 19%

Fuente: (Moltaldo, 1985)
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e. Produccion nacional de yuca en Ecuador

Como indica Mdfioz, Hinostroza y Mendoza, (2017)

A nivel nacional se expresa en toneladas métricas de yuca en raiz fresca consumidas en el

Ecuador. A continuacion, se destaca la produccion de yuca anual.

Tabla 4

Produccion nacional de yuca en Ecuador

ANO PRODUCCION ANO PRODUCCION
1990 134.245 1995 75.683

1991 90.279 1996 73.790

1992 76.285 1997* 138.172

1993 76.337 2000** 84.971

1994 77.490

Fuente: Muiioz, Hinostroza y Mendoza, (2017)

10.2.

2. Fermentacion

La fermentacion desde el punto de vista microbiolégico es un proceso llevado a
cabo por enzimas producidas por microorganismos en presencia o ausencia de
oxigeno, en el cual se produce metabolitos o biomasa con el uso de materia
organica, resultando asi bebidas alcohdlicas o productos lacteos acidos. La
fermentacién microbiana es empleada con frecuencia para la conservacion de los
alimentos. (Koolman & Rohm, 2004).

Véazquez y Dacosta, (2007) explica en su investigacion:

La fermentacion agrega valor a los alimentos mediante la produccion de
compuestos de sabor, alternando la textura, aumentando de biodisponibilidad de
nutrientes, preservando las caracteristicas de vegetales y frutas, destruyendo toxinas
que se producen naturalmente en las materias primas y enriqueciendo productos
con metabolitos microbianos deseados.

La fermentacién desde el punto de vista bioquimico, es un proceso en el cual las
sustancias organicas sufren transformaciones, entre estas: reducciones Yy
oxidaciones, que dan como resultado una acumulacion de productos, con un balance
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positivo de energia, la misma que es usada en el metabolismo de microorganismos
para dichas reacciones.

Existen varios tipos de fermentacion que se diferencian por los productos finales
obtenidos y que se forman a partir del piruvato, los tipos mas comunes de
fermentacion son: la fermentacion alcohdlica que da como producto final el etanol;
fermentacion lactica que da como producto final el &cido lactico; fermentacion
propidnica que da origen al acido propidnico y acido acético; fermentacion formica
que origina el &cido formico, lactico, butanodiol y por ultimo la fermentacion
butirica que obtiene como producto final el &cido butirico, butanol, acetona,
isopropanol (Rodriguez, Boucourt, Elias, & Madera, 2001)

a. Fermentacion Alcohdlica

Para (Vicent, Alvarez, & Zaragoza , 2006) afirma (Espinosa, 2013) explica:

La fermentacion alcoholica llamada tambien fermentacion del etanol o
fermentacion etilica, es un proceso en el que se transforma el mosto o0 zumo
azucarado de fruta en un liquido con un determinado contenido de alcohol etilico.
La fermentacion alcohdlica se debe a un complejo de enzimas llamado zimasa; el
proceso de fermentacion es una reaccion exotérmica que dura aproximadamente
una semana a una temperatura de 20°C, donde se obtiene una acidez neutra y un pH
de 7, en este proceso se libera moléculas energéticas (ATP) que es la energia puesta
a disposicion para las levaduras.

La Fermentacion Alcohdlica es un proceso bioldgico en ausencia o presencia de
oxigeno, causado por la actividad de algunos microorganismos que procesan
hidratos de carbono como la glucosa, fructosa, sacarosa, almidon y otros, para
obtener productos finales como el alcohol en forma de etanol (CH3-CH2-OH),
dioxido de carbono (CO2) en forma de gas y moléculas de ATP (trifosfato de
adenosina) que juegan un papel de intermediario en la acumulacién de energia, pues
para su formacion se requiere relativamente poca energia.

10.2.3.  Microorganismos fermentadores
a. Levaduras

Las levaduras son microorganismos que se encuentran en las frutas, flores,
exudados de plantas; estos microorganismos fermentan los azlcares produciendo
CO2 y etanol. Las levaduras son muy importantes en la industria de los vinos,
cervezas, wiski, pan; por lo general las cepas mas utilizadas son las de
Saccharomyces cerevisiae y otras que se relacionan con ella (Ingraham &
Ingraham, 1998).
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e Caracteristicas
(Espinosa, 2013) Indica que:

Las levaduras son hongos unicelulares, estdn agrupados en 350 especies,
clasificadas en 39 géneros. Las levaduras son bastante heterogéneas en su
morfologia y fisiologia. Poseen un color blancuzco, aunque hay algunas que son de
color amarillo, rojo o negro, de aspecto cremoso. Las condiciones ambientales
influyen para que algunos hongos crezcan como filamentos o como levaduras, este
fendmeno es conocido como dimorfismo y puede presentarse en algunos hongos
patogenos.

e Morfologia

Las levaduras son grandes comparadas con una bacteria comdn, posee un tamafio
aproximado de 10 - 20 um de diametro, aunque la mayoria puede estar entre 3y 8
pum de didmetro. 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. Otras especies forman breves extensiones de
verdadero micelio la mayor parte de veces ramificado. (Pascual & Calderdn, 2000)

b. Mohos

Para (Ingraham & Ingraham, 1998) confirmado por (Koolman & Rohm, 2004) los
mohos son organismos eucariotas que se encuentran en todas partes, en el suelo,
agua, alimentos, plantas, etc., y son transportados por el aire, materiales, envases,
animales, seres humanos. La mayoria de las industrias alimenticias poseen las
condiciones ambientales y las materias organicas necesarias para su desarrollo por
lo que constituyen un problema. Los mohos son hongos multicelulares que carecen
de clorofila y forman estructuras ramificadas extensas denominan hifas, por lo
tanto, el conjunto de hifas se llama micelio los que al crecer sobre un alimento se
hace visible

e Caracteristicas

Los mohos pueden crecer en ambientes que se consideran hostiles para las bacterias,
ya que estos son quimio heterdtrofos es decir que absorben los nutrientes en lugar
de ingerirlos. Los mohos pueden crecer a una temperatura entre 22 - 30 °C, un pH
de 5, casi la mayoria de estos son aerobios, resistentes a la presién osmética ya que
pueden desarrollarse en concentraciones elevadas de azUcares, sales o sustancias de
baja humedad y requieren algo de nitrogeno para crecer (Parrefio Carrera, 2016)
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e Morfologia

Las hifas crecen alargdndose desde sus extremos y cada parte de esta puede crecer
cuando se desprende un fragmento, este puede alargarse para formar una nueva hifa.
La porcion de una hifa que obtiene nutrientes se denomina hifa vegetativa, la
porcion que participa en la reproduccion es la hifa reproductiva o aérea que es la
que produce esporas reproductivas. Cuando las condiciones ambientales son
adecuadas las hifas crecen hasta formar una masa filamentosa llamada micelio que
puede ser observada a simple vista (Toro, 2013).

c. Bacterias Acido Lacticas

De acuerdo con (Pascual & Calderon, 2000) confirmado por (Ingraham & Ingraham, 1998)

indica que:

Las bacterias lacticas o también bacterias &cido lacticas son microorganismos que
se encuentran presentes en las plantas, crecen a expensas de los nutrientes liberados
en la descomposicion de vegetales, también estan presentes en las vendimias y en
los vinos pudiendo desarrollarse 0 no segun las condiciones del medio. Son
bacterias que generalmente se encuentran en plantas y productos lacteos en
descomposicion produciendo acido lactico como producto de la fermentacién de
carbohidratos. Las bacterias acido lacticas son inocuas para los humanos, ademas
sus productos metabdlicos son agradables, por lo que poseen propiedades de
conservacion para los alimentos de consumo diario y materias primas en la industria
alimenticia.

e Caracteristicas

Son organismos que no forman esporas, son inmdviles. Este tipo de bacterias abarcan tanto
cocos como bacilos. Las bacterias lacticas son Gram positivas, acido tolerante, su pH esta
en el rango de 4,8 - 9,6 por lo que pueden sobrevivir en medios donde otras bacterias no
soportarian la actividad producida por los acidos organicos. Los medios de cultivo para

bacterias lacticas tipicamente incluyen fuentes de carbohidratos celulares.
e Morfologia

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), etc., 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) (Parés &
Juarés, 1997).
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10.2.4. Bebidas fermentadas

Para (Garcia, Quintero Ramirez, Lopez Munguia, & Canales, 2004)

Las bebidas fermentadas son liquidos cuyo proceso involucra el crecimiento de
microorganismos; existe una gran diversidad de bebidas en el mundo, como el vino,
la sidra, la cerveza, entre otros. Ciertos productos han sido estudiados
detalladamente de tal manera que se ha llegado aislar los microorganismos
presentes como sustratos fermentadores para luego utilizarlos en la produccion
industrial.

Estas bebidas son parte de la dieta y tradicion de muchos grupos étnicos, su
consumo en estas poblaciones es generalizado y se ha sostenido a lo largo del
tiempo. Estas bebidas fermentadas se producen de forma sencilla y barata; la
materia prima para la elaboracion de los productos fermentados se encuentra
disponible todo el afio. Ademas, este proceso es un método de conservacion para
los productos, destruyendo microorganismos no favorables y subiendo el valor
nutricional.

La forma artesanal de produccién en muchas ocasiones no se la realiza bajo
condiciones higiénicas y se obtienen productos con calidad variable; el estudio de
estas fermentaciones permite mejorar y estandarizar su proceso de elaboracion.

10.2.5. Bebidas fermentadas no destiladas

Este tipo de bebidas no destiladas tienen un proceso natural mediante el cual un
fruto o grano (uva, manzana, cebada) se transforma en bebida alcoholica, este
proceso requiere condiciones fisico-quimicas determinadas, en presencia de
bacterias y levaduras, las que transforman el aztcar de la fruta en alcohol etilico o
etanol. Su contenido de alcohol es mas bajo que otras bebidas maximo 20° GL, en
este grupo estan: el vino, la cerveza y la sidra (Villalobos Berruecos, 2007).

Las bebidas de denominacion tienen como origen las culturas indigenas. Son
producidas en determinada regién con materia prima propia del lugar y normas de
proceso preestablecidas como la cerveza (sustrato cebada), tesguifio (sustrato maiz),
sake (sustrato arroz) y la cerveza africana (sustrato sorgo), entre otras (Paéz, 2010)

10.2.6. Bebidas fermentadas destiladas

Son aquellas bebidas que se obtienen a partir del proceso de destilacion del sustrato
fermentado. Este proceso es la operacion de separar, mediante calor, los diferentes
componentes liquidos de una mezcla, aprovechando los compuestos volatiles
separados (Paéz, 2010). Estas bebidas se clasifican en aguardientes y licores; los
aguardientes se obtienen mediante la destilacién de las fermentaciones del vino,
malta, cafia, entre otros. Su grado alcohdlico esta por los 40°.
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Los licores y otras bebidas son bebidas hidroalcohdlicas aromatizadas que se obtienen por
la destilacion y deben afadir edulcorantes como azucar, glucosa, miel 0 mosto de uva; el

grado alcohélico aproximadamente es mayor a 30° (FAO, 2007).

10.2.7. Bebidas fermentadas ecuatorianas

(Cock, 1989) indica que:

El Ecuador es un pais pluricultural y multiétnico. Se conocen en el pais una gran
variedad de bebidas fermentadas producidas de forma artesanal y que se consumen
generalmente en fiestas populares. En la Tabla 2 se detallan las bebidas fermentadas
mas comunes en el pais de acuerdo a la provincia en la que se producen; se destacan
los aguardientes y las chichas.

Tabla 5
Principales bebidas fermentadas en el Ecuador

N° PROVINCIA BEBIDA FERMENTADA
1 Pichincha Chicha de jora

2 Guarapo

3 Chicha de avena

4 Chimborazo Champus

5 Chicha huevona

6 Chicha de mani

7 Chicha de pifia

8 Chicha de ciruelas
9 Chicha de higo

10 Chicha de morocho
11 Chicha de quinua
12 Chicha morada

13 Azuay Vino de manzana

14 Draquecito
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15 Vino hervido

16 Amazonia Chicha de chontaduro

17 Chicha de yuca masticada

18 Ayahuasca

19 Loja Guarapo

20 Carchi Chicha de arroz

21 Tungurahua Aguardiente

22 Masato (platano, guayaba y cafia)
23 Bolivar P4jaro azul

24 Guayas Puntas — alcohol puro de cafia

Fuente: (Cock, 1989)

La Chicha es el nombre que reciben diversas variedades de bebidas alcohdlicas derivadas

principalmente de la fermentacion no destilada de los cereales.

La chicha ecuatoriana se la hace a partir de la fermentacion del maiz, yuca, quinua, arroz,

cebada o harina acompariados de panela o azlcar comun.

10.2.8.  Chicha de yuca

Conocida por los indigenas como Casire o chicha de yuca. El proceso de elaboracion de esta
bebida es cocinar la yuca, luego la mastican y escupen para después dejarla fermentar,

obteniendo un liquido amarillo listo para ser bebido (Elizalde Cox & Pazmifio Garcia, 2015).

a. Elaboracion de la chicha de yuca

El proceso de elaboracidn de la tradicional chicha de yuca o mandioca se lo indica
en la Figura 1, inicia cuando se elimina la corteza para cocinarla, colocando el
producto ya cocinado en bateas de madera y aplastarla con el tacanamuco (palo de
madera), después se la deja enfriar. El semiliquido se fermenta de 4 a 5 dias. En
Ecuador existe el masato que es elaborado a base de yuca masticada o triturada
(Londofio, 1996)
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Figura 1. Proceso de elaboracion de la chicha de yuca

10.2.9.  Técnicas microbioldgicas para identificacion de cepas microbianas

a. Cultivo

e Medios de cultivo
Para Barrow, Feltham y Cowan, (1993) explican que:
En los medios de cultivo las bacterias se multiplican y es necesario esperar al menos

18-24 horas para visualizarlas. En términos generales todas las bacterias tienen unos
requerimientos nutricionales imprescindibles para su crecimiento. Necesitan una
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fuente de energia, una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, algunas sales,
oligoelementos y agua. Todos los medios de cultivo han de cumplir como minimo
con estos requisitos, pero en muchas ocasiones se necesitan ademas otras sustancias
adicionales como vitaminas, factores o aminoécidos esenciales.

Se utilizan medios de cultivo liquidos y solidos. En los medios liquidos las
sustancias nutritivas se encuentran disueltas. Los medios sélidos suelen consistir en
una base de agar, polimeros de origen vegetal que se mantiene en fase liquida a
altas temperaturas y que forma un gel al enfriarse, que mantiene una alta humedad
y contiene los elementos nutricionales necesarios. El cultivo sobre medios solidos
permite disponer facilmente de las colonias bacterianas. Por otro lado, en medios
liquidos, el crecimiento suele ser mayor porque la disponibilidad de nutrientes
también es mayor. El uso de uno u otro tipo de medios depende del tipo de muestra
y del microorganismo que se busca. Segin su capacidad para permitir el
crecimiento microbiano se clasifican en medios basicos o generales, de
enriquecimiento, selectivos y diferenciales. También deben mencionarse los
medios cromogénicos.

e Medios basicos

Son medios ricos en nutrientes que permiten el crecimiento de la gran mayoria de las
bacterias. Se utilizan en la siembra primaria de las muestras clinicas. Uno de los medios méas

utilizados en los laboratorios es el agar sangre.
e Medios de enriquecimiento

Estan desarrollados para recuperar bacterias exigentes en sus requerimientos nutricionales.

Se utilizan para bacterias que no crecen en medios basicos.

e Medios selectivos

Contienen sustancias como cloruro sédico a dosis elevadas, citrato sodico, cristal violeta,
sales biliares o antibioticos y antisépticos que fomentan el crecimiento de algunas bacterias
y evitan el de otras. Son de gran utilidad para el aislamiento bacteriano a partir de una

poblacion bacteriana mixta. (Prats, 2006)
e Medios diferenciales

Se utilizan para poner de manifiesto caracteristicas distintivas de las colonias. Son medios
que distinguen entre distintos grupos bacterianos en funcién casi siempre del color de sus
colonias. Por ejemplo, el agar MacConkey es un medio salido que permite el crecimiento de
bacilos gramnegativos fermentadores y no fermentadores de lactosa. Los primeros adoptan

una coloracion rosada que la diferencia de los segundos. Los medios diferenciales, ademas,
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pueden poner de manifiesto mezclas y contaminaciones en los cultivos. (Barrow, Feltham,
& Cowan, 1993)

e Medios cromogénicos

En estos se incorporan sustancias cromogénicas para detectar distintas enzimas producidas
por los microorganismos. Cuando la bacteria produce el enzima, hidroliza el sustrato y se
libera un compuesto cromogénico que adquiere un color intenso, dando color a la colonia.
Estos enzimas pueden ser especificas de un género, una especie o de un grupo reducido de
especies. En algunos casos la identificacidn presuntiva de las bacterias aisladas tiene una
especificidad tan elevada que, en la practica podria hacer innecesaria la realizacion de

pruebas confirmatorias.

En la actualidad la mayoria de los medios pueden adquirirse comercialmente de forma
deshidratada o como placas y tubos con los medios ya preparados. (MacFaddin, 2000)

b. Caracterizacion

Isenberg, (2004) indica en su libro:
e Caracterizacién microscépica

El estudio microscopico en fresco y tras tincion revela la forma, la manera de agruparse, la
estructura de las células y su tamario. Las tinciones son el primer paso, y ocasionalmente el
unico, para la identificacion bacteriana. Las tinciones mas utilizadas e imprescindibles son
la del azul de metileno o simple y la de Gram. La tincién de Gram es, a menudo, la primera
y Unica herramienta que sirve para hacer un diagnostico provisional en el proceso de

identificacion de la mayoria de las bacterias teniendo en cuenta también el tipo de muestra.
Estos son algunos de los términos utilizados para preparaciones tefiidas:

e Tincion: uniforme, irregular, unipolar, bipolar, etc.

e Forma: cocos, bacilos, cocobacilos, filamentosos, bacilos curvos, etc.

e Capsula: presente o ausente

e Endosporas: ovales, esféricas, terminales, subterminales

e Tamafio: cortos, largos, etc.

e Bordes laterales: abultados, paralelos, concavos, irregulares extremos: redondeados,
puntiagudos

e Disposicion: parejas, cadenas, tétradas, racimos, etc.
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e Formas irregulares: variacion en forma y tamafio, ramificados, fusiformes, etc.

e Caracterizacion morfolégica

La morfologia de las colonias es fundamental en la identificacion preliminar y para la
diferenciacion de los microorganismos. Para la observacion o caracterizacion morfoldgica
es preferible examinar colonias de cultivos frescos crecidas en medios no selectivos. Es muy
importante el aislamiento de las bacterias en cultivo puro ya que esta deberia estar compuesta
por un solo tipo de microorganismos y procederia de una Unica célula. Las colonias de una
‘nica especie, cuando crecen en medios especificos y bajo condiciones idéneas se describen
por sus caracteristicas de tamafio, forma, consistencia, y a veces por su color. (Isenberg,
2004)

10.2.10. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabolicas de las bacterias
objeto de identificacion. Algunas de estas pruebas son técnicas rapidas, ya que evallGan la
presencia de una enzima preformada y su lectura varia entre unos segundos hasta unas pocas
horas. Otras pruebas requieren para su lectura el crecimiento del microorganismo con una
incubacion previa de 18 a 48h; a este grupo pertenecen la mayoria de las pruebas que
detectan componentes metabolicos o aquellas que determinan la sensibilidad de un
microorganismo a una sustancia dada tras cultivo en medios de identificacion que contienen
el sustrato a metabolizar. No obstante, algunas de estas pruebas pueden realizarse de forma
rpida tras incubacion de unas 2-6h; en general, se trata de reacciones enzimaticas
cromogenicas o pruebas convencionales modificadas. Entre ellas estan las pruebas ONPG,
Aminopeptidasa, LAP, Ureasa, Indol, etc.

Existen en el mercado numerosos sistemas o equipos multipruebas con el fin de conseguir
una mayor rapidez en la identificacion de algunas bacterias. Todas exigen unas condiciones
precisas en cuanto al indculo, modo de inoculacion, incubaciony lectura que, de no seguirse,

pueden dar lugar a errores. Estos sistemas pueden ser manuales o estar automatizados.

Se trata de celdillas aisladas con un sustrato liofilizado que se inoculan individualmente y
que permiten realizar simultdneamente entre 10 y 50 pruebas bioquimicas. Los resultados de
las pruebas se expresan de forma. Cada especie esta- definida por un cédigo numérico,
resultado de la codificacion de las reacciones a las pruebas que se hubieran utilizado. Para

codificar el digito de un trio de pruebas se establece el siguiente sistema:
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Si una prueba es negativa se asigna un valor 0 (cero) a la prueba.
Si la primera prueba es positiva se asigna un valor de 1. - Si la segunda prueba es

positiva se asigna un valor de 2.

Si la tercera prueba es positiva se asigna un valor de 4.

El codigo numérico se obtiene sumando los valores de las tres pruebas. Los limites inferior

y superior del codigo son 0y 7 respectivamente. Ante un microorganismo problema, se busca

el codigo numérico y se comprueba a qué bacteria pertenece. Algunos de los sistemas

comerciales disponibles en el mercado son: AP1 (bioMErieux), Enterotube (BBL), Oxi/Ferm

Tube (BD), Biochemical ID systems (Microgen), etc. (Murray, Baron, Jorgensen, Pfaller, &
Yolken, 2003)

10.2.11. EI API 50 CHL

Esta galeria estd destinada la identificacion del genero Lactobacillus y microorganismo

cercano al mismo, nos permite realizar el estudio de 49 azucares. (MacFaddin, 2000)

10.3. Marco conceptual

Aislamiento: Es la calidad que posee un elemento, vivo 0 no, que se encuentra
separado y sin contacto con otros. El aislamiento puede ser natural o provocado.
Alcohol: Compuesto de carbono, hidrogeno y oxigeno que deriva de los
hidrocarburos y lleva en su molécula uno o varios hidroxilos (OH).

Ancestrales: Se utiliza para referirse a un grupo de antepasados relacionados a un
ascendiente directo como puede ser una familia, o etnia del cual desciende un grupo
0 un individuo.

Artesanal: Que esta hecho a mano y siguiendo las técnicas tradicionales.

Bacterias acido l4cticas: Las bacterias acido lacticas (BAL) son microorganismos
que tienen diversas aplicaciones, siendo una de las principales la fermentacion de
alimentos como la leche, carne y vegetales; utilizadas principalmente en la industria
del vino.

Biotecnologia: Uso de células vivas para la produccion y la optimizacion de
medicamentos, alimentos y otros productos de utilidad para el ser humano.

Casabe: Torta elaborada con harina de la raiz de la yuca.
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Chicha: Nombre que reciben diversas variedades de bebidas 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 cereales y frutas.

Destilacion: Proceso por el que la sustancia volatil de una mezcla se separa de otra
que no lo es mediante evaporacion y posterior condensacion de la misma.

Dilucién: Accion de diluir o diluirse un cuerpo o una sustancia.

Enzimas: Es una molécula que se encuentra conformada principalmente por proteina
que producen las células vivas, siendo su funcion destacada la de actuar como
catalizador y regulador en los procesos quimicos del organismo, es decir, cataliza las
reacciones bioquimicas del metabolismo.

Estandarizar: Ajustar a alguien o algo a un estandar o patrén determinado.

Etnia: Conjunto de personas que pertenece a una misma raza y, generalmente, a una
misma comunidad linguistica y cultural.

Fermentacion: El término estd asociado al verbo fermentar que, segun el contexto,
puede tratarse de un procedimiento del metabolismo para lograr la degradacion de
una sustancia, o de la accion de perturbarse o conmoverse.

Homogenizar: Transformar en homogénea una cosa compuesta de elementos
diversos o hacer que cosas diversas tengan caracteristicas homogéneas.

Indigena: Término que, en un sentido amplio, se aplica a todo aquello que es relativo
a una poblacién originaria del territorio que habita, cuyo establecimiento en el mismo
precede al de otros pueblos o cuya presencia es lo suficientemente prolongada y
estable como para tenerla por oriunda.

Levadura: Hongo unicelular que produce enzimas capaces de provocar la
fermentacion alcohdlica de los hidratos de carbono.

Microorganismo: Organismo microscopico animal o vegetal.

Moho: Camisa velloso o filamentoso producido por diversos tipos de hongos sobre
materia organica, que provoca su descomposicién; forma una capa de color negro,
azul, verde o blanco.

Nativos: Que ha nacido en el lugar en que vive o0 en que se especifica; se utiliza a
menudo para referirse a los miembros de comunidades consideradas exoticas o
primitivas.

Pilche: Vasija hecha de madera o de la corteza seca de un fruto.
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e Pluricultural: Refieren a aquello que se caracteriza por albergar o reflejar varias
culturas.

e Proveedores: Los proveedores son aquellas empresas que abastecen a otras con
bienes o servicios necesarios para el correcto funcionamiento del negocio. La palabra
proveedor deriva del verbo proveer que significa suministrar, abastecer, entregar.

e Recuento: Accion de recontar.

e Remota: Que estd muy lejos 0 muy apartado en el tiempo o el espacio.

e Tesguino: Bebida alcohdlica de maiz fermentado, propia de los tarahumaras.

e Tradicidon: Costumbre, composicion literaria, doctrina, etc., que se comunica, se
transmite o se mantiene de generacion en generacion.

e Yuca: Planta de América tropical que puede alcanzar hasta 10 m de altura, de tallo
lefiloso muy ramificado, corteza hendida de color marrdn rojizo, hojas verdes, largas,
finas, rigidas y punzantes, agrupadas en la base del tronco o de las ramas, flores
blancas y acampanadas, que nacen en grandes espigas terminales, fruto en baya

colgante, carnoso y amarillo; la raiz es un tubérculo comestible.

11. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS

e CoOmo garantizamos el aislamiento de los microorganismos causantes de la

fermentacién en bebidas ancestrales?

Podemos garantizar el aislamiento de los microrganismos fermentadores mediante la
utilizacion correcta de protocolos de muestreo, de técnicas siembra y estriado, para luego

realizar una purificacion apropiada de los microorganismos de interés.

e ¢ Por qué realizamos la caracterizacion e identificacion de estos

microorganismos causantes de la fermentacion?

Con el aislamiento, la caracterizacion e identificacion de estos microrganismos se pretende
conocer los tipos de microrganismos que ayudan a fermentar la chicha de yuca, conservando
sus caracteristicas organolépticas originales para una posterior investigacion e

industrializacion con correctos procesos de elaboracidn de la misma bebida.
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12. METODOLOGIAS

12.1. Tipos de investigacion

e Investigacion estratégica

Tiene como objetivo entender los procesos relevantes para los sectores productivos, de modo
que su comportamiento pueda ser predicho bajo variedad de condiciones y
subsecuentemente manipulados para crear o mejorar las tecnologias. El propoésito es
desarrollar conceptos que tengan un potencial de aplicacién amplio para resolver problemas
importantes para el desarrollo sostenible.

e Investigacion bésica

Tiene como objetivo mejorar de conocimientos, mas que generar resultados o tecnologias
que beneficien a la sociedad en el futuro inmediato. Este tipo de investigacion es esencial
para el beneficio econdémico a largo plazo, pero, como se menciond antes, no es normalmente

aplicable directamente al uso tecnolégico.

e Investigacion descriptiva

Tiene como objetivo llegar a conocer las situaciones, costumbres y actitudes predominantes
a través de la descripcién exacta de las actividades, objetos, procesos y personas. Su meta
no se limita a la recoleccidn de datos, sino a la prediccién e identificacion de las relaciones

que existen entre dos 0 mas variables.

Los investigadores no son meros tabuladores, sino que recogen los datos sobre la base de
una hipdtesis o teoria, exponen y resumen la informacion de manera cuidadosa y luego
analizan minuciosamente los resultados, a fin de extraer generalizaciones significativas que
contribuyan al conocimiento. Este tipo de investigacion sera utilizada para aislar e identificar
microorganismos fermentadores de dos tipos de chicha de yuca que se realizan en la regién

amazonica con el fin de caracterizar a los microrganismos presentes.

12.2. Métodos de la investigacion.

e Método comparativo

Cuando hablamos de este método sabemos que se utiliza para buscar similitudes y

comparaciones que nos ayudan a verificar algunas teorias, siempre tratando de encontrar
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coincidencias. Cuando hablamos de este método sabemos que se utiliza para buscar
similitudes y comparaciones que nos ayudan a verificar algunas teorias, siempre tratando de

encontrar coincidencias. El presente método seréa utilizado para
e Meétodo cualitativo

Este tipo de investigacion nos proporciona datos no cuantificables que se basan
principalmente en la observacién, debemos tener en cuenta que la informacion que
obtenemos con este método de investigacion es muy subjetiva, ademas no nos permite
explicar algunos fendmenos de una manera mas clara. Aunque los datos no sean del todo
precisos, pueden ser utilizados luego para su respectivo analisis y dando en algunos casos
una mejor explicacion sobre el caso o fendmeno que se esté estudiando. El presente método
sera utilizado para determinar qué tipo de microrganismos fermentadores es de mayor

eficiencia en base al aislamiento e identificacion para posteriormente caracterizarlos.
e Meétodo cuantitativo

Este método se basa en los estudios o andlisis de la realidad haciendo uso de distintos
procesos que se basan en la medicion. La meta principal del método cuantitativo es el
encontrar un conocimiento mas amplio de algun caso usando datos detallados, también
podemos decir que los resultados que obtenemos con este método se basan en estadisticas,

mediciones, teste y otros mas, ademas son considerados resultados generalizados.

12.3. Técnicas de investigacion.

e Laentrevista

Es una técnica de recopilacién de informacion mediante una conversacion profesional, con
la que ademas de adquirirse informacion acerca de lo que se investiga, tiene importancia
desde el punto de vista educativo; los resultados a lograr en la misién dependen en gran

medida del nivel de comunicacion entre el investigador y los participantes en la misma.
e Laencuesta

Es una técnica de adquisicion de informacién de interés sociolégico, mediante un
cuestionario previamente elaborado, a través del cual se puede conocer la opinion o

valoracidn del sujeto seleccionado en una muestra sobre un asunto dado.

e Elfichaje
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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. Esta técnica sera empleada en la investigacion al
momento de registrar los datos que se obtengan, para poder organizar de una manera

eficiente la informacion.

12.4. Instrumentos de investigacion.

e Cuestionarios

Consisten en un conjunto de preguntas respecto a una o0 mas variables. Asimismo, se puede
indicar, que son los instrumentos de recoleccion de datos mas utilizados. Es de hacer notar,
que el contenido de las preguntas que constituyen un cuestionario puede ser variado.
Igualmente, es posible acotar, que existen basicamente dos tipos de preguntas: las cerradas

(cerradas dicotomicas y cerradas con varias alternativas) y las abiertas.
e Las fichas

Las fichas se utilizan para registrar y resumir los datos extraidos de fuentes bibliogréaficas
(como libros, revistas y periddicos) o no bibliogréficas. Tradicionalmente las fichas eran
tarjetas de forma rectangular de diversos tamafios. Las fichas se utilizan como medios para
realizar un trabajo de investigacion. Contienen datos de identificacion de las obras,
conceptos, ideas, resimenes, sintesis, entre otros. La aplicacion de las fichas es para ingresar
datos de manera organizada que posteriormente nos ayudaran a obtener resultados eficientes

y de manera correcta.

12.5. Muestreo y almacenamiento en frio

El muestreo se realizé posteriormente a la elaboracion de los dos tipos de chicha de yuca
(negra y wiwis) siguiendo protocolos para evitar una posible contaminacién. Se tomaron
muestras de las chichas en envases estériles, las cuales fueron empacadas individualmente,
luego dentro de un refrigerador se almacenaron a una temperatura de 4°C a 8°C, para que
posteriormente manteniendo una cadena de frio las muestras sean trasportadas hasta el
laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi en la ciudad de
Latacunga.
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12.6. Pre-enriguecimiento

El objetivo de esta etapa es principalmente para que los microorganismos se revitalicen y se
recuperen mediante la proporcion de nutrientes. En el laboratorio se realiz6 caldo nutritivo
el cual abarca un alto contenido de nutrientes lo cual facilito su desarrollo. Luego de ello se
tomd una muestra representativa (10 ml) de las chichas para colocarlo en un volumen de a

100 ml de caldo. Se incubo a una temperatura de 37 °C por 48 horas.

12.7. Aislamiento

El propdsito del aislamiento es tener cepas separadas que tengan caracteristicas propias. Se
utiliz6 la técnica de estriado con la cual se consiguié cepas aisladas, utilizando agar
Sabouraud dextrosa y el agar MRS. Se esterilizo el asa de siembra ondedndola en el mechero
hasta que la punta del mismo dio un color rojo, después de que el asa se enfrio se procedid
a tomar una porcion del caldo nutritivo luego se realiza un estriado por cuadrantes donde se
divide la parte inferior de la caja Petri en cuatro partes iguales. Se esteriliza el asa y se estria
el ler cuadrante con el procedimiento basico de S. Se trabaja en el sentido de las manecillas
del reloj, estriando cuadrante por cuadrante. La incubacidn se realizé a una temperatura de
37 °C enun lapso de 18 a 48 horas. Transcurrido este tiempo se procedio a purificar las cepas

transfiriéndolas hacia un cultivo estéril, donde se obtuvo cepas puras.

12.8. Caracterizacion

Las unidades formadoras de colonias se caracterizaron en funcion de: color, borde, forma,
textura y superficie. Para la caracterizacion microscépica se realizé una tincion simple y una
tincion Gram, en el cual se utiliz6 un microscopio con el lente de 100X y se procedi6 a
reconocer las caracteristicas celulares, pudimos registrar las imagenes con la ayuda de una

camara incluida en el microscopio y de un programa de computadora llamado 1SCapture.

e Tincion Gram

Para la identificacion de microorganismos Gram positivos y Gram negativos se aplico el

método de tincion Gram siguiendo la metodologia propuesta por (Toro, 2013).

Se tomd una pequefia muestra de microorganismo de la placa Petri con la ayuda de un asa
anticipadamente esterilizada, se realiz6 un frotis con la afiadidura de una gota de agua en una

porta objetos, se llevé a secado a lado de la llama del mechero y se onded 3 veces hasta que
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se logro fijar la muestra. A continuacion, se puso 1 gota de azul de metileno sobre la fijacion
y se dej6 actuar por 1 minuto, después se enjuagd con agua destilada con la ayuda de una
piseta hasta eliminar excesos; luego se puso 1 gota de lugol, se dejé actuar por 1 minuto y
se lavo. Posterior a esto se agrego 2 gotas de alcohol cetona, se lavd y por ultimo se afiadié
2 gotas de safranina, se volvid a enjuagar y se llevo al porta objetos al microscopio con 1

gota de aceite de inmersion sobre la muestra para ser observada.
e Tincion simple

La tincién simple nos proporciona exclusivamente informacion acerca de la forma, tamafio
y tipo de agrupacion de los microorganismos. Sin embargo, tiene la ventaja de ser un método
muy sencillo y rapido. Tortora, (2007).

Sobre un portaobjetos colocamos una gota de agua y una pequefa alicuota de un cultivo
bacteriano con el asa de siembra estéril, posteriormente se realizo el frotis, formando una
pelicula homogénea sobre el portaobjetos con el asa de siembra. Fijamos la preparacion,
pasando a través de la llama del mechero, luego se cubri6 con una pelicula de colorante (azul
de metileno) durante 1 minuto, enjuagamos el exceso de colorante con agua y dejamos secar
al aire y se llevo al porta objetos al microscopio con 1 gota de aceite de inmersion sobre la

muestra para ser observada.

12.9. ldentificacion

Se realizd la identificacion mediante la utilizacion de las pruebas bioquimicas APl 50CHL
donde se tomd como referencia que estas pruebas estan destinadas a la identificacion del
género la Lactobacillus y microorganismos cercanos, también nos permite realizar el estudio

de fermentacion de 49 azlcares de la galeria APl CH.

A los microorganismos ya aislados se realizé un pre-enriquesimiento nutricional para que se
revitalicen, con el fin de lograr resultados confiables en la utilizacién de dichas pruebas.
Posteriormente a eso se inocula en cada tubo de la galeria para después ser incubada a una
temperatura de 37°C donde el catabolismo de los glucolisis produce acidos organicos que

hacen el viraje del indicador del pH.
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13. RESULTADOS

Se aislo diversos tipos de microorganismos a partir de dos tipos de chicha, donde se obtuvo
19 cepas de la chicha negra y 18 de la wiwis, seleccionamos las cepas de mayor relevancia
basandonos en sus caracteristicas morfolégicas de las colonias y de las caracteristicas

microscopicas, siendo 8 cepas procedentes de la chicha negra 'y 7 de la wiwis.

13.1. Caracterizacion e identificacion (cepas de la chicha negra).

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la levadura Saccharomyces cerevisiae ya que reacciono a los pasillos de glucosa, maltosa,
sucrosa, trehalosa y rafinosa. Complementando; en la figura 2A las unidades formadoras de
colonias presentan un color crema blanca, una textura pastosa, una superficie acuminada, su
forma puntiforme, sus bordes redondeados con 1 0 2 mm de diametro. En la figura 2B se
muestra que la levadura presenta caracteristicas de tincion Gram positiva presentado una
forma celular de coco observadas microscopicamente como muestra la figura 2C. Por otra

parte

Figura 2. A. Colonia; B, C. Células.

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la levadura Kluyveromyces marxianus ya que reacciono a los pasillos de glucosa, mamnosa,
sucrosa, arbutina y xilitol. Complementando; en la figura 3A las unidades formadoras de
colonias presentan un color crema roja, una textura pastosa, una superficie convexa, su forma
circular, sus bordes redondeados con 3 a 5 mm de didmetro. En la figura 3B se muestra que
la levadura presenta caracteristicas de tincion Gram negativa presentado una forma celular

de coco observadas microscépicamente como muestra la figura 3C.
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Figura 3. A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la levadura Candida tropicalis ya que reacciono a los pasillos de glucosa, sorbosa, sucrosa,
adonitol y sacarosa. Complementando; en la figura 4A las unidades formadoras de colonias
presentan un color crema amarilla, una textura pastosa, una superficie convexa, su forma
filamentosa, sus bordes filamentosos con 2 a 3 mm de diametro. En la figura 4B se muestra
que la levadura presenta caracteristicas de tincion Gram positiva presentado una forma

celular de coco observadas microscopicamente como muestra la figura 4C.

Figura 4. A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la levadura Candida lusitanae ya que reacciono a los pasillos de glucosa, sacarosa, inulina,
turanosa y tagatosa. Complementando; en la figura 5A las unidades formadoras de colonias
presentan un color crema amarilla, una textura pastosa, una superficie acuminada, su forma
circular, sus bordes redondeados con 2 a 3 mm de didmetro. En la figura 5B se muestra que
la levadura presenta caracteristicas de tincion Gram negativa presentado una forma celular

de bacilo observadas microscopicamente como muestra la figura 5C.
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Figura 5. A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la bacteria acido lactica Lactobacillus casei ya que reaccioné a los pasillos de glucosa,
maltosa, gentiobiosa, salicina y dulcitol. Complementando; en la figura 6A las unidades
formadoras de colonias presentan un color crema blanca, una textura pastosa, una superficie
acuminada, su forma circular, sus bordes redondeados con 3 a 4 mm de diametro. En la
figura 6B se muestra una bacteria acido lactica que presenta caracteristicas de tincion Gram
positiva. En la figura 6C se determina que presenta una forma celular de bacilo observadas
microscopicamente como muestra la figura 6C.

Figura 6. A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la bacteria &cido lactica Leuconostoc oenos ya que reacciond a los pasillos de glucosa,
trehalosa, melezitosa y sorbitol. Complementando; en la figura 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



35

muestra una bacteria acido lactica que presenta caracteristicas de tincion Gram negativa. En
la figura 7C se determina que presenta una forma celular de bacilo.

Figura 7. A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la levadura Candida lusitanae ya que reacciond a los pasillos de glucosa, sorbosa,
gentiobiosa, trehalosa y ucosa. Complementando; en la figura 8A las unidades formadoras
de colonias presentan un color crema amarilla, una textura pastosa, una superficie convexa,
su forma irregular, sus bordes redondeados con 2 a 3 mm de didmetro. En la figura 8B se
muestra una bacteria acido lactica que presenta caracteristicas de tincion Gram negativa. En
la figura 8C se determina que presenta una forma celular de bacilo.

Figura 8. A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la bacteria acido lactica Lactobacillus plantarum ya que reacciond a los pasillos de glucosa,
glicerol, arabinosa, y melibiosa. Complementando; en la figura 9A las unidades formadoras
de colonias presentan un color crema amarilla, una textura pastosa, una superficie convexa,

su forma circular, sus bordes redondeados con 2 a 3 mm de diametro. En la figura 9B se
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muestra una bacteria acido lactica que presenta caracteristicas de tincion Gram negativa. En
la figura 9C se determina que presenta una forma celular de bacilo.

Figura 9. A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

13.2. Caracterizacion e identificacion (capas de la chicha wiwis).

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la bacteria &cido lactica Streptococcus thermophilus ya que reacciondé a los pasillos de
glucosa, rafinosa, melezitosa, melibiosa y rafinosa. Complementando; en la figura 10A las
unidades formadoras de colonias presentan un color crema amarilla, una textura pastosa, una
superficie plano convexo, su forma irregular, sus bordes ondulados con 3 a 5 mm de
diametro. En la figura 10B se muestra la levadura con tincién Gram negativa presentado una

forma celular de coco observadas microscopicamente como muestra la figura 10 C.

Figura 10.  A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas biogquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la levadura Saccharomyces cerevisiae ya que reacciono a los pasillos de glucosa, maltosa,
sucrosa, trehalosa y rafinosa. Complementando; en la figura 11A las unidades formadoras

de colonias presentan un color crema blanca, una textura pastosa, una superficie convexa, su
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forma irregular, sus bordes lobulados con 1 0 2 mm de diametro. En la figura 11B se muestra
que la levadura presenta caracteristicas de tincion Gram positiva presentado una forma

celular de coco observadas microscopicamente.

Tperw

Figura 11.  A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioguimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la levadura Candida lusitaniae ya que reacciond a los pasillos de glucosa, sacarosa, inulina,
turanosa y tagatosa. Complementando; en la figura 12A las unidades formadoras de colonias
presentan un color crema blanca, una textura pastosa, una superficie plana, su forma circular,
sus bordes ondulados. En la figura 12B se muestra que la levadura presenta caracteristicas
de tincibn Gram positiva presentado una forma celular de bacilos observadas

microscopicamente como muestra la figura 12C.

Figura12. A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la bacteria acido lactica Lactobacillus bulgaricus ya que reacciono a los pasillos de glucosa,
tagatosa, sucrosa, acetilglucosamina y maltosa. Complementando; en la figura 13A las

unidades formadoras de colonias presentan un color crema blanca, una textura pastosa, una
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superficie papilada, su forma rizoide, sus bordes ondulados. En la figura 13B se muestra que
la levadura presenta caracteristicas de tincién Gram negativo presentado una forma celular

de bacilos observadas microscépicamente como muestra la figura 13C.

Figura13. A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la bacteria acido lactica Lactobacillus casei ya que reacciond a los pasillos de glucosa,
maltosa, gentiobiosa, salicina y dulcitol. Complementando; n la figura 14A las unidades
formadoras de colonias presentan un color crema blanca, una textura pastosa, una superficie
acuminada, su forma circular, sus bordes redondeados con 2 a 3 mm de diametro. En la
figura 14B se muestra una bacteria acido lactica que presenta caracteristicas de tincion Gram

negativa. En la figura 14C se determina que presenta una forma celular de bacilo.

Figura 14.  A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioguimicas mencionadas en la investigacion, se logré identificar a
la bacteria &cido lactica Lactobacillus plantarum ya que reacciond a los pasillos de glucosa,
glicerol, arabinosa, y melibiosa. Complementando; en la figura 15A las unidades formadoras
de colonias presentan un color crema amarilla, una textura pastosa, una superficie convexa,

su forma irregular, sus bordes redondeados con 2 a 3 mm de diametro. En la figura 15B se
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muestra una bacteria acido lactica que presenta caracteristicas de tincion Gram negativa. En
la figura 15C se determina que presenta una forma celular de bacilo.

Figura 15.  A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicando las pruebas bioquimicas mencionadas en la investigacion, se logro identificar a
la bacteria acido lactica Leuconostoc oenos ya que reacciond a los pasillos de glucosa,
trehalosa, melezitosa y sorbitol. Complementando; en la figura 16A las unidades formadoras
de colonias presentan un color crema amarilla, una textura pastosa, una superficie convexa,
su forma filamentosa, sus bordes redondeados con 2 a 3 mm de diametro. En la figura 16B
se muestra una bacteria acido lactica que presenta caracteristicas de tincion Gram negativa.
En la figura 16C se determina que presenta una forma celular de bacilo.

Figura 16.  A. Colonia; B, C. Células

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019
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14. IMPACTOS

14.1. Impacto técnico

En el presente proyecto de investigacion tiene un impacto positivo en la parte de
investigacion por el hecho de aislar, identificar y caracterizar microorganismos
fermentadores que estan presentes en las bebidas ancestrales como es la chicha de yuca, con

el fin de lograr una posterior industrializacion.

14.2. Impacto social

En el impacto social tiene una influencia positiva para la sociedad, gracias a la investigacion
sobre el aislamiento e identificacion de microrganismos fermentadores, ya que daré un valor
agregado al producto final y por ende las comunidades indigenas de la amazonia podran
industrializar siguiendo correctos pardmetros de producciéon de la la chicha de yuca

manteniendo sus caracteristicas organolépticas propias del producto.

14.3. Impacto ambiental

La presente investigacion tiene un impacto ambiental neutral ya que al momento de realizar
el aislamiento se realiz6 con material reutilizable y organico, los residuos que posiblemente
podian ejercer un impacto negativo al medio ambiental se los trato adecuadamente para su
posterior desecho con la finalidad de evitar posibles contaminaciones en el laboratorio de

microbiologia .

14.4. Impacto Econémico

El impacto econémico sera favorable ya que con la industrializacion de la chicha de yuca
que conservara sus caracteristicas organolépticas las pequefias comunidades indigenas

podran dedicarse a este nuevo proyecto y asi crecer econdmicamente
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15. PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL PROYECTO

Tabla 6

Sugerencia del presupuesto del proyecto.

Elementos Cantidad Unidad Costo Unitario  Costo total
Chicha de yuca 4 Lt 5.00% 20.00%
MATERIALES

Asas siembra 2 u 10.00% 20.00$
Cajas Petri 100 u 0.35% 35.00%
Papel filtro 3 u 3.00$ 9.00$
Algodén 1 u 2.00$ 2.00$
Agares 3 u 60.00% 180.00%
Porta y cubre objetos 100 u 0.15% 15.00$
REACTIVOS

Aceite de inmersion 100 mi 10.00% 10.00%
Parafina 100 mi 8.00$ 8.00$
Azul de metileno 100 ml 10.00% 10.00$
Alcohol 1000 ml 5.00% 5.00%
API 1 Kit 500.00% 500.00%
SUMINISTRO DE OFICINA

Impresiones y copias 400 U 0.05% 20.00%
Internet 60 Horas 0.75% 45.00%
Anillados 6 u 2.00$ 12.00$
imprevistos 1 _ _ 30.00%
EQUIPOS

Microscopio 25 Hora de alquiler  1.00$ 25.00%

Termometro 1 U 15.00% 15.00%
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Estufa 1 Hora de alquiler  5.00$ 5.00$
Mechero 1 Hora de alquiler  5.00% 5.00$
Pipetas de Imly 10ml 2 U 5.00$ 10.00%
Micropipetas 2 U 6.00% 12.00%
Incubadora 72 Hora de alquiler  0.50% 36.00%
TRANSPORTE Y ALIMENTACION
Transporte 60 Dias 0.70$ 155.00%
Alimentacion 2 Personas 40.00% 80.00%
TOTAL 1151.00%

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)
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CONCLUSIONES

Siguiendo protocolos de muestreo y usando adecuadamente la técnica de estriado en
medio especifico, obtuvimos 19 cepas de la chicha negra y 18 de la wiwis. Se purifico
y se seleccionaron las muestras mas representativas, 8 cepas pertenecen a la chicha
negray 7 de la chicha wiwis.

Caracterizamos las unidades formadoras de colonias por medio de pruebas
microbioldgicas, donde se tomd en cuenta las caracteristicas morfolégicas (color,
textura superficie, forma y borde) en el cual su gran mayoria son de color crema o
blanca, su textura pastosa, de superficies acuminada, convexa y plana, de formas
puntiforme, circular y filamentosa, y bordes redondeados, filamentosos y lobulados.
De igual forma microscépicamente su forma celular a partir de la tincién gram y
simple. Obteniendo como datos resultantes cuatro cepas gram positivas y once
negativas y segun sus formas celulares determinamos 6 cocos y 9 bacilos.

Se logro identificar a las levaduras (Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis,
Kluyveromyces marxianus, Candida lusitanae, Schizosaccharomyces pombe,) y a las
bacterias acido lacticas (Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus y

Streptococcus thermophilus) aplicando las pruebas bioquimicas API 50CHL.
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RECOMENDACIONES

Es necesario que en trabajos posteriores corroboren la identificacion genética
mediante pruebas de secuenciacion de ADN basandose en los datos aqui encontrados
en este proyecto, que no fueron caracterizadas por no ser un objetivo de este trabajo
de investigacion.

Mediante la utilizaciéon de las cepas ya aisladas de los microorganismos
fermentadores se puede realizar trabajos de investigacion relacionados a la sinergia,
antagonismo y del potencial probiético de los microorganismos.

Someter a las cepas aisladas a diversas pruebas de fermentacion directa en el mosto
de la yuca, para determinar la adaptabilidad exacta de las levaduras al contenido

nutricional del tubérculo.
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Anexo 1. Aval de Traduccion




AnNexo 2.

Chucohilan

Guangaje

@ Zumbagua

Macuchi

Angamarco
Pinllopeta

Faounda Vela

Seniatug

49

Ubicacion geogréfica.

Toacazo

Tanmouoy

Haquisih

Universidad Técnica
de Cotopaxi

P Q
o ceypan

Malvedao

Huagrahuas

Parroguin
Antonio Jose Yanhayacu
Holguin

Pillao

L

Ambato

Melileo

Anexo 3. Mapa Fisico de Universidad Técnica de Cotopaxi

Vista fisica de la ubicacion de la Universidad Técnica de Cotopaxi del Campus Salache,

donde se ejecutara el proyecto de investigacion.
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Cepa35

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)
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Anexo 7. Caracterizacion por medio de pruebas microbioldgicas
COLOR | TEXTUR | SUPERFICI FORMA BORDES TINCIO FORMA
A E N GRAM | CELULA
R
Cepal Crema Pastosa Acuminada | Puntiforme | Redondead + Coco
blanca 0
Cepa3 Crema Pastosa Convexa Circular Redondead - Coco
roja 0
Cepad Crema Pastosa Acuminada | Filamentos | Filamentosa + Coco
amarilla a
Cepa7? Crema Pastosa Acuminada Circular Redondeada - Bacilo
amarilla
Cepa8 Crema Pastosa Planoconvex Irregular Ondulado - Coco
amarilla a
Cepal Crema Pastosa Convexa Irregular Lobulado + Coco
3 amarrill
a
Cepal Crema Pastosa Plana Circular Ondulada - Coco
4 blanca
Cepal Crema Pastosa Papilada Rizoide Ondulado - Bacilo
7 blanca
Cepa2 Crema Pastosa Acuminada Circular Redondead + Bacilo
2 blanca 0
Cepa2 Crema Pastosa Plana Filamentos | Redondeada - Bacilo
7 amarilla a
Cepa2 Crema Pastosa Convexa Irregular Redondeada - Bacilo
9 amarilla
Cepa3 Crema Pastosa Convexa Circular Redondeada - Bacilo
0 amarilla
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Cepa3 Crema Pastosa Acuminada Circular Redondeada Bacilo
1 blanca

Cepa3 Crema Pastosa Convexa Irregular | Redondeada Bacilo
2 amarilla

Cepa3 Crema Pastosa Convexa Filamentos | Redondeada Bacilo
5 amarilla a

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)
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Anexo 8. Procedimientos para aislar e identificar microorganismos

fermentadores en dos tipos de chicha de yuca (negray wiwis)

Almacenamiento de las muestras a una

temperatura de menos 0°C

Pre enriquecimiento de las muestras a base

de caldo nutritivo

Elaborado por: Martinez y Paredes
(2019)

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Preparacion de agar Sabouraud dextrosa y
el agar MRS.

Colonias de microorganismos aislados en

base de dos tipos de chicha

Elaborado por: Martinez y Paredes
(2019)

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Tinsion simbre y tinsion gram

Visualizacion microscopica y recoleccion de

iméagenes .
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Elaborado por: Martinez y Paredes

(2019)

Elaborado por: Martinez y Paredes (2019)

Aplicacion de los microorganismis

aislados en las pruebas bioquimicas

Resultados de que obtuvimos en las pruebas
bioguimicas APl 50CHL
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