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RESUMEN

Los probidticos son microorganimos vivos que al ser consumidos en concentraciones adecuadas
proveen de beneficios para la salud de quien los consume. Por esto el objetivo de esta investigacion es
determinar si una bebida fermentada de Rosa de Jamaica puede considerarse un alimento probidtico o
no. Para esto se llevd a cabo un andlisis de microbiologia clasica y biologia molecular con el fin de
identificar a nivel de especie el microorganismo responsable de llevar a cabo la fermentacion; y un

analisis de fermentacion y cinética microbiana.

Se identificd que el microorganismo presente durante todo el periodo de fermentacion fue la
levadura Wickerhamomyces anomalus, la cual no se considera probiotica. Se logré determinar ademas
que la concentraciéon maxima de microorganismos fue menor a la requerida por la Food and Drug
Administration (FDA) para considerar el alimento fermentado como un alimento probidtico. Finalmente
se logro proponer un modelo cinético que ajustd a el comportamiento de las diferentes variables de la

fermentacion de la bebida de Rosa de Jamaica.
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I. INTRODUCCION

Los microorganismos son seres vivos que se pueden observar solamente con un microscopio, estos
habitan casi en todos los ambientes, y llevan a cabo una infinidad de procesos. Los microorganismos como
bacterias, levaduras y virus han sido, por mucho tiempo, asociados con la causa de muchas enfermedades y
procesos de descomposicion; sin embargo, hoy en dia se ha descubierto que la gran mayoria de
microorganismos no representan un riesgo para los seres humanos. Es mas, se ha descubierto que muchos de
estos, al ser consumidos en cantidades adecuadas, pueden ser de beneficio para la salud de quien los consume,

a estos microorganismos se les conoce como probidticos, (Specter, 2012).

Dada la capacidad de ciertos microorganismos para aportar beneficios a la salud, hoy en dia se producen,
formulan y comercializan muchos productos probioticos. Los productos se encuentran principalmente, como
alimentos, bebidas y suplementos. Muchas bacterias de diferentes géneros y la levadura Saccharomyces
boulardii son microorganimos probidticos a los cuales se les ha atribuido promover de beneficios a la salud,
tales como: Proteccion al recubrimiento del intestino, disminucion de sintomas gastrointestinales como

diarrea y estrefiimiento, entre otros, (Ganguly, 2011).

La identificacion de microorganismos en alimentos, bebidas y otros medios de cultivo, se da a través de
técnicas de microbiologia clasica, tales como: Aislamiento en medios de cultivo, tanto en medios nutritivos
como especificos; tincion y observacion bajo el microscopio, pruebas de motilidad y baterias bioquimicas.
Asi como técnicas de biologia molecular, como lo son: Extraccion, purificacion y amplificacion de ADN, y

secuenciacion del genoma, (Diz, 2020).

Para poder determinar la concentracion de sustratos y productos de una fermentacion es necesario llevar
a cabo técnicas analiticas tales como cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y conteo de celulas por
medio de equipos analiticos, tales como el equipo de conteo celular Muse. Estas técnicas analiticas permiten
determinar el modelo cinético de una fermentacion, el cual sirve para calcular la variacion de parametros

fermentativos con respecto al tiempo, (Lee, 2009).



II. JUSTIFICACION

El proceso artesanal de produccion de bebidas probiodticas en Guatemala generalmente carece de un
respaldo técnico y cientifico que permita asegurar la calidad del producto final. Ain cuando se han establecido
los beneficios del consumo de bebidas probidticas para la salud, es de importancia tener un fundamento

experimental del proceso fermentativo de las mismas.

Debido a que no se conoce la concentracion ni la identidad de los microorganismos presentes en la
bebida, tampoco se pueden determinar las concentraciones de los productos fermentativos que se obtienen a
partir de la fermentacion de los azucares en ella. Segun la administracion de alimentos y medicamentos de
América (FDA), para que un alimento sea considerado un alimento probidtico este debe de contener por lo
general una concentraciéon mayor de entre 10X10° y 10X108 UFC/mL o una concentracion de entre 10X102

y 10X101°UFC/dosis de células viables por porcion, (Sanchez et. al, 2015).

Llevar a cabo un andlisis de microbiologia clasica y biologia molecular permite identificar los
microorganismos presentes en un alimento fermentado. Analizar la concentracion de sustratos y productos
de la fermentacion permite proponer un modelo cinético que modele la variacion de los parametros
fermentativos en el tiempo. Ambos estudios cientificos, junto con los estandares previamente mencionados,

permiten determinar si un alimento, bebida o suplemento puede considerarse como un producto probidtico.



IHI. OBJETIVOS

1. General

- Identificar, por microbiologia clasica y biologia molecular, las especies presentes en la microbiota
de una bebida fermentada de Rosa de Jamaica para establecer su capacidad probidtica, y proponer

un modelo de su cinética de reaccion.

2. Especificos

- Aislar y clasificar usando microbiologia clasica, los microorganismos presentes en una bebida
probidtica, fermentada de Rosa de Jamaica; para seleccionar los microrganismos y llevar a cabo la

secuenciacion de genoma.

- Realizar la extraccion, purificacion y secuenciacion de genoma de los microorganismos
seleccionados, para identificar a nivel de especie, las bacterias y levaduras de la bebida fermentada

y su capacidad probiotica.

- Determinar el cambio de la concentracion de microorganismos, sustratos y productos fermentativos

en funcion del tiempo, utilizando técnicas analiticas, para la determinacion del modelo cinético.



IV. MARCO TEORICO

1. Rosa de Jamaica

La Rosa de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) es una planta originaria de la India, la cual se utiliza para
infusiones o extracciones para bebidas. La planta es una hierba que crece de 2 a 2.5 m de altura. La misma se
cosecha en climas calidos de baja altura de alta precipitacion. Las hojas poseen de 3 a 5 1dbulos y de 8 a 15
cm de largo. La planta se considera comestible y ttil debido a sus propiedades medicinales. Son ricas en
vitaminas, carbohidratos naturales, proteinas, taninos, gomas y otros antioxidantes y minerales. Por cada 100
g de Rosa, posee 49 calorias, 84.5% de agua, 1.99 g de proteina, 0.1 g de grasa, 12.3 g de carbohidratos, 2.3
g de fibra, 1.2 g de cenizas, 1.72 mg de calcio, 57 mg de fosforo, 2.9 mg de hierro, 300 mg de vitamina A y

14 mg de acido ascorbico (Salazar, et. al., 2012).

1.1.Descripcion botanica

El genero Hibiscus esta compuesta por mas de 300 especies de hierbas, arbustos o arboles (Wang et. al.,
2012). La distribucion y el origen de esta es incierta, aunque se cree que fue en la India el origen de esta
especie. Hoy en dia, la Rosa de Jamaica se cultiva en regiones tropicales y subtropicales (Morton, 1987) de
las que se incluyen India, China, Malasia, Egipto, México, Guatemala, entre otros. Aunque no se tiene un
registro especifico de como llego la especie a Guatemala, se cree que fue debido a los esclavos provenientes
de Jamaica, que laboraron en el primer ingenio azucarero de Centro América, fundado por los frailes
Dominicos en 1569 (Hidalgo et. al., 2009). Existen dos variedades principales del Hibiscus: la Hibiscus
altissima wester, cultivada por su fibra similar al yute y la segunda es la Hibiscus sabdariffa. La segunda
variedad incluye formas tupidas mas cortas. La primera variedad posee calices comestibles verdes, con rayas
rojas; mientras que la segunda posee calices comestibles de color amarillo verdoso y también producen fibra

(Morton, 1987).

1.1.1. Descripcion morfolégica

La especie de Hibiscus sabdariffa es un subarbusto herbaceo, erecto, tupido que puede llegar a medir
hasta 2.5 m de altura, con tallos lisos, cilindricos y rojos. Las hojas poseen un tamafio de 7.5 a 12.5 cm de
largo, son de color verde con caracteristicas rojizas y peciolos largos o cortos. Las flores que nacen miden
hasta 12.5 cm de ancho, son amarillas o beige con un toque Rosa o marrdn, y se vuelven rojizas a medida que
se marchitan al finalizar el dia de cosecha. Con respecto al sabor, el céliz, los tallos y las hojas son acidos y

poseen un sabor similar a los arandanos (Ross, 2003).



1.1.2. Descripcion de cultivo

La especie de Hibiscus sabdariffa se puede cultivar en suelos drenados, aunque también puede cultivarse
en suelos secos, por lo que puede aguantar sequias. Requiere un crecimiento de 4 a 8 meses con temperaturas
de mayores a 20 C, asi como también 13 h de luz solar, con una precipitacion de entre 130-250 mm mensuales.
La alta cantidad de lluvia, asi como también la alta humedad de cosecha pueden provocar alteraciones en la
calidad de los calices y reducir el rendimiento. La calidad de la flor esta determinada por el stock de semillas,
las condiciones de cultivo, el manejo post cosecha y el secado. La mayoria de veces, la planta crece como
cultivo complementario y es susceptible a hongos, bacterias e insectos. Una sola planta puede producir 1.5

kg de fruto. Dichos rendimientos pueden ser de 10 t/ha (EcoCrop., 2007).

1.2.Usos de la Rosa de Jamaica

Existen diferentes usos que se la da a la flor de Rosa de Jamaica, de las cuales se incluyen usos culinarios,

medicinales y cosméticos debido a sus distintas propiedades.

1.2.1. Usos culinarios

La flor seca de Rosa de Jamaica se utiliza principalmente para la elaboracién de bebidas naturales, las
cuales, con afiadidos como azlcar, generan un fresco tradicional. De igual manera, se utilizan en la
preparacion de bebidas a bases de hierbas, bebidas calientes, bebidas fermentadas, vino, mermeladas, dulces,
helados, chocolates, entre otros. En Guatemala, se utiliza principalmente para la elaboracion de un fresco
tradicional de la region (Hidalgo et. al., 2009). En otras partes, se utiliza la infusién de Rosa de Jamaica como
colorante en la industria textil. En Sudan, las hojas se comen verdes o secas, se cocinan con cebolla, mientras
que en Malasia las hojas cocidas se comen como verduras (Ismail, Ikram & Nazri, 2008). Por otra parte, en
China como en Africa Occidental, las semillas se utilizan para la extraccion de aceite, asi como también como

sustituto del café (Morton, 1987).

1.2.2. Usos medicinales

En India, Africa, México, Guatemala y otros paises, se utilizan las infusiones de Rosa de Jamaica debido
los efectos diuréticos, coleréticos, febrifugos e hipotensores de la bebida. Esto provoca una disminucion de
la viscosidad de la sangre y estimula la peristasis intestinal. De igual manera, en Egipto se utiliza dicha
infusion para el tratamiento contra problemas cardiovasculares y nerviosas. En la medicina popular china, se

utiliza para tratar los trastornos hepaticos y la presion arterial alta (Morton, 1987).



1.2.3. Alimentacion animal

Las hojas de la Rosa de Jamaica se pueden utilizar para forraje y fibra para animales. Las semillas se
pueden utilizar para alimentar aves de corraly ovejas y el residuo de la extraccion de aceite de las semillas se

puede utilizar para ganado y pollos (Plotto, 2004).

1.3.Fitoquimica

1.3.1. Valor nutricional

La composicion nutricional de la Rosa de Jamaica varia entre variedades, condiciones genéticas,
ambientales, ecologicas y de cosecha. Principalmente, la Rosa de Jamaica posee 1.9% de proteina, 0.1% de
grasas, 12.3% carbohidratos y 2.3% de fibra. Por otra parte, posee 14 mg/100 g de vitamina C y 57 mg/100
g de hierro (Ismail, Ikram & Nazri, 2008). Por otra parte, las semillas contienen 21.85% de aceite, 27.78%
de proteina, 21.25% de carbohidratos, 16.44% de fibra cruda y 6.2% de cenizas. Con respecto a los minerales
que posee, el potasio es el que mayor prevalece con 1.329%, luego el sodio con 0.659%, calcio con 0.647%

(Nzikou et al., 2011).

1.3.2. Acidos organicos

Los extractos de Rosa de Jamaica poseen una alta concentracion de acidos organicos como acido citrico,
acido hidroxicitrico, acido de hibilisco, acido malico, entre otros. De igual manera al valor nutricional, la
concentracion de acidos varia por distintos factores de los que se incluyen la cosecha y el procesamiento. El
acido de hibisco representa del 13 al 24%, el acido citrico es de 12 a 20%, acido malico de 2 a 9%, acido

tartarico 8% y de 0.02% a 0.05% de acido ascorbico (Eggensperger y Wilker, 1996).

1.3.3. Acido hibiscus

La Figura 1 es la forma lactona del acido hidroxicitrico. Se compone del acido citrico con un grupo
hidroxilo adicional en el segundo carbono y posee dos diasteredmeros debido a que posee dos centros quirales
en la molécula. El acido hidroxicitrico, acido hibiscus y sus derivados son los principales acidos organicos

en los extractos de Rosa de Jamaica (Beltran-Debon et al., 2010).



Figura 1. Acido citrico y sus derivados.
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1.3.3. Antocianinas

Las antocianinas son un grupo de derivados de flavonoides y pigmentos naturales presentes en las flores
secas de Rosa de Jamaica. El color de estos compuestos varia con respecto al pH. Una de las primeras
antocianinas aisladas en la Rosa de Jamaica fue la hibiscina. A partir de los pigmentos de Rosa de Jamaica,
se aislaron tres antocianinas diferentes. Generalmente, el contenido de estas en los extractos varia de 1.7% al

2.5% (Subramanian & Nair, 1972). La Figura 2 representa la estructura quimica de la antocianina.

Figura 2. Estructura quimica de las principales antocianinas.
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1.3.4. Flavonoides
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La Rosa de Jamaica posee alto contenido de polifenoles del tipo flavonol y flavonol en forma simple o

polimerizada. Se han determinado los principales flavonoides en los extractos, los cuales son hibiscitrina,

sabdaritrina, gosipitrina, gositrina, entre otros (McKay, 2009). Otros antioxidantes presentes en la Rosa de

Jamaica se encuentran el acido clorogénico, acido protocatecuico, acido pelargonidico, eugenol, entre otros

(McKay, 2009).

1.3.5. Compuestos volatiles

Los compuestos volatiles presentes en la Rosa de Jamaica constituyen mas de 25 compuestos de los que

se incluyen derivados de acidos grasos como el 2-etilfurano, derivados de azicar como el 5-metil-2-

furaldehido, derivados fendlicos como el eugenol, terpenos como el limoneno y compuestos diversos como

el acido acético, entre otros (Chen, Huang, Ho y Tsai, 1998). El Cuadro 1 muestra una descripcion general

de los constituyentes presentes en el extracto con agua de Rosa de Jamaica.

Cuadro 1. Compuestos principales en extracto con agua de Rosa de Jamaica.

(Da-Costa, 2013)

Organic acid

Anthocyanins

Hydroxycitric acid

Hibiscus acid

Hibiscus acid glucoside
Hibiscus acid 6-methyl ester

Delphinidin-3-sambubioside
Cyanidin-3-sambubioside

Flavonoids and phenolic acid

Gallic acid

Chlorogenic acid isomer I
Chlorogenic acid

Chlorogenic acid isomer II
5-Hydroxymethylfurfural

Methyl gallate
2-0-trans-Caffeoyl-hydroxicitric acid
5-Caffeoylquinic acid
Myricetin-3-arabinogalactoside
3-Caffeoylquinic acid
Protocatechuic acid

Protocatechuic acid glucoside
Coumaroylquinic acid
Quercetin-3-sambioside
Quercetin-3-rutinoside
5-0-Caffeoylshikimic acid
Leucoside(kaempferol-3-0O-sambubioside)
Quercetin-3-glucoside
Kaempferol-3-O-rutinoside
Feruloyl derivative

Methyl(AS in Methylepigallocatechin)
Myricetin

N-Feruloyltyramide
4-Caffeoylquinic acid
Caffeoylquinic acid isomer
Kaempferol-3-p-coumarylglucoside
Quercetin

Caffeic acid

Galloyl ester

Feruloyl quinic acid derivative
Kaempferol-3-glucoside

Quercetin derivative

Tiliroside



1.4.Actividad biolégica y farmacolégica

1.4.1. Efecto muscular

Diferentes estudios se han realizado de manera in-vivo, principalmente con animales. Los primeros
estudios demostraron que el extracto alcohodlico de Rosa de Jamaica tenia un efecto antiespasmodico al relajar
el utero y las puntas del intestino in vitro (Sharaf, 1962). De igual manera se determiné un efecto relajante en
el musculo liso aortico del conejo (Obiefuna, Owolabi, Adegunloye, Obiefuna y Sofola, 1994). Se determind
que los extractos de Rosa de Jamaica inducian el efecto relajante en la aorta toracica aislada de ratas, mediante

la estimulacion de enzimas. Esto principalmente debido a los polifenoles. (Sarr et al., 2009).

1.4.2. Efecto antibacterial, antifingico y actividad antiparasitaria

Diferentes compuestos presentes en los extractos de Rosa de Jamaica, como el acido protocatéquico.
Estudios realizados determinaron que el acido protocatéquico (a una concentracion de 5 mg/ml de extracto)
inhibi6 el crecimiento de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii (Liu, Tsao y Yin, 2005). Ademas, el acido protocatéquico mostré una mayor
actividad antimicrobiana contra estos patogenos en el caldo que en el plasma humano. El extracto de Rosa de
Jamaica de igual manera demostré efecto antibacteriano contra Streptococcus mutans y especies de
Campylobacter (Campylobacter jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter fetus) que contamina carnes
como aves, res y cerdo en un rango de concentracion de 96 a 152 mg/ml (Yin y Chao, 2008). Por otra parte,
el extracto presentd un efecto positivo en la inhibicién contra varias cepas bacterianas, como S. aureus,
Bacillus stearothermophilus, Micrococcus luteus, Serratia mascences, Clostridium sporogenes, Escherichia
coli, K. pneumonia, Bacillus cereus y fluorescencia de Pseudomonas (Olaleye, 2007), asi como también
inhibicion efectiva contra el crecimiento de bacterias que deterioran los alimentos como Salmonella
typhimurium. Finalmente, los extractos de Rosa de Jamaica, a una concentracion de 200 mg/l, mostraron
efectos antimicrobianos contra tres tipos de bacterias Gram-negativas. El extracto exhibié una mayor

actividad contra Salmonella seguida de Shigella y Enterobacter (Nwaiwu, Mshelia y Raufu, 2012).

2. Probioticos

Segtin la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2001) y

la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2002), los probioticos se definen como microorganismos vivos



que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped. Esta
definicion de probidticos también es adoptada por la Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y
Prebioticos (ISAPP) y se utiliza en la mayoria de las publicaciones cientificas. Sin embargo, esta definicion
no es aceptada por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) o la Administracion de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) en este momento, ya que insisten en que la declaracion de
propiedades saludables incorporada en la definicion no es medible debido a la hecho de que los mercados

comerciales han superado la capacidad de la ciencia para corroborar la evidencia. (Rijkers, 2014)

Como consecuencia, no se han aprobado declaraciones de propiedades saludables fundamentadas para
ningun probiodtico en los EE. UU. Sin embargo, las declaraciones de propiedades saludables, como el
tratamiento y la cura de enfermedades con probiodticos, se pueden medir y se pueden probar con un tipo de

estudios similar a los que se realizan con los.

Aunque la humanidad conoce desde hace siglos los beneficios de consumir alimentos fermentados;
mucho antes de que se descubrieran los microorganismos; el concepto de administrar microorganismos para
conferir un beneficio positivo para la salud comenzo hace mas de un siglo cuando Metchnikoff teorizé que
la salud podria mejorarse, y también la senilidad podria retrasarse, manipulando el microbioma intestinal con

bacterias amigables para el huésped que se encuentran en el yogur (Reid, 2012).

2.1.Antecedente historico de los probioticos

Esta cientificamente establecido que determinadas especies de microorganismos nos enferman e incluso
pueden llegar a matarnos. Entre los microorganismos mas letales a lo largo de la historia, ya sea por el numero
global de muertes, la tasa de mortalidad o la produccion de toxinas letales, generalmente incluimos Yersinia
pestis, virus de la influenza, virus del SIDA / VIH, Clostridium tetani, Mycobacterium tuberculosis 'y Vibrio
cholerae, solo por nombrar un pocos. Recientemente; muchas bacterias resistentes a multiples farmacos han
causado importantes infecciones asociadas a la atencion de la salud y serotipos peligrosos han causado
intoxicaciones alimentarias emergentes graves debido a la produccion de enterotoxinas. Algunas de estas
bacterias de importancia médica incluyen: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA),
enterococos resistentes a la vancomicina (VRE), Enterobacteriaceae productoras de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos, Mycobacterium

tuberculosis resistente a multiples farmacos y Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) (Gruber, 2013).

Por lo tanto; a lo largo de la historia de la microbiologia, la mayoria de los estudios en humanos se han
centrado en los organismos causantes de enfermedades que se encuentran en las personas; mientras que pocos
estudios han examinado los beneficios de las bacterias residentes. Como se sefiald en varias revisiones, la
flora endogena del cuerpo humano es poco conocida. Sin embargo, estamos rodeados de un importante

sistema biologico de microorganismos que viven en o sobre el cuerpo humano y son beneficiosos. Este
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sistema bioldgico es el microbioma humano. Se sabe desde hace algun tiempo que el cuerpo humano esta
habitado por al menos 10 veces mas bacterias que el nimero de células humanas en el cuerpo, y que la
mayoria de esas bacterias se encuentran en el tracto gastrointestinal humano. La composicion de la microbiota
intestinal varia durante la infancia hasta que el individuo alcanza la edad adulta. La relacion entre el huésped
y la microbiota intestinal es simbidtica. La microbiota intestinal principalmente comensal contribuye a
mejorar la resistencia contra las infecciones, la diferenciacion del sistema inmunoldgico del huésped, la
sintesis de ciertos nutrientes como las vitaminas, los acidos grasos de cadena corta y otras moléculas de baja
masa molecular. Sin embargo, se sabe poco de forma sistematica sobre el conjunto de pruebas para evaluar
el papel de la microflora autdctona intestinal y las consecuencias de los desequilibrios microecoldgicos, asi
como las consecuencias metabolicas que pueden afectar la progresion de la enfermedad metabolica (Fijan,

2012).

Después del exitoso proyecto del genoma humano que mape6 todo el genoma humano, el Consorcio
Internacional sobre el Microbioma ha lanzado proyectos similares de mapeo del microbioma humano con dos
brazos principales: el proyecto NIH Human microbiome y el EU FP 7 MetaHit Project. Una observacion
importante es que, si bien nuestra salud esta ciertamente influenciada por genes, también puede estar
influenciada de manera aiin mas podeRosa por nuestro microbioma. Aunque ya se han realizado estudios de
microbiota humana, los proyectos que investigan las percepciones de los pacientes de los probidticos de
bioingenieria y analizan los marcos regulatorios existentes para la regulacion federal de los probidticos son

de interés para la salud publica y, por lo tanto, estan financiados, (Specter, 2012).

2.2.Uso y actualidad de los probioticos

Durante las ultimas dos décadas ha habido un creciente interés en la ciencia bésica y clinica de los
probidticos, lo que ha dado lugar a mas de 6000 publicaciones en la literatura biomédica, con mas del 60%
publicado en los tltimos 5 afios, algunas en las revistas cientificas de mayor rango. Los tipos mas comunes
de microorganismos utilizados como probidticos son las bacterias del acido lactico y las bifidobacterias,
aunque también se utilizan otras bacterias y determinadas levaduras. Es importante enfatizar que los efectos
bioldgicos de los probiodticos son especificos de la cepa y que el éxito o fracaso de una cepa no se puede
extrapolar a otra cepa. Por lo tanto, la identificacion adecuada de la cepa utilizando nuevas tecnologias
moleculares y de base es imperativa [18]. La identificacion de especies se puede realizar mediante analisis de
la secuencia del gen del ARNr 16S y técnicas de hibridacion ADN-ADN. La identificacion de cepas se puede
realizar ademas mediante varios métodos moleculares reproducibles o utilizando rasgos fenotipicos inicos.
Ejemplos de métodos moleculares son: electroforesis en gel de campo pulsado y ADN polimorfico
amplificado aleatoriamente. Los rasgos fenotipicos para la identificacion de cepas incluyen: determinacion
de la presencia de elementos genéticos extracromosomicos, fermentacion de una variedad de azucares y

deteccion de productos finales de fermentacion obtenidos de la utilizacion de glucosa (Rijkers, 2014)
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Otro aspecto importante que mencionar al afirmar los beneficios para la salud de los probidticos es que
un efecto beneficioso solo puede demostrarse mediante estudios in vivo. Aunque los estudios in vitro o
modelos animales no pueden probar un efecto probidtico, pueden usarse para caracterizar un posible
mecanismo de accion probidtica, determinar la seguridad de microorganismos probidticos o transmitir otros
conocimientos sobre cepas probidticas, (Tulumoglu, 2013). Por lo tanto, los estudios in vitro proporcionan el
primer paso en la evaluacion de los probidticos para uso alimentario y deben ir seguidos de ensayos en
humanos, doble ciego, aleatorizados y controlados con placebo. Se recomiendan estudios in vitro especificos
de diana apropiados que se correlacionen con in vivo. Por ejemplo, se demostro que la resistencia a las sales
biliares in vitro se correlaciona con la supervivencia gastrica in vivo. El conocimiento de las cepas probidticas
es, por tanto, el primer paso realizado a través de estudios in vitro. Las propiedades mas importantes de las
cepas para ser consideradas incluso para uso probidtico incluyen: resistencia a la acidez gastrica, resistencia
a los acidos biliares, adherencia al moco y células epiteliales humanas y lineas celulares, actividad
antimicrobiana contra bacterias u hongos potencialmente patégenos, capacidad para reducir patogenos
adhesion a superficies, actividad hidrolasa de sales biliares, mejora la viabilidad de los probidticos, (Ganguly,
2011).

2.3.Principales microorganimos probidticos.

2.3.1. Cepas con propiedades probioticas del género Lactobacillus

El género Lactobacillus incluye varias bacterias Gram positivas anaerobias facultativas o
microaerofilicas en forma de bastoncillos. Son una parte importante del grupo de bacterias del acido lactico
(LAB) (incluidas las especies Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus y Leuconostoc) que pueden convertir azicares hexosa en acido lactico produciendo asi un
ambiente acido que inhibe el crecimiento de varias especies. especies de bacterias nocivas, (Makarova, 2006).
En los seres humanos, los lactobacilos normalmente estan presentes en la vagina, el tracto gastrointestinal,
(Walter, 2008) y son, junto con Bifidobacterium, una de las primeras bacterias en colonizar el intestino del
lactante después del parto (Walker, 2013). Se han publicado las secuencias del genoma completo de los
siguientes Lactobacilli comensales: Lactobacillus plantarum, L. johnsonii, L. acidophilus, L. sakei, L.

bulgaricus, L. salivarius.
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Figura 3. Conjunto de bacterias del genero Lactobacilos observadas bajo el microscopio.
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Estrada et. al., 2017.

Algunos lactobacilos se utilizan para la produccion de yogur, queso, chucrut, encurtidos, masa madre,
vino y otros productos fermentados (Siragusa, 2013). En todos los casos, los azicares se metabolizan en acido
lactico; creando asi un entorno hostil para los microorganismos que estropean y permitiendo la conservacion
de los alimentos.

Se ha encontrado que los bebés con alergias alimentarias exhiben un desequilibrio entre las bacterias
beneficiosas y potencialmente dafiinas, es decir, disminucion de las especies de Lactobacillus, Bifidobacteria
y Enterococcus 'y aumento de las especies de coliformes, Staphylococcus aureus 'y Clostridium; lo que sugiere
que los habitantes microbianos del cuerpo humano pueden desempefiar un papel patdogeno o protector en las
alergias. Con base en estos datos, se han llevado a cabo en nifios muchos ensayos clinicos que abordan el uso
de probioticos en el contexto de trastornos alérgicos. Sin embargo, actualmente, no se puede sacar ningun

elemento concluyente (Compare, 2013).

2.3.1.1. Beneficios a la salud del consumidor en bacterias del género Lactobacilos

Los estudios han demostrado que determinadas cepas de Lactobacilli son eficaces para prevenir la
diarrea asociada a antibidticos (Hempel, 2012). Las especies de lactobacilos se seleccionan cominmente
como probidticos ya que expresan muchas propiedades cruciales como: alta tolerancia al acido y la bilis,
capacidad de adherirse a las superficies intestinales, resistir pH bajo, jugo gastrico, inhibir especies
potencialmente patogenas (actividad antimicrobiana), resistir antibiodticos, producir exopolisacaridos y
eliminacion del colesterol (Tulumuglu, 2013). Lactobacillus rhamnosus CRL1505 incluso ha sido eficaz para
reducir el dafio pulmonar asociado a virus mediante el control de las respuestas inmuno-coagulativas y la
eliminacion de virus respiratorios (Zelaya, 2014). En un metanalisis publicado (Johntson, 2013) se ha

demostrado que, aunque las cepas probidticas de Lactobacillus eran seguras y eficaces para prevenir las
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infecciones recurrentes del tracto urinario en mujeres adultas, los autores concluyeron que se deberian realizar

mas ensayos clinicos aleatorizados para lograr una mayor recomendacion definitiva.
2.3.2. Cepas especificas con propiedades probidticas del género Bifidobacterium

El género Bifidobacterium incluye varias bacterias anaerobias Gram positivas inmoviles. Son habitantes
endosimbidticos del tracto gastrointestinal y la vagina de los mamiferos, incluidos los humanos (Chen, 2007).
Las cepas del género Bifidobacterium también se utilizan frecuentemente como bacterias probioticas ya que
son conocidas por su variedad de mecanismos de resistencia a las sales biliares, lo cual es importante ya que

los efectos beneficiosos de las bacterias probidticas deben generarse en presencia de este fluido biologico.

Figura 4. Conjunto de bacterias del genero Bifidobacterium observadas bajo el microscopio
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Guevara et. al., 2017.

Incluso se ha demostrado que, aunque la tolerancia a la bilis depende de la cepa, tanto las cepas
bifidobacterias sensibles a la bilis de tipo salvaje como las cepas de Lactobacilli pueden adaptarse
progresivamente a la presencia de sales biliares subcultivando y aumentando gradualmente la concentracion
de bilis. Varias cepas de bifidobacterias se consideran probidticos importantes que incluyen: Bifidobacterium
infantis, B. adolescentis, B. animalis subsp animalis, B. animalis subsp lactis, B. bifidum, B. longum, B. breve.
Las empresas suelen utilizar nombres comerciales para algunas de estas bifidobacterias inventando nombres

comerciales que suenan cientificamente.

2.3.2.1. Beneficios a la salud del consumidor en bacterias del género Bificdobacterium

Como se menciono anteriormente, se ha demostrado que las especies de Bifidobacterium junto con otros

probidticos tratan el estrefiimiento (Ruiz, 2013), la diarrea del viajero (McFarland, 2007), la diarrea asociada
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a antibioticos (Hempel, 2012), manteniendo la remision de la actividad de la enfermedad de inflamacion
intestinal y colitis ulceRosa moderada (Dylag, 2014), prevencion y tratamiento de la enterocolitis necrotizante
en recién nacidos (Di Gioia, 2014), reduccion de la diarrea inducida por radiacion, reduccion del desarrollo

de riesgo de enfermedad por eccema, alergias alimentarias, capacidad para reducir el colesterol.

2.3.3. Cepas especificas con propiedades probiéticas del género Saccharomyces

El género Saccharomyces incluye varias levaduras como: Saccharomyces cerevisiae (utilizada para
hacer vino, pan, cerveza), Saccharomyces bayanus (utilizada para hacer vino) y Saccharomyces boulardii
utilizada en medicina como probiotico. Las levaduras Saccharomyces también forman matrices simbidticas

con bacterias para formar kéfir ya veces son un componente de la kombucha (Marsh, 2014).

Figura 5. Conjunto de bacterias del genero Saccharomyces observadas bajo el microscopio.

Hilhor et al., 2019.

S. boulardii se comercializa a menudo como probidtico en forma liofilizada para tratar la diarrea,
manteniendo una excelente reputacion de seguridad. La mayoria de los informes muestran un beneficio
clinico de S. boulardii al disminuir la duracion de la diarrea independientemente de la causa y, por lo tanto,
reducir la estancia hospitalaria, lo que resulta en beneficios sociales y econémicos (Szajewska, 2005). La
administracion de S. boulardii ha mostrado efectos positivos para los pacientes con sindrome del intestino
irritable (Choi, 2011), previniendo y tratando las recaidas de la enfermedad inflamatoria intestinal y para el
tratamiento de los sintomas moderados de la colitis ulceRosa. La colitis pseudomembranosa recurrente
causada por Clostridium difficile también puede reducirse significativamente mediante la administracion de

dosis diarias de S. boulardii junto con antibidticos estandar (Fitzpatrick, 2013). En la revision mencionada
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anteriormente sobre la seguridad de los probiodticos durante el embarazo no se notificaron malformaciones.
Por otro lado, no debe descuidarse que en individuos inmunodeprimidos u otros pacientes, S. boulardii puede

causar fungemia o infecciones localizadas (Hennequin, 2000)

2.3.4. Cepas especificas con propiedades del género Lactococcus

Lactococcus es un género de bacterias Gram positivas del acido lactico que se utilizan comunmente en
la industria lactea para fabricar productos fermentados. Son importantes para prevenir el crecimiento de
bacterias de descomposicion en los productos lacteos debido a la acidificacion. A veces también se

recomiendan como probidticos.

Figura 6. Conjunto de bacterias del genero Lactococcus observadas bajo el microscopio.
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Ciertas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis tiene propiedades probidticas como la adhesion a las
células epiteliales vaginales y la produccion de nisina (Lactococcus lactis subsp. lactis CV56) (Yang, 2013)

y también se utilizan para tratar la diarrea asociada a antibidticos en combinacion con otros probioticos.
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Los géneros Streptococcus y Enterococcus también forman parte de las bacterias del acido lactico y
contienen varias cepas asociadas con infecciones graves asociadas al cuidado de la salud como: Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecium resistente a la vancomicina (Hadji-Sfaxi, 2011)
Sin embargo, otras cepas forman parte del microbioma humano comensal de la boca, la piel y el intestino,
como Enterococcus faecium PC4.1 y otras. Algunas cepas tienen propiedades probiodticas: como
Enterococcus durans y Streptococcus thermophilus (Pieniz, 2013) la cual también utilizadas para la

produccion de yogur junto con Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus.

Aunque Enterococcus faecium tiene una larga historia de uso de probidticos, especialmente para
prevenir la diarrea asociada a antibidticos, ciertas cepas son patdgenos oportunistas que presentan un
reservorio potencial de genes de virulencia y resistencia a los antibidticos (estudio en animales) (Dirienzo,
2014) y, por lo tanto, generalmente no lo son tratados como seguros (GRAS) para los seres humanos, pero

representan importantes probidticos para los animales.

2.3.6. Cepas especificas con propiedades probidticas del género Bacillus

El género Bacillus incluye miembros aerdbicos o aerdbicos facultativos formadores de esporas Gram
positivas con propiedades probioticas reivindicadas que incluyen: B. subtilis, B. coagulans, B. subtilis, B.
cereus. Bacillus coagulans, junto con otros microorganismos, ha demostrado ser mas eficaz para prevenir o

tratar la diarrea asociada a antibidticos.

Las esporas de Bacillus subtilis se han considerado probidticos para el consumo animal y se han
propuesto para el tratamiento de la diarrea y la erradicacion de H. pylori en humanos. Sin embargo, un
informe de una septicemia recurrente en un paciente inmunodeprimido debido al tratamiento con esporas de
la cepa probidtica B. subtilis y cuatro casos de bacteriemia nosocomial causada por la absorcion de una
preparacion oral que contiene esporas de B. subtilis han mostrado el alto riesgo de utilizar esporas de Bacillus
subtilis como probidticos en pacientes inmunodeprimidos, y que la ingestion es segura solo para los seres
humanos en condiciones normales del huésped, (Hosoi, 2003). B. cereus NVH 75/95 también ha demostrado
ser un probidtico eficaz para los animales [80]. Algunas cepas de B. cereus son letales para los humanos y

muy toxicas, mientras que otras cepas tienen propiedades probioticas.
Otro informe destacd la importancia de confirmar las identidades de las cepas evitando asi vinculos
casuales entre microorganismos probiodticos y cepas aisladas de huéspedes inmunodeprimidos. Este informe

también demostrd que la colangitis por Bacillus en un hospital francés no fue causada por un probiotico,

(Spinoza, 2000).

2.3.7. Cepas con propiedades probidticas del género Escherichia
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Aunque el género Escherichia, que pertenece a la familia Gram negativa Enterobacteriaceae, es
principalmente conocido por sus serotipos severamente virulentos (p. Ej., E. coli O157: H7), Escherichia coli
es un habitante muy comun del intestino grueso e incluso una cepa probidtica es conocido: Escherichia coli
Nissle 1917 (EcN). Como se menciond anteriormente, Escherichia coli Nissle 1917, junto con otros
probidticos, ha demostrado su eficacia para tratar el estrefiimiento y la enfermedad inflamatoria intestinal.
Esta cepa también podria aliviar los trastornos gastrointestinales, la colitis ulceRosa, la enfermedad de Crohn

incluso el cancer de colon; sin embargo, se necesitan mas investigaciones (Behnsen, 2013).

2.4.Beneficios para la salud de los microorganismos probiéticos.

Muchas publicaciones que utilizan ensayos bien disefiados y realizados corroboran los beneficios para
la salud de cepas especificas de probidticos en la reduccion del riesgo y el manejo de una variedad de
enfermedades y afecciones. Algunas de las declaraciones de propiedades saludables documentadas de los
probidticos propuestas por sus autores incluyen: estimulacion de varios componentes del sistema
inmunologico, respuesta inmune intestinal y homeostasis intestinal; prevencion y tratamiento de la diarrea,
mejora de las propiedades fecales y de la microbiota, tratamiento del sindrome del intestino irritable,
enfermedad inflamatoria intestinal y estreflimiento; prevencion y tratamiento de la diarrea asociada a
Clostridium difficile en adultos y nifios; alivio de los sintomas de intolerancia a la lactosa y otras alergias
alimentarias; prevencion de la enterocolitis necrotizante en recién nacidos prematuros; disminucion del nivel
de colesterol plasmatico; mejora de los regimenes de erradicacion de Helicobacter pylori; efectos terapéuticos
al apoyar la respuesta inmunitaria de nifios y adultos infectados por el VIH, actividad antiproliferativa en las
células tumorales; reduccion del dafio pulmonar asociado a virus mediante el control de las respuestas
inmunocoagulativas y la eliminacion de virus respiratorios; propiedades inmunoestimuladoras de moléculas

de baja masa molecular producidas por bacterias probioticas (Kmonickova, 2012).

Aunque los probidticos incluso se han propuesto como tratamiento para el eccema, los ensayos
controlados aleatorios hasta la fecha no tienen pruebas suficientes para recomendar los probidticos como
prevencion primaria. Es importante agregar que se debe hacer mucho mas para identificar mecanismos de
accion cientificamente probados con estudios de seguridad preclinicos traslacionales, asi como con ensayos
clinicos rigurosos. Para probar una declaracion de propiedades saludables, el tamafio de la muestra de los
ensayos debe ser suficiente, se debe permitir la heterogeneidad de los disefios de los estudios (poblacion

objetivo) y se debe realizar una identificacion precisa de las cepas, (Elazab, 2013).

Ademas, varios estudios en animales han observado efectos positivos de la administracion de
probioticos que pueden tener un efecto positivo consecuente en la salud publica de los seres humanos al
reducir el consumo de antibioticos de los animales utilizados en la produccion de alimentos. En consecuencia,

esto reducira la presencia de medicamentos y organismos multirresistentes en el medio ambiente (incluido el
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agua potable). Los estudios en animales también son la base para los ensayos en humanos in vivo que dan
como resultado conocimientos complejos. Sin embargo, se debe tener precaucion, ya que el uso exitoso de
probidticos en estudios con animales no significa necesariamente que protocolos similares sean exitosos para
ensayos en humanos, especialmente para pacientes. Tal fue el caso del estudio sobre el uso de probioticos en
pacientes con pancreatitis aguda grave, donde se observo una mortalidad significativamente mayor en el
grupo de probioticos que en el grupo de placebo, aunque estos resultados fueron inesperados a la luz de los
resultados. de estudios con animales. Sin embargo, este caso no es representativo ya que normalmente no se
administraria un probidtico a esta categoria de pacientes con insuficiencia multiorganica. Mas tarde se postuld
que un error en el tratamiento, que condujo a la cascada adversa de eventos que causaron insuficiencia
organica y finalmente la muerte, se debid quizas a la alta incidencia de isquemia intestinal en el grupo de

tratamiento (McClave, 2009).
3. Alimentos y bebidas probioticas

Los probiodticos son microorganismos vivos que, al ingerirlos en cantidades moderadas, pueden
proporcionar efectos benéficos para la salud del consumidor, asi como también agregan un valor nutricional
al alimento. La mayoria de estos microorganismos se conocen como lactobacilos y bifidobacterias que se

encuentran principalmente en los productos fermentados (Gilliland, Morelli, & Reid, 2002).
Las caracteristicas que debe las bacterias para considerarlas probidticas son:

- No deben de producir infecciones en ninglin 6rgano o sistema.

- Deber ser toleradas por el sistema inmunitario local

- Deben resistir la accion del acido del estomago y de las sales biliares para llegar vivas al intestino.
- Capacidad de adherirse a la superficie de la mucosa intestinal

- Capacidad de colonizar un segmento intestinal

- Se sinérgicas con la microflora endégena normal

- Capacidad de producir sustancias que tengas una accion trofica sobre el epitelio

- Capacidad de potenciar el sistema inmunitario del huésped.

(Saez, 2008)

La calidad del producto probidtico depende del proceso de fabricacion de este. Los elementos importantes
para la determinacion de la calidad probidtica incluyen el mantenimiento de la viabilidad (expresado por las
unidades formadoras de colonias, UFC) hasta el final de la vida util del producto, y el uso de la nomenclatura
actual para identificar el género, la especie y la cepa de todos organismos incluidos en el producto (Gilliland,

Morelli, & Reid, 2002).
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La dosis de probioticos necesaria varia dependiendo de la cepa y el producto elaborado. Algunos
productos probidticos en el mercado aportan entre 1-10 mil millones de UFC/dosis. Por otra parte, algunos
productos han demostrado efectividad a bajo consumo de estos. Debido a la variabilidad de las funciones
dependiendo de la cepa utilizada, no es posible establecer una dosis general necesaria de probidticos, por lo

que es recomendable un estudio que demuestre un beneficio para la salud (Gilliland, Morelli, & Reid, 2002).

Actualmente, se utilizan probidticos para aplicaciones clinicas como también para la fortificacion del
valor nutricional de los alimentos, teniendo esto un mejor costo-efectividad. La fortificacion es la adicion de
uno o mas nutrientes esenciales a un alimento, con el proposito de corregir una deficiencia presentada en una
poblacion. Entre las aplicaciones clinicas para las cuales se utilizan los probiéticos, se encuentran: prevencion
del cancer colorrectal, tratamiento y prevencion de la diarrea, tratamiento de los efectos del Helicobacter
pylori, prevencion y tratamiento de la encefalopatia hepatica, prevencion de la enfermedad intestinal

inflamatoria, tratamiento del sindrome de intestino irritable, célicos, entre otros (Hernandez, 2005).

Para la elaboracion de las bebidas probidticas de Rosa de Jamaica se empieza con la preparacion del
medio de cultivo. El medio se produce al hervir la flor de Rosa de Jamaica en agua caliente a cierto tiempo
agregandole cierta cantidad de azlicar. Luego de cierto tiempo se deja enfriar y se procede a agregarle el
cultivo madre especifico para la Rosa de Jamaica. Finalmente, la mezcla se envasa y se deja a temperatura
ambiente hasta identificar que la bebida empez0d el proceso fermentativo al observar pequefias burbujas de

gas dentro de envase.

4. Técnicas de biologia molecular

La microbiologia ha sido durante muchos afios una disciplina muy manual, basada en cultivos, realizando
pruebas bioquimicas u observando caracteristicas fisicas y de tincion. La identificacion de microorganimos
ha cambiado drasticamente en los ultimos afios debido a los avances en las técnicas de identificacion basadas
en la biologia molecular. Entre las técnicas de biologia molecular, existen muchas variantes para amplificar,
detectar y secuenciar acidos nucleicos (ADN o ARN en base a sospecha clinica). La técnica basica es la
reaccion en cadena de la polimerasa y en ella se han desarrollado diferentes modificaciones para mejorar el
proceso de diagndstico e interpretacion, incluyendo PCR en tiempo real o PCR cuantitativa, RT-PCR,

microarrays y secuenciacion.

Las técnicas de biologia molecular sirven para analizar acidos nucleicos y para detectar, e identificar
tanto microorganismos, como diferentes genotipos dentro de una misma especie y genes de resistencia al
tratamiento farmacologico. Todas estas técnicas necesitan un paso previo de extraccion de ADN o ARN. Una
vez extraido debe purificarse de forma adecuada para evitar la presencia en la muestra de inhibidores o

sustancias que contaminen y que impidan la correcta realizacion de la técnica posterior. La extraccion del
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ADN es el paso mas crucial en todo el proceso relacionado con la biologia molecular. Se suelen utilizar kits
comercializados que incluyen el protocolo especifico para la extraccion®. Los métodos de extraccion de
ADN se ca- racterizan por la lisis de la célula, la inactivacién de las enzimas nucleasas celulares y la
separacién de los acidos nuclei- cos de los demas restos celulares. Pueden ser de diferentes tipos:
rotura mecanica (trituracion, lisis hipotdénica), por tratamiento quimico (detergentes, agentes

caotrdpicos, reduccion con tioles) o por digestién enzimatica (proteinasa K) (Gomez, 2016)

4.1.Reaccion de Polimerasa en cadena

La técnica de la PCR consiste en la amplificacion de una region especifica de ADN utilizando unos
primers o cebadores (secuencias de ADN que delimitan la zona de amplificacion, que tienen una longitud de
15-30 nucleotidos y son complementarios a la region del ADN que se quiere amplificar). Se basa en la accion
de diferentes enzimas, entre ellas la ADN polimerasa, que incorpora los nucleétidos en la sintesis de nuevas

cadenas de ADN (amplificacion), (Huertas, 2019)

Figura 7. Productos necesarios para la realizacion de la PCR.
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Huertas, 2019.

En esta técnica se reproduce lo que tiene lugar en el interior de la célula. La muestra de ADN se
afiade en un tubo eppendorf junto con los primers, los desoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), una
ADN polimerasa termoestable y un cofactor de esta enzima (normalmente magnesio). Una vez introducidos
todos los reactivos necesarios para el desarrollo de la técnica, se someteran a una serie de ciclos (25-40 ciclos),
con cambios de temperatura caracteristicos y que permitiran amplificar la region concreta del ADN de la

muestra (Huertas, 2019)
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Figura 8. Amplificacion del fragmento diana del ADN de forma exponencial.
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4.2. Secuenciacion del Genoma

La secuenciacion del genoma consiste en determinar la secuencia completa de ADN (orden de las bases
Adenina, Citosina, Guanina y Timina) en el genoma. La secuenciacion es fundamental para determinar los
aminoacidos que codifican un gen en concreto, para el diagnostico de enfermedades y la deteccion de
mutaciones y resistencias a tratamientos farmacologicos. Estos métodos de secuenciacion se basan en la
actividad de la enzima ADN polimerasa, que sintetiza ADN a partir de otro fragmento de ADN produciendo

su hebra complementaria, (Angarita, 2017).
4.2.1. Secuenciacion Sanger

Fue uno de los primeros métodos desarrollados para secuenciar. Se pueden obtener secuencias de hasta
500 pares de bases aproximadamente. Se examinan genes especificos o incluso regiones concretas de un gen.
La secuenciacion Sanger aporta alta precision y baja probabilidad de falsos negativos, pero es un método

laborioso, (Angarita, 2017).
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Se basa en el empleo de didesoxinucleotidos que estan marcados por una molécula fluorescente. La ADN
polimerasa ira afiadiendo de forma inespecifica didesoxinucleotidos o desoxinucleotidos e ira alargando los
fragmentos. Cada vez que se afiade un didesoxinucleotidos la reaccion se detiene y se emite una sefial
fluorescente, que sera diferente en funcion del nucledtido que se haya incorporado. Tras miltiples ciclos de
amplificacion, se obtendran gran cantidad de fragmentos con diferente numero de nucleétidos, seglin se hayan
ido incorporando a la reaccion. Posteriormente se lleva a cabo una electroforesis capilar y se detectaran las
diferentes sefiales que se producen por la molécula fluorescente. Con esto se obtiene la secuencia final del

fragmento, (Angarita, 2017).

Figura 9. Explicacion del proceso Sanger (incorporacion de didesoxinucleotidos y posterior sefial

emitida por fluorescencia de los diferentes fragmentos).
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5. Cinética de fermentacion microbiana

El crecimiento microbiano es la proliferacion de microorganismos en dos células hijas, en un proceso
llamado fision binaria. Siempre que no ocurra ninguin evento, las células hijas resultantes son genéticamente
idénticas a la célula original. Por tanto, se produce el crecimiento microbiano. Ambas células hijas de la
divisién no necesariamente sobreviven. Sin embargo, si el numero que sobrevive excede la unidad en

promedio, la poblacion bacteriana experimenta un crecimiento exponencial.
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5.1.Fases de crecimiento microbiano

En estudios de microbiologia, el crecimiento de bacterias y otros microorganismos, como protozoos,
microalgas o levaduras, en cultivo discontinuo se puede modelar con cuatro fases diferentes: fase de retardo,

fase logaritmica o fase exponencial, fase estacionaria y fase de muerte.

Figura 10. Curva de crecimiento microbiano con sus respectivas fases de crecimiento.

AL a  Stationary Death
phase phase phase

~ Log of numbers of bacteria

5.1.1. Fase de retardo

Durante la fase de retraso, las bacterias se adaptan a las condiciones de crecimiento. Es el periodo en el
que las bacterias individuales estan madurando y ain no pueden dividirse. Durante la fase de retraso del ciclo
de crecimiento bacteriano, se produce la sintesis de ARN, enzimas y otras moléculas. Durante la fase de
retardo, las células cambian muy poco porque las células no se reproducen inmediatamente en un nuevo
medio. Este periodo de poca o ninguna division celular se llama fase de retraso y puede durar de 1 hora a

varios dias. Durante esta fase, las células no estan inactivas (Christine, 2010).

5.1.2. Fase exponencial

Es un periodo caracterizado por la duplicacion de células. El nimero de nuevas bacterias que aparecen
por unidad de tiempo es proporcional a la poblacion actual. Si el crecimiento no esta limitado, la duplicacion
continuard a una tasa constante, por lo que tanto el nimero de células como la tasa de crecimiento de la
poblacion se duplicaran con cada periodo de tiempo consecutivo. Para este tipo de crecimiento exponencial,
trazar el logaritmo natural del nimero de células frente al tiempo produce una linea recta. La pendiente de
esta linea es la tasa de crecimiento especifica del organismo, que es una medida del nimero de divisiones por
célula por unidad de tiempo. La tasa real de este crecimiento depende de las condiciones de crecimiento, que
afectan la frecuencia de los eventos de division celular y la probabilidad de que ambas células hijas

sobrevivan. En condiciones controladas, las cianobacterias pueden duplicar su poblacion cuatro veces al dia
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y luego triplicar su poblacion. Sin embargo, el crecimiento exponencial no puede continuar indefinidamente

porque el medio pronto se agota de nutrientes y se enriquece con desechos, (Zwietering, 1990).

5.1.3. Fase estacionaria

La fase estacionaria se debe a menudo a un factor limitante del crecimiento, como el agotamiento de un
nutriente esencial o la formacion de un producto inhibidor, como un 4cido organico. La fase estacionaria
resulta de una situacion en la que la tasa de crecimiento y la tasa de mortalidad son iguales. El nimero de
nuevas células creadas esta limitado por el factor de crecimiento y, como resultado, la tasa de crecimiento
celular coincide con la tasa de muerte celular. El resultado es una parte lineal horizontal con pendiente igual

a cero de la curva durante la fase estacionaria, (Novick, 1955).

5.1.4. Fase de muerte

En la fase de muerte, las bacterias mueren. Esto podria deberse a la falta de nutrientes, la temperatura
ambiental por encima o por debajo del rango de tolerancia para la especie u otras condiciones nocivas,
(Novick, 1955).

5.2.Modelos cinéticos

Un modelo cinético es una expresion matematica que relaciona las variables que influyen en el crecimiento
microbiano. Para describir apropiadamente la cinética es necesario que el modelo considere los parametros

de cultivo, como: El sustrato limitante y las variaciones de producto, etc. (Tebanni, et al., 2014).

Cuadro 2: Modelos cinéticos utilizados para describir la velocidad especifica de crecimiento

microbiano

Nombre Modelo Descripcién

Modelo més utilizado por su simplicidad y por
Monod HimaxS considerar el efecto del sustrato limitante en el
= Ks+S crecimiento microbiano.

Este modelo contempla el efecto simultdneo del
Contois imaxS sustrato limitante y la concentracion de células
H= m en el crecimiento. Suele utilizarse para
describir  cultivos de  microorganismos
fotosintéticos, dado que la concentracién
celular disminuye la penetracién de la luz en el

sistema.
Es un modelo complementario al de Monod que
Haldan HimaxS introduce el efecto de la inhibicién del sustrato.
w= S2 Ki representa la constante de inhibicién y es
Ks+5+ e igual a la concentracién de sustrato que inhibe

el crecimiento.

Tebanni, et al., 2014
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V. METODOLOGIA

1. Localizacion.

Las muestras se obtuvieron de una empresa guatemalteca que se dedica a la formulacion y
comercializacion de alientos probidticos. La preparacion de la bebida se llevo a cabo en las instalaciones de
la empresa ya mencionada, asi como la inoculacion del cultivo inicial de microorganismos. La fermentacion
se llevo a cabo en la Ciudad San Cristdbal, Zona 8 de Mixco, en el departamento de Guatemala. El conteo de
microorganismos se llevo a cabo en el Laboratorio de Operaciones Unitarias, del Departamento de Ingenieria
Quimica de la Universidad del Valle de Guatemala. Los analisis de microbiologia clésica se hicieron en el
laboratorio de bioprocesos del Centro de Innovacion y Tecnologia (CIT) de la Universidad del Valle de
Guatemala. Los analisis de determinacion de la concentracion de sustratos y productos utilizando un
cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC) se llevo a cabo en el laboratorio de anlisis instrumental
avanzado en el Instituto de Investigaciones de la Universidad del Valle de Guatemala. (Localizacion

geografica Latitud 14036°15.41°°N; 90029°23.78”* O, elevacion 1515 msnm).

2. Poblacion y muestra.

Poblacion: Bebida fermentada de Rosa Jamaica formulada el 7 de diciembre de 2020.

Muestra: Bebida probiotica de Rosa de Jamaica elaborada de forma artesanal el dia 7 de diciembre de
2020 a las 7:30 de la mafiana. La muestra fue entregada en una botella de vidrio de 650 mL y colocada en

refrigeracion a 6°C.

3. Materiales y equipo

3.1 Fermentacion de la bebida probiotica de Rosa de Jamaica

3.1.1 Materiales

e Bebida de Rosa de Jamaica 300 mL

e  Glicerol al 99% marca Sigma Aldrich
3.1.2 Equipo y cristaleria

e  Tubos plasticos estériles de 50 mL
e Estufa de gas
e Probeta de 10 mL
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e Refrigeradoraa 6 °C.
e Congelador a -4°C.

3.2 Analisis de microbiologia clasica:

3.2.1 Materiales:

e Medio Agar patata dextRosa (PDA)
e Medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS)
e Tinte de cristal violeta

e Tinte de fijacion Lugol

e Tinte de Safranina

e  Solucion de alcohol acetona

e Tinte de azul de metileno

e Agua destilada

e  Aceite de inmersion

e Etanol al 70%

e Papel parafilm
3.2.2 Equipo y cristaleria:

e Autoclave

e Estufa con agitacion magnética

e Pastilla de agitacion magnética

e  Campana de extraccion con Flujo Laminar
e Recipiente de vidrio de 1L

e Placas petri de 20mL

e Refrigeradora a 4°C.

e Incubadora a 374°C.

e Incubadora a temperatura ambiente
e Asa de microbiologia

e Portaobjetos de vidrio

e  Mecheros de etanol

e  Chispero

e  Microscopio
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3.3 Conteo celular de la fermentacion:

3.3.1 Materiales y equipo

e  Tubo eppendorfde 1.5 mL

e Pipeta eppendorfde 1 - 10 + 0.05 mL

e  Micropipeta IKA de 10 - 100 = 0.5 pL.

e Contador de células Muse® modelo 0500-3115 con un rango de 10,000-
500,000 células/mL

3.4 Determinacion de las concentraciones de sustratos y productos:

3.4.1 Materiales:

e Estandar de sacarosa

e Estandar de glucosa

e Estandar de fructosa

e Estandar de acido acético

e Estandar de Etanol
3.4.2 Equipo y cristaleria
e Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

3.5 Determinacion del modelo cinético:

3.5.1 Software:

e Berkeley-Madonna version 10.1.3

4. Procedimiento:

4.1 Fermentacion de la bebida probiotica de Rosa de Jamaica

e Preparacion de la fermentacion: Para la fermentacion de la bebida probidtica de Rosa de Jamaica se

utilizd una muestra de Rosa Jamaica elaborada de forma artesanal. Para la distribucion de la muestra
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vertio un volumen de 10 mL en un tubo estéril de plastico de 50 mL. Se repiti6 el vertido en 24 tubos
adicionales. Se cerraron los tubos y se guardaron en refrigeracion a 6°C.

e  Esterilizacion del glicerol: Para la esterilizacion del glicerol, se vertié en un recipiente que pueda ser
calentado en una estufa. Después de ser vertido en el recipiente adecuado, este se coloco en una
estufa y se calent6 hasta que este ebulldo por un tiempo de 15 minutos. Se dejo enfriar con una
tapadera para evitar contaminacion.

e Detencion de la fermentacion a través de congelamiento: Se vertieron 1.5 mL de glicerol estéril en
el primer tubo. Se mezcld para obtener una mezcla mas homogénea y se llevo a congelacion a una
temperatura de -4°C. Se repitié el mismo procedimiento con el resto de los tubos por un periodo de

25 dias.

4.2 Analisis de microbiologia clasica

e  Preparacion medio PDA: Se pesaron 39 gr del medio deshidratado disponible comercialmente y se
disolvio en un litro de agua destilada. Se dejo en reposo por 5 minutos. La mezcla se calentd agitando
frecuentemente hasta su disolucion total. Posteriormente se esterilizo en autoclave a 121 °C durante
15 minutos.

e Preparacion medio MRS: Se agregaron 68,25 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Se dejo
reposar 5 minutos. Se calento agitando frecuentemente y se llevo a ebullicion durante 1 6 2 minutos
para disolucion total. Se distribuy6 en recipientes apropiados y se esterilizo en autoclave a 121 oC
durante 15 minutos. Se enfriaron y distribuyeron en placas Petri estériles.

e Uso del autoclave: Se asegurd que el nivel de agua llegara hasta el falso fondo perforado. Se coloco
el material a esterilizar convenientemente acondicionado y distribuido. Se cerro el autoclave
ajustando la tapa a la brida mediante leve presion de las tuercas. Se controld que la valvula esté
abierta. Se abri6 la llave de paso de gas y se encendio la fuente de calor. Se mantuvo la valvula
abierta hasta que por ella salga un chorro continuo de vapor. Una vez transcurrido el tiempo de
esterilizacion, se apago la fuente de calor y se cerro la llave de paso de gas. Cuando la aguja del
mandmetro indico cero, entonces se abrid la valvula para compensar las presiones interna y se dejo
enfriar completamente el equipo. Se abrio la tapa y se retir6 el material estéril.

e Vertido del medio en placas petri: Se encendio la campana de flujo laminar, y mecheros para
mantener la inocuidad. Con cuidado se abrio el recipiente que contiene el medio de cultivo, se flame6
la boquilla del contenedor y se vertié una cantidad adecuada de medio liquido en una placa petri
abierta. Se tuvo cuidado de no llenar de mas la placa petri. Se colocoé la tapa de la placa petri sobre
la placa, se dejo secar. Se cerrd la placa petri, se rotulé con nombre del ejecutor, fecha y nombre de
medio y se selld con papel parafilm. Se almaceno la placa petri al revés, es decir con el medio viendo

hacia abajo.
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e Inoculacion de muestra en placa petri: Se preparé una mesa limpiandola con etanol al 70%. Se
encendieron dos mecheros de etanol para mantener la inocuidad. Se tomoé una micropipeta con
puntas estériles y se tomo una alicuota de 500pul de la bebida de Rosa de Jamaica, se vertio la alicuota
justo sobre el centro de la placa petri con medio de cultivo. Se asegur6 de que la bebida inoculada
cubra todo el medio. Se selld con papel parafilm y se incub6 a la temperatura deseada.

e  Crecimiento microbiano: Se ingreso la placa petri inoculada con la muestra, se utilizé la incubadora
a 37°C por 24 horas, se promovio el crecimiento microbiano.

e Fijacion de muestra para tincion: Se prepar6 y limpid el area de trabajo con etanol al 70%. Se
colocaron dos mecheros de etanol. Se tomo una placa petri con colonias aisladas. Se tomé un asa de
metal, y se esterilizo con el mechero, se dejo enfriar sin sacar del halo de inhibicioén. Se tomd con el
asa una colonia y se colocd sobre una gota de agua sobre un portaobjetos de vidrio. Se flame6 hasta
que la muestra quedo seca.

e Tincion gram: Se aplico el tinte de cristal violeta sobre el portaobjetos y se esperé un minuto. Se
enjuagd la muestra con agua y se aplicé un fijador de lugol. Se lavé de nuevo el portaobjetos con
una mezcla de alcohol y acetona durante unos segundos. Se afiadié una tincion de safranina o
fucsinay se lavd con agua. Se observd la muestra al microscopio donde se visualizaran de
color violeta las gram positivas y de color Rosa-rojizo las gram negativas.

e Tincidon con azul de metileno: Se puso una gota de agua en el portaobjetos y se extendio en ella la
muestra del microorganismo, se utilizo el asa de siembra. Se pas6 el portaobjetos varias veces por
encima de la llama del mechero de alcohol, sin permitir que llegue a hervir, hasta que se seque. Se
afiadio Azul de metileno y se esperd 2 minutos. Se lavo con agua. Se observo con el objetivo 40;
luego se afiadi6 aceite de inmersion y se observo con el objetivo 100.

e Vista bajo el microscopio: Se encendid el microscopio. Se tomo6 el portaobjetos con el
microorganismo fijado y teflido. Se colocd sobre el area de visualizacion y se enfocd con el

microscopio.

4.3 Conteo microbiano utilizando el equipo Muse

e El muestreo de cultivo microbiano se realizé al finalizar el tiempo de fermentacion de la bebida de
Rosa de Jamaica. Para esto, se extrajo ImL de cultivo con una jeringa esterilizada y este se introdujo
en un tubo Eppendorf.

e Inicialmente, se limpid el equipo Muse® colocando un tubo Eppendorf con agua destilada en la
cavidad de medicién y se levantd para introducirlo al equipo.

e Se selecciond la opcion “Muse System Cleaning” seguido por “Complete System Clean” y “Run

Complete Clean”.
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e Primero se corrié el proceso de “Run DI Water” y una vez finalizado, se cargé un tubo Eppendorf
con solucion de limpieza Guava ICF.

e  Se presiono la opcion “Continue” para correr el proceso de “Run ICF”.

e Luego de la limpieza, se selecciond la opcion “Count & Viability”.

e Previo a colocar cada muestra dentro del equipo, estas fueron homogenizadas utilizando el
instrumento Vortex.

e Sellevo a cabo una dilucion de la bebida de Rosa de Jamaica en una relacion de 1:10. El calculo se

llevo a cabo de la siguiente forma:

1
1000pL * (E) = 100 pL de muestra

1000uL totales — 100 L muestra = 900 pL agua destilada

e Empleando una micropipeta de 100 pL se tomaron 100 pL. de muestra homogenizada y se introdujo
aun tubo de 1.5mL.

e  Con una micropipeta de 1000 pL se tomaron 900 pL de agua destilada y se mezclaron en el tubo de
1.5mL.

e Lamuestra se homogenizé nuevamente y se cargo al equipo y se corrid el conteo celular.

e Este proceso se repitio con todas las muestras.

e Al finalizar todas las lecturas, se corrié nuevamente el proceso de limpieza y se cargé un tubo con

agua destilada al equipo para luego apagarlo en “Power Options” seguido por “Power Off”.
4.4 Determinacion de concentraciones de sustratos y productos con HPLC

e El analisis de determinacion de la concentracion de sustratos y productos fue llevado a cabo en el
laboratorio de analisis instrumental avanzado en el centro de investigaciones de la Universidad del

Valle de Guatemala.
4.5 Determinacion del modelo cinético

e Se seleccionod el modelo cinético de Monod para describir el efecto del reactivo limitante en el
crecimiento microbiano.

e Inicialmente se determinaron las velocidad maxima de crecimiento umax y la constante de
saturacion media de sustrato KS empleando la linealizacion del modelo de Monod.

e En el programa Berkeley-Madonna se escribi6 el codigo presentado en la Figura 59 de Anexos.

e  Se exportaron los datos experimentales para crecimiento microbiano (CN) y consumo de sustrato

(CS) de la fermentacion experimental de la bebida de Rosa de Jamaica.
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e Se utilizé un método de aproximacion Runge-Kutta 4 y se establecid un tiempo inicial 0, un
tiempo final de 30 y un incremento diferencial de 1. El tiempo fue establecido en dias.

e Utilizando la herramienta “Curve Fitting” y la opcion “Multiple Curve Fittings” se ajusto la
velocidad maxima de crecimiento pmax y la constante de saturacion media de nitrato KS a los
datos experimentales utilizados.

e  Finalmente, se ajustaron los rendimientos Yy s.

4.6 Analisis de biologia molecular

e Elanalisis de biologia molecular se llevo a cabo en el laboratorio Macrogen, ubicado en Setl, Corea
del Sur. Las muestras fueron preparadas en el laboratorio de procesos biologicos industriales, en el

centro de Innovacion y Tecnologia de la Universidad del Valle de Guatemala. Las muestras fueron

enviadas a Corea del Sur utilizando el servicio de FedEx.
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VI. RESULTADOS

1. Analisis de microbiologia clasica

Cuadro 3: Resumen del analisis de diversidad microbioldgica en la bebida fermentada de Rosa

Jamaica
Forma y
Tamafio o Color Medio
Mediana Colonia, | p)nea, opaca. MRS
redonda lisa.
Sin forma, | Transparente MRS
Grande ligosa, | ybrillante.
Coloni Bl
‘olonia, janca y MRS

Poquela | jondalisa. | brillante

sin colonias

Muy Grande definidas. Blanca y opaca| PDA

Mediana | Sinfoma [Blancay opaca

Blanca

Mediana Rodonda brillante

*El cuadro muestra las diferentes colonias observadas en los cultivos realizados con medio PDA y medio
MRS. El aspecto, tamafio, forma, color, tincion Gram, tinciéon de azul de metileno y la fecha de muestro y

de analisis de microbiologia.
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Cuadro 4: Identificacién de microorganismos aislados de l1a bebida fermentada de Rosa de Jamaica

Microorganismo Identificacion Metodo de identificacion
1 Levadura Observacion bajo el microscopio vy tincion de azul de metileno
2 Bacteria Observacion bajo el microscopio y tincién de Gram
3 Levadura Observacion bajo el microscopio v tincion de azul de metileno
4 Levadura Observacion bajo el microscopio v tincion de azul de metileno
5 Levadura Observacion bajo el microscopio vy tincidén de azul de metileno
6 Levadura Observacion bajo el microscopio vy tincion de azul de metileno
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2. Anailisis de biologia molecular

Figura 11: Identificacion grafica del microorganismo responsable de la fermentacion de la bebida de

Rosa de Jamaica

>JQ241273.1 Wickerhamomyces anomalus strain CZS2-Y5 internal transcribed
spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=232

Score = 409 bits (221), Expect = 4e-110
Identities = 224/225 (99%), Gaps = 1/225 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 6 ATTGCGCGGCGAT-AACCTTACACACATTGTCTAGtttttttGA

||II|||||||||I||I||||||I||||| LECEETECEETEE LTt

Sbjct 6 GCTTATTGCGCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTGA

Query 65 ACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCTAAACACAtttttttAAT

III||IIIIIIII||IIIIIIII|||||||I|I||||l||I|I||||l|||||||||l||

Sbjct 66 GCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCTAAACACATTTTTTTAAT

Query 125 GTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACT

LEVEEERECECEEEETEr e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 126 GTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACT

Query 185 TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGC 229

III||III|||||||III|||||||||||||||||||l|||||||

Sbjct 186 TTCAACAACG ATGAAGAACGCAGC 230

64

65

124

125

184

185

Cuadro 5: Identificacién del microrganismo responsable de la fermentacion de la bebida de Rosa de

Jamaica
Microorganismo Especie % de ajuste
Microorganismo 1 Wickerhamomyces anomalus cepa CZS2-Y5 99

*Este resultado se obtuvo al llevar a cabo una reacciéon de PCR utilizando el primer ITS y una

secuenciacion sanger.
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3. Analisis de determinacion de la concentracion de

microorganismos, sustratos y productos en el medio

Figura 12: Curva de crecimiento microbiano en relacion con el tiempo

5.00E+04
4.50E+04
4.00E+04
3.50E+04
3.00E+04
2.50E+04
2.00E+04
1.50E+04
1.00E+04
5.00E+03

0.00E+00
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

células/mL

Tiepmo (d)

*El eje Y corresponde a la concentracion de microorganismos en cantidad de celulas/mL. La concentracion
de microorganismos fue determinada utilizando un equipo especializado para conteo de microorganismos

llamado Muse. El eje x que representa el tiempo, se encuentra en dias.
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Figura 13: Curva de consumo de sacarosa con relacion al tiempo

0.9

0.8
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*El eje Y corresponde a la concentracion de sacarosa en el medio en %g/L determinada a través de un
equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El eje x que representa el tiempo, el cual se

encuentra en dias.
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Figura 14: Curva de produccion de etanol con relacion al tiempo
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*El eje Y corresponde a la concentracion de etanol en el medio en %g/L determinada a través de un equipo

de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El eje x que representa el tiempo, el cual se encuentra

en dias.
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Figura 15: Curva de consumo de glucosa en relacion con el tiempo
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*El eje Y corresponde a la concentracion de glucosa en el medio en %g/L determinada a través de un
equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El eje x que representa el tiempo, el cual se

encuentra en dias.
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Figura 16: Curva de consumo de fructosa con relacion al tiempo
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*El eje Y corresponde a la concentracion de fructosa en el medio en %g/L determinada a través de un

equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El eje x que representa el tiempo, el cual se
encuentra en dias.

40



Figura 17: Curva de produccion de acido acético en relacion con el tiempo
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*El eje Y corresponde a la concentracion de acido acético en el medio en %g/L determinada a través de un
equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El eje x que representa el tiempo, el cual se

encuentra en dias
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4. Determinacion del modelo cinético.

Ecuacion 1: Primera ecuacion del modelo cinético propuesto para describir el crecimiento de
microorganismos, consumo de sustrato y formacién de producto en una bebida fermentada de Rosa de

Jamaica.

()
= | ——m—m
lu' :umax KS+CS

Ecuacién 2: Segunda ecuacion del modelo cinético propuesto para describir el crecimiento de
microorganismos, consumo de sustrato y formacién de producto en una bebida fermentada de Rosa de

Jamaica.

Cx - Cxo)

CS:CSU_( Y.
XS

Ecuacion 3: Tercera ecuacion del modelo cinético propuesto para describir el crecimiento de
microorganismos, consumo de sustrato y formacioén de producto en una bebida fermentada de Rosa de

Jamaica.

Ca = Coo+ (Cso — C5) * Yy

Cuadro 6: Parametros cinéticos ajustados a datos experimentales de concentracion de células,

sustrato y producto

Parametro Valor
Velocidad maxima de crecimiento (umax) 0.83836 d-1
Constante de saturacion media para el sustrato (KS) 2.84204 mg/células
Rendimiento del sustrato (YX/S) 10888.39652 células/mg sustrato
Rendimiento del producto (YA/S) 0.68037 mg etanol/mg de sustrato
Constante empirica de fermentacion (n) 0.47705

*Se utilizo el programa Berkeley-Madonna para realizar el ajuste de curvas empleando 3 sets de datos

experimentales de concentracion de células, consumo de sustrato y formacion de producto.
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Células/mL

Figura 18. Ajuste de curvas del modelo cinético a los sets de datos experimentales para el crecimiento

microbiano, consumo de sustrato y formacion de producto utilizando Berkeley-Madonna.
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*La linea negra representa el crecimiento de microorganismos en el tiempo, la linea morada representa la

formacion de etanol en el tiempo, y la linea amarilla representa el consumo de sustrato en el tiempo.
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

1. Aislamiento y clasificacion de microorganismos.

Para el aislamiento y clasificacion de los microorganismos se hizo un analisis inicial de crecimiento
microbiano en medio nutritivo. Se utilizdo un medio nutritivo, y no un medio selectivo para promover el
crecimiento de todos los microorganismos presentes en la bebida de Rosa de Jamaica. Tras permitir el
crecimiento microbiano por 24 horas se observo la formacion de colonias sobre el medio. La morfologia de
las colonias se observo como de mediano tamafio, de color blanco opaco, y con una concavidad no tan
pronunciada. De acuerdo con la morfologia de la colonia es dificil determinar con certeza si la colonia
pertenece a una especie de levadura o de bacteria. Sin embargo, las caracteristicas observadas previamente
sugieren que la identidad de las colonias podria pertenecer a una especie de levadura. Adicionalmente se pude
mencionar que al abrir la caja Petri con las colonias formadas se percibi6é un olor fuerte a pan, lo cual

corresponde a un olor caracteristico perteneciente a las levaduras del genero Saccharomyces.

A partir de la observacion por morfologia se llevod a cabo el proceso de fijacion tincion y observacion
bajo el microscopio. Se observd bajo el microscopio en objetivo 100X con aceite de inmersion que los
microrganismos presentaron el tamafio y forma de una levadura. La forma fue ovoide. Ademas, se observaron
ciertas levaduras en etapa de gemacion. El tamafio fue aproximado de 5 um, lo cual corresponde al tamafio
promedio de una levadura. Se observo ademas que las células presentaron una tonalidad azul, la cual se
obtuvo por la tincion de Gram, lo cual es acertado ya que las levaduras al igual que las bacterias Gram

positivas muestran una coloracion azul, en vez de rojiza.

Tras llevar a cabo el aislamiento en medio nutritivo, y solo obtener colonias de levaduras se hizo un
analisis de crecimiento microbiano en dos tipos de medios selectivos: Medio Patata DextRosa (PDA) el cual
promueve un crecimiento de hongos filamentosos y levaduras, y un medio Man Rogosa y Sharpe (MRS) el
cual es selectivo y promueve el crecimiento de lactobacilos. Se observo que en ambos medios se dio el
crecimiento de colonias muy similares a las obtenidas en el primer aislamiento en medio nutritivo. Se
observaron colonias de tamafio mediano, redondas, blancas con tonalidad opaca y con una concavidad poco
pronunciada. Al llevar a cabo la tincion de azul de metileno, se observé la morfologia de las células, la cual
fue nuevamente de forma ovoide, caracteristica de levaduras, ademas de presentar el mismo tamafio que la
colonia observada en la observacion anterior. Al obtenerse la misma colonia de levadura, con las mismas
caracteristicas morfologicas tanto en la colonia como en las células, en medio nutritivo y en medios selectivos
se puede inferir que la diversidad de microorganismos en la bebida es baja. La baja diversidad de

microorganismos podria deberse a la actividad aséptica que presenta la Rosa de Jamaica como planta.
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Especialmente debido a que la bebida fermentada es una infusion de la flor de Jamaica, la cual presenta
metabolitos secundarios que tienen funciones asépticas tales como: hexano, acetato de etilo y metanol. (Patel,

2012)

Al finalizar el analisis de microbiologia clasica en la primer muestra de bebida de Rosa de Jamaica
fermentada y obtener resultados similares con diferentes tipos de medios, se decidio llevar a cabo un analisis
de microbiologia con cinco muestras de diferentes fechas. Esto con el objetivo de identificar la diversidad de
microorganismos en funcion del tiempo. Las muestras escogidas para este estudio fueron las muestras del 08
de diciembre de 2020, 17 de diciembre de 2020, 25 de diciembre de 2020, 31 de diciembre de 2020, y 03 de
enero de 2021. El inoculo fue por vertido con 500 pul de la bebida en medio PDA y MRS.

Coémo se observa en la Figura 25 el crecimiento de los microorganismos en medio MRS fue
diversificandose a medida que avanzo6 el tiempo de fermentacion y disminuy6 nuevamente al final de esta.
Como se observa en la Figura 27 la placa identificada con el nombre M1, perteneciente a la fecha del 8 de
diciembre de 2020, mostro el crecimiento de un solo tipo de colonia, su morfologia fue redonda, con bordes
lisos, con concavidad poco prominente y sin brillo. Se observaron 8 colonias aisladas, y se identifico a esta

colonia como la colonia #1. Cabe mencionar que la placa M1 mostr6é un aroma muy caracteristico a pan.

En la placa identificada como M2, perteneciente a la fecha del 17 de diciembre de 2020, en medio MRS,
se identifico el crecimiento de dos diferentes tipos de colonias. Al observar la placa detenidamente, se observo
el crecimiento de la colonia previamente identificada como colonia #1. De la cual fueron identificadas 7
colonias. Ademas de la colonia #1 se observé una colonia con morfologia y tamaifio diferente, la cual fue
nombrada colonia #2. La morfologia en la colonia #2 fue de tamafio mas grande que la colonia #1, ademas
no se observo una forma determinada, ya que los bordes de la colonia fueron irregulares. Al tocar la colonia
con un asa estéril, se observo que la textura y consistencia de esta fue ligosa y poco firme. De esta colonia se

observaron 2 formaciones, las cuales permanecieron pegadas la una a la otra.

En la placa identificada como M3, perteneciente a la fecha del 25 de diciembre de 2020, en medio MRS,
se observo el crecimiento de la colonia #1 y la colonia #2. De la colonia #1 se observaron 5 colonias, mientras
que de la colonia #2 se observo solamente una formacion. Ademas de estas dos colonias se observo una
tercenca formacion de colonias. La tercer formacion de colonias fue identificada como colonia #3. En la
colonia #3 se observo que el tamafio de esta, comparado con el tamafio de la colonia #1 y la colonia #2, fue
mas pequefio. Se observo ademas en la colonia #3 que la forma fue redonda, definida y con bordes lisos.
También se observo que el color, forma, concavidad y brillo fue igual al de la colonia #1, dejando solo al
tamafio de la colonia como particularidad de la colonia #3 con respecto a la colonia #1. Esto podria sugerir
que la colonia #1 y la colonia #3, pertenecen al mismo microorganismo, en diferentes etapas de crecimiento.

Pero al observarse también la colonia #1 en la placa M3, con el mismo tiempo y condiciones de crecimiento,
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se decidio mantener la identidad de ambas colonias de forma separada, manteniendo asi la nomenclatura

utilizada anteriormente, es decir, colonia #1, colonia #2 y colonia #3.

En la placa identificada como M4, perteneciente a la fecha del 31 de diciembre de 2020, en medio MRS,
se identifico la presencia de tanto la colonia identificada como colonia #1 y colonia #3. En esta placa ya no
se dio el crecimiento de la colonia #2. También se observd que la poblacion de la colonia #1 y #3 fue mucho
mayor, por lo que no se pudo determinar con seguridad el niimero de unidades de ambos tipos de colonia. En
esta ademas se observo que el tamafio de la colonia #1 y la colonia #3 permanecio igual a la observacion en
la placa M2. Esto sugiere nuevamente que, a pesar de la similitud en tamafio, color, forma, y brillo de ambas
colonias, estas pertenecen a diferentes tipos de microorganismos. Se infiere ademas que la ausencia de las

colonias identificadas como colonia #2 pudo deberse a diferentes razones.

Primero, pudo haberse dado debido a la competencia por nutrientes en el medio de cultivo. Al existir
diferentes especies de microorganismos en la bebida, y todos aprovecharse de la misma fuente de nutrientes,
es normal que los microorganismos compitan por el alimento. Tanto las bacterias como levaduras tienen
mecanismos de defensa, por lo que es posible que las colonias #1 y #3 hayan competido con la colonia #2 y

la hayan destruido por falta de alimento.

La segunda posible razon es que las condiciones del medio hayan sido modificadas por la formacion
de producto de la fermentacion. Al llevarse a cabo una reaccién metabodlica de fermentacion, se obtienen
productos tales como etanol, acido acético y otros acidos organicos. La formacion de estos productos es clave
en el comportamiento del crecimiento microbiano, ya que estos pueden representar una fuente de intoxicacion
tanto para las bacterias como levaduras en el medio, y ademas una disminucion en el potencial de hidrogeno,
es decir el pH, de la bebida. Ciertas levaduras del género Saccharomyces poseen una mayor tolerancia a
productos fermentativos como etanol, asi como una mayor resistencia a pH mas bajos. Esto nuevamente
sugiere que la posible identidad de los microorganismos responsables de la fermentacion sean levaduras del

genero Saccharomyces.

La tercer posible razon es que la colonia #2 sea una contaminacion en el medio de cultivo, pero al
haber crecido de forma adecuada en dos diferentes tiempos de muestreo no se puede concluir con certeza que

la colonia #2 sea una contaminacion.

En la placa identificada como M5, perteneciente a la fecha del 03 de enero de 2021, en medio MRS,
se observo el crecimiento de la colonia #1 y la colonia #3 nuevamente. Se logr6 observar una gran cantidad
de colonias, por lo que no se pudo identificar con exactitud la cantidad de ellas en el medio. Nuevamente no

se muestra la formacion de la colonia #2, lo que podria deberse a las razones mencionadas con anterioridad.
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Como se observa en la Flgura 26 el aumento de la diversidad de microrganismos en medio PDA no
fue como la obtenida en el medio MRS. Como se observa en la Figura 32 la placa identificada con el nombre
M1, perteneciente a la fecha del 8 de diciembre de 2020, mostrd el crecimiento de un solo tipo de colonia, la
cual cubrid por completo la placa Petri M1. Esta colonia se observo de color blanco opaco, con ciertos bordes
visibles, y con un olor muy fuerte a pan. El crecimiento de esta colonia fue mucho mayor al observado en
medio MRS, debido al medio que se utilizb para su crecimiento. Como se menciond antes, el medio PDA
promueve el crecimiento especifico de hongos filamentosos y levaduras. Tanto la morfologia, como el
crecimiento en toda la placa y el olor caracteristico del microorganismo sugiere que la identidad del
microorganismo es una levadura. A partir de la forma de la colonia se identificé a esta como la colonia #4.
Cabe mencionar que, al observar las caracteristicas morfoldgicas, con excepcion de la forma, y al uso del

medio, se tiene una leve sospecha de que la colonia #4 sea la misma que la colonia#1.

En la placa identificada como M2, perteneciente a la fecha del 17 de diciembre de 2020, en medio
PDA, se identificé el crecimiento de un tipo de colonia solamente. Al observar la placa detenidamente, se
observo el crecimiento de la colonia previamente identificada como colonia #4. De la cual fueron
identificadas aproximadamente 24 colonias. Estas colonias no tuvieron una forma completamente redonda,
los bordes no fueron lisos, sin embargo, el color, el brillo y el olor a pan fue igual al de la colonia #1. Lo cual
podria significar que la colonia #1 y #4 podrian pertenecer a la misma especie de levadura y que la diferencia

en los bordes sea efecto del medio de cultivo utilizado en esta observacion, es decir medio PDA.

En la placa identificada como M3, perteneciente a la fecha del 25 de diciembre de 2020, en medio
PDA, se observo el crecimiento de la colonia #4 y la colonia #3. Nuevamente como se observo con
anterioridad en la placa 3 con medio MRS, se mostraron dos tipos diferentes de colonias, muy similares en
forma, color, y brillo; pero diferentes en tamafio. Se observo a la colonia identificada como colonia #4 y a
una colonia mas pequefia del mismo tamafio, color, forma y brillo que la colonia #3 encontrada anteriormente.
Nuevamente podria tratarse de la misma colonia, pero en diferentes tiempos de desarrollo, pero al igual que

en la observacion previa, se mantuvo la identificacion de ambas colonias debido a la diferencia de tamaiio.

En la placa identificada como M4, perteneciente a la fecha del 31 de diciembre de 2020, en medio
PDA, se observo el crecimiento exclusivo del microorganismo identificado como colonia #4. Al momento de
identificar el microorganismo se tuvo problema, debido a su similitud con el microorganismo de la colonia
#1. Después de un andlisis cualitativo se decidio identificar la colonia como colonia #4, ya que al momento
de observar de forma detallada la forma irregular de las colonias se observo un mayor ajuste a la observacion
realizada en la colonia #4. En esta placa se observo como el crecimiento de las colonias formé patrones de
crecimiento en lineas, ademas se logran observar pocas colonias aisladas de forma solitaria, y se observo la
misma morfologia, es decir: tamafio, forma, color, y brillo de las ya observadas previamente en las placas

M1, M2 y M3 en PDA.
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En la placa identificada como M5, perteneciente a la fecha del 03 de enero de 2021, en medio PDA,
se observo la formacion de un solo tipo de colonia. La morfologia de la colonia, no se ajusto a la observacion
de ningtn tipo de colonia vista antes. Esta presentd un leve color amarillo, present6 una forma circular con
bordes irregulares, las colonias crecieron de una forma separada las unas de las otras, y presentaron un olor

desagradable. Las colonias observadas en la placa M5 en medio PDA fueron identificadas como colonia #6.

Como se menciond antes, la diversidad microbiologica de la bebida fermentada de Rosa de Jamaica
en medio PDA fue de solamente dos tipos diferentes de colonias, la colonia #4 y la colonia #6. Esto muestra
como en la fermentacion de la bebida de Jamaica participa una pequefia cantidad de diversas especies de
microorganismos. Esto se debe a dos principales razones. Primero, la preparacion de la bebida pasa por un
proceso de infusion en donde el agua y las hojas de la Rosa de Jamaica llegan a una temperatura de ebullicion.
Este paso en la formulacion de la bebida juega una parte muy importante en el impacto biologico de la
diversidad de microorganismos, debido a que la alta temperatura para lograr la infusion de la Rosa de Jamaica
a su vez mata los microrganismos presentes en el agua y en las flores de Jamaica. Segundo, la formacion de
metabolitos secundarios producidos por la Rosa de Jamaica, de los cuales muchos presentan propiedades

antisépticas.

Al llevar a cabo la identificacion y clasificacion de los microorganismos por medio de microbiologia
clasica se llevo a cabo la tincion y observacion bajo el microscopio de las colonias previamente observadas.
Se observo tal y como se muestra en la Figura 37 que la morfologia del microorganismo #1 bajo el
microscopio en objetivo 100X y aceite de inmersion fue ovoide, se observaron ciertas células en etapa de
gemacion, al observarse pequefias células de forma ovoide adheridas a la pared celular de otras células de la
misma forma, pero mas grandes. Ademas, se observo que el tamafio de las células fue de aproximadamente
5 um, tamafio caracteristico de levaduras del genero Saccharomyces. Adicionalmente cabe mencionar que se
selecciono llevar a cabo la tincion fue de azul de metileno, debido a la sospecha inicial de la naturaleza fungica
de la colonia #1. Tras el analisis de morfologia de colonia, y la observacion del microorganismo bajo el
microscopio se puede concluir que la identidad del microorganismo #1 es la de una levadura, con sospechas

de que esta pertenezca al genero Saccharomyces.

Al llevar a cabo la tincion de azul de lactofenol y observacion bajo el microscopio en objetivo 100X
y aceite de inmersion en el microorganismo #2 se observo la existencia de celulas pequeiias de un tamafio
aproximado de 1 pm, de forma alargada, y localizadas en grupos. De acuerdo con el tamafio y forma de los

microrganismos, se puede sugerir que la identidad de estos sea de bacterias en forma de bacilos.

En el microorganismo #3 se decidio llevar a cabo una tincion de azul de lactofenol debido a la
sugerencia, obtenida por la observacion morfologica de la colonia, de la naturaleza fungica del
microorganismo. Al llevar a cabo la tincion, y observacion en el microscopio con un objetivo de 100X y

aceite de inmersion, se observo la existencia de celulas de un tamafio aproximado de 5 um, de forma ovoide,
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y con la observacion de ciertas celulas en etapa de gemacion. Cabe mencionar que el tamafio, forma y
caracteristicas reproductivas del microorganismo #3 son iguales a nivel microscopico que las del
microrganismo #1. Esto podria sugerir que ambos microorganismos pertenezcan a la mima especie de

levadura.

Al llevar a cabo la tincion de lactofenol y observacion en el microscopio en objetivo 100X y aceite
de inmersion del microrganismo #4, se observo la existencia de células ovoides, de tamafio muy similar al de
los microorganismos #1 y #3. Se observo también la existencia de células en etapa de gemacion. La forma,
tamafio y caracteristicas de tanto la colonia, como de las celulas observadas en el microscopio, sugieren que

la identidad de los microorganismos es fingica, mas especificamente la de una especie de levadura.

La morfologia, tamafio y observacion de celulas en etapa de gemacion también pudieron observarse
de manera clara en la tincion y observacion en el microscopio en objetivo 100X de los microrganismos #5 y
#6. La identificacion de los microrganismos #1, #3, #4, #5 y #6 como levaduras, puede indicar que la
aparicion del microrganismo #2, pudo deberse a una fuente de contaminacion en el proceso de crecimiento,

aislamiento y observacion de microrganismos.

Al finalizar el analisis de microbiologia clasica se determind que el unico microorganismo que
estuvo presente en todo el tiempo de la fermentacion fue el microorganismo #1. Se observé el crecimiento
del microorganismo #1, para todas las fechas de muestreo, tanto en medio nutritivo, como en medios
selectivos de MRS y PDA. Debido a esto, se seleccion6 al microorganismo #1 para llevar a cabo los analisis

de biologia molecular consecuentes.
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2. Analisis de biologia molecular.

En el Cuadro 8 se puede observar la secuencia de bases nitrogenadas en el genoma del microorganismo
1, en laregion ITS del ADN. La secuencia se identifica con las letras A, C, Gy T; en donde A se utiliza como
abreviado de Adenina, C de Citosina, G de Guanina y T de Timina. Los resultados en formato FASTA
muestran solamente la deteccion de los nucledtidos por medio del detector del secuenciador Sanger utilizado
para llevar a cabo la secuenciacion de la region ITS y tal y como se observa en el Cuadro 8 se pudieron
detectar 411 pares de bases. Estas pares de bases en la secuencia dada, permiten la identificacion del
microorganismo a través de analisis de acoplamiento de la secuencia determinada de forma experimental con

secuencias especificas para cada microorganismo.

En la Figura 45 se muestra el cromatograma de la secuenciacion sanger efectuada en el ADN que
pertenece a laregion ITS del genoma microbiano del microorganismo responsable de efectuar la fermentacion
en la bebida de Rosa de Jamaica. La region ITS del genoma se encuentra situado en medio de la pequefa
subunidad de ARN ribosomal, y la subunidad larga de ARN ribosomal en el cromosoma transcrito a la region
policistronica del ARN. Esta region del genoma se utiliza mucho para poder identificar la identidad de
especies desconocidas. Tal y como se observa en la Figura 45 se muestran 411 pares de bases nitrogenadas
de ADN de la secuencia genética de la region ITS en el microorganismo #1. En el cromatograma se asignd
la letra A y las curvas de color verde para mostrar la posicion de la base nitrogenada Adenina, en la secuencia
de nucledtidos del ADN. Por el otro lado se asigno la letra G y las curvas de color negro para mostrar la
posicion de la base nitrogenada Guanina, en la secuencia de nucledtidos del ADN. También se asigno la letra
T y las curvas de color rojo para mostrar la posicion de la base nitrogenada Timina, en la secuencia de
nucleodtidos del ADN. Finalmente se asigno la letra C con las curvas de color azul para mostrar la posicion
de la base nitrogenada Citosina, en la secuencia de nucledtidos del ADN. El cromatograma de bases
nitrogenadas de la secuenciacion permite, validar los resultados obtenidos en la secuencia FASTA, al poder
analizar los datos de una manera cualitativa. Tal y como se observa en la Figura 45 no se muestra ruido en la
base de la gran mayoria de nucledtidos del cromatograma. El ruido se identifica, por medio de curvas
adicionales en la base de las bases nitrogenadas identificadas. Se puede observar ruido en la posicion 55 del
cromatograma, asi como en la posiciones 99 y 153. Esto quiere decir, que, de las 411 bases nitrogenadas
detectadas, existio ruido solamente en 3, lo cual supone un porcentaje de error menor al 1%, lo que indica
que la deteccion de nucledtidos en la secuenciacion fue exitosa. Cuando el detector de secuenciador no logra
identificar nucle6tidos de forma adecuada, el cromatograma muestra una letra n en vez de las letras
correspondientes a los nucledtidos del ADN. Como se observa en la Figura 45 se lograron identificar los
nucledtidos correspondientes para toda la secuenciacion del ADN, al no existir ninguna entrada identificada

con la letra n en todo el cromatograma. Se puede observar ademas que a partir de la posicion 235 del
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cromatograma, las lecturas de nucleétidos disminuyeron considerablemente, esto se debe a medida que
avanza el gel, pierde resolucion. Esto es normal; los picos se ensanchan y cambian, lo que dificulta
distinguirlos e identificar las bases con precision. Aun asi, se observa como las bases nitrogenadas pudieron

ser identificadas hasta el final.

Al llevar a cabo la secuenciacion de genoma, se identificé que el microorganismo responsable de llevar
a cabo la fermentacion en la bebida de Rosa de Jamaica fue Wickerhamomyces anomalus cepa CZS2-Y5, con
un porcentaje de ajuste del 99%. Al observar la Figura 11 se observa como se llevo a cabo una comparacion
de los resultados experimentales de la secuenciacion, con datos de referencia pertenecientes a la levadura
Wickerhamomyces anomalus cepa CZS2-Y5, obtenidos de la National Center for Biotechnology Information
(NCBI). En esta se observa como a partir de la posicion 6 de la secuenciacion, hasta la posicion 230, la
secuencia experimental del microorganismo #1 es 99% idéntica a la secuencia de referencia, con una sola
diferencia en la base ntimero 35. Al observar que de las 224 pares de bases experimentales, 223 se acoplen
perfectamente a la secuencia de consulta, se puede determinar que la identidad del microorganismo
encontrado y aislado de la bebida de Rosa de Jamaica sea la levadura Wickerhamomyces anomalus cepa

CZS2-Y5.

Los resultados obtenidos por los estudios preliminares de microbiologia clasica se ajustan al resultado
obtenido por los estudios de biologia molecular. Esto debido a que el estudio de microbiologia sugirié que la
identidad del microorganismo responsable de efectuar la fermentacion en el medio era una levadura debido a
la morfologia de colonia, la observacién en el microscopio, y las caracteristicas cualitativas del

Mmicroorganismo.

Se llevo a cabo una revision bibliografica de la levadura Wickerhamomyces anomalus. En esta revision
se encontr6 que la cepa responsable de efectuar la fermentacion de la bebida de Rosa de Jamaica es utilizada
ampliamente debido a su multitud de caracteristicas biotecnoldgicamente importantes en la mejora del sabor,
el procesamiento de alimentos y granos, la conservacion bioldgica, la fermentacion lactea y el tratamiento de
aguas residuales. Esta versatilidad se ve favorecida por la capacidad de tolerar condiciones ambientales
extremas como estrés oxidativo, salino, osmotico, asi como choques de pH y temperatura. Las caracteristicas
del microrganismo encontrado explican la razon por la cual la diversidad de microorganimos no fue alta,
especialmente al tratarse de una bebida fermentada de forma artesanal. Estas también explican como la bebida

tiene una actividad fermentativa, aun al llevarse a cabo a condiciones de temperatura mas altas.
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3. Fermentacion, crecimiento microbiano, consumo de sustrato y

formacion de producto.

Al finalizar el tiempo de fermentacion se llevo a cabo el conteo de celulas en la bebida con un analizador
de celulas Muse, marca Millipore Sigma. Como se observa en el Cuadro 14 para la fecha inicial de la
fermentacion, es decir el 08 de diciembre de 2020, la concentraciéon de microrganismos fue de 1.40X10?
celulas/mL. Cabe mencionar que la medicion fue realizada con una dilucion de la bebida de Rosa de Jamaica,
en agua destilada de 1:10. La concentracion maxima de células se obtuvo en el dia 17 el cual corresponde a
la fecha del 24 de diciembre del 2020, en donde la concentracién de microorganismos fue de 4.60X103
células/mL. La concentracion final de microrganismos durante el tiempo de la fermentacion fue para el dia
21 de fermentacion el cual pertenece a la fecha del 28 de diciembre de 2020, y alcanz6 una concentracion de

microrganismos de 1.40X10?% células/mL.

Al observarse la Figura 12 se pueden observar las diferentes etapas del crecimiento de microrganismos
en la bebida de Rosa de Jamaica. Se observa como del dia 1, correspondiente al 8 de diciembre de 2020, al
dia 9, correspondiente al 16 de diciembre de 2020, el crecimiento microbiano se encuentra en su fase de
adaptacion o lag. En este periodo de tiempo los microrganismos se adaptaron a los nutrientes de la infusion,
especialmente a la sacarosa como principal fuente de carbono, y a los nutrientes nitrogenados como fuente
principal de fuente de nitrogeno. Como se mencion6 con anterioridad, la Rosa de Jamaica posee ciertos
metabolitos secundarios, que funcionan como compuestos antisépticos, por lo que es probable que el largo
tiempo de adaptacion de los microrganismos se deba a la adaptacion de estos para soportar las concentraciones
de los compuestos antisépticos de la Rosa de Jamaica. La fase de adaptacion tom¢o lugar en un periodo de 9

dias.

Del dia 10, correspondiente a la fecha del 17 de diciembre de 2020, al dia 17, correspondiente al 24 de
diciembre de 2020, se observa la fase de crecimiento exponencial de los microorganismos. A partir del dia
10, se observd como la concentraciéon de microrganismos aumenté de 5.60X10% celulas/mL, a una
concentracion de 4.60X103 celulas/mL. Al llevar a cabo una regresion de tipo exponencial en el tiempo de
crecimiento exponencial de la fermentacion se obtuvo un R?de 0.9431, lo cual se ajusta de forma adecuada.
Durante esta etapa se obtuvo la velocidad de crecimiento mas grande de la fermentacion, la etapa exponencial

de la fermentacion tomo lugar por un periodo de tiempo de 7 dias.

Al observar la Figura 12 en la cual se muestra el crecimiento de los microrganismos presentes en la
bebida de Rosa de Jamaica en el tiempo, se observa como el crecimiento microbiano nunca tomo una
pendiente cercana a 0 que corresponde a la fase estacionaria. Tedricamente durante la fase estacionaria de
crecimiento microbiano, la razon de division y crecimiento celular es igual a la tasa de muerte celular, lo que

inhibe el crecimiento poblacional de microorganismos. Como se observa en la Figura 12, no existi6 una fase
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estacionaria, esto pudo haberse dado debido a la formacion de algiin producto fermentativo de naturaleza
toxica, a la alteracion de pH del medio, o a la actividad inhibidora de algiin otro compuesto, o a la falta de
nutrientes en el medio. Finalmente, a partir del dia 17, hasta el dia 21, correspondiente al 28 de diciembre de

2020, se presento la fase de muerte celular.

Se llevo a cabo la cuantificacion del consumo del sustrato en el medio. Se utilizé un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), para determinar la concentracion de tanto la sacarosa, la
cual es el sustrato principal de la bebida, como la determinacion de la concentracion de glucosa y fructosa,
las cuales son obtenidas a través de la hidrolisis enzimatica de la amilasa producida por las celulas en el
medio. Tal y como se muestra en el Cuadro 17 la concentracion inicial de la glucosa para el dia 1, en la fecha
del 8 de diciembre de 2020 fue de 0.735 %(g/L), y la concentracion de sacarosa disminuy6 considerablemente
hasta llegar a una concentracion final de 0.128 %(g/L) al dia 21 en la fecha correspondiente al 28 de diciembre
de 2020. Tal y como se observa en la Figura 13 la tendencia del consumo de sacarosa se ajusta de manera
logica al crecimiento microbiano, al observarse un consumo moderado y con una pendiente cercana a cero,
hasta el dia nueve, tiempo que pertenece a la fase de crecimiento de adaptacion. Ademas, se observa como el
consumo de azucares se hace mayor desde el dia 10 en adelante, tiempo que pertenece al crecimiento

microbiano en la fase exponencial.

Con respecto a la glucosa, la concentracion inicial de glucosa, para el 8 de diciembre de 2020, en el
medio fue de 1.65 %(g/L) y esta disminuy6 durante el tiempo de la fermentacion hasta alcanzar una
concentracion del 0.025 %(g/L) para el 28 de diciembre de 2020. Al observar la Figura 15 se observa que, al
igual que con el consumo de la sacarosa, el consumo de la glucosa se ajusta de manera logica con el
crecimiento microbiano, ya que se observa una velocidad de consumo moderado desde el dia uno, hasta el
dia 8, es decir el 15 de diciembre de 2020, el cual pertenece al periodo de tiempo que se identificé como fase
de adaptacion. Se observa adicionalmente que el consumo de glucosa se acelera a partir del dia 8, es decir el
15 de diciembre de 2020, y que este permanece acelerado hasta el dia 17, es decir el 24 de diciembre de 2020,

en donde ocurre la muerte celular.

Para la fructosa, el consumo también ocurrio, ya que se observo que la concentracion de fructosa al
inicio de la fermentacion, el 8 de diciembre de 2020, fue de 2.164 %(g/L) y la concentracion para la fecha
final de la fermentacion, el 28 de diciembre de 2020, fue de 0.052%(g/L). Como se observa en la Figura 16
la velocidad del consumo de fructosa fue fluctuando durante todo el tiempo de la fermentacion, pero se
observo un consumo mas grande entre el dia 10, es decir el 17 de diciembre de 2020, y el dia 16, es decir el
23 de diciembre de 2020, de la fermentacion, periodo de tiempo que se ha identificado como fase exponencial

de crecimiento microbiano.

Con respecto a la concentracion de sustrato, se observd como en general ocurrié un consumo de

azucares en el medio, como via para permitir el crecimiento microbiano, el mantenimiento celular, y la
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formacion de productos fermentativos, tales como etanol, acido acético y otros acidos organicos. Se observo
como el consumo de sustrato fue mayor en la fase exponencial de crecimiento, y como es que la concentracion
de sustrato se agotd de forma significativa al finalizar la fermentacion. Ademas, se identifico el consumo de
sacarosa, pero también de glucosa y fructosa. Al ser la sacarosa el azucar utilizado para la formulacion de la
bebida se puede demostrar que ocurre una hidrolisis enzimatica en el medio, efectuada por enzimas
hidroliticas extracelulares como la amilasa. Lo cual a su vez muestra que existe una actividad metabolica en

el medio, llevada a cabo por los microorganismos hallados en la bebida.

Ademas de la determinacién de sustratos por medio de HPLC, se llevo a cabo la cuantificacion de
productos fermentativos en el medio. Como se observa en el cuadro 16 la concentracion inicial de etanol en
la bebida para la fecha del 8 de diciembre de 2020 fue de 0.726 %(g/L), y la concentracion final de etanol fue
de 3.383 %(g/L). La concentracion de etanol al finalizar la fermentacion fue alta, considerando que la bebida
se comercializa como bebida probidtica, y casi obtener un 4% de etanol, el cual es utilizado en bebidas
alcoholicas como cerveza o cidra. Se puede observar en la Figura 14 que la produccion de etanol fue constante
a lo largo de la fermentacion. La formacion de etanol se da durante todo el tiempo de la fermentacion debido
a que este es el desecho metabolico de la glucosa, al darse una fermentacion facultativa. La formacion de
etanol no se limita a ser producido en cierto tiempo de la fermentacion solamente, ya que no se considera un

metabolito secundario de la fermentacion.

Ademas del etanol, se llevd a cabo la cuantificacion de metanol, acido acético y lactosa. No se
cuantificd ninguna concentracion de metanol, lo cual es un resultado adecuado, debido al riesgo que
representa el metanol para los seres humanos. Tampoco se cuantifico ninguna concentracion de lactosa. Pero
como se muestra en el cuadro 19 se observo que para el dia 14, correspondiente a la fecha del 21 de diciembre
de 2020, se formo acido acético, con una concentracion de 0.1 %(g/L), y llegd a una concentracion maxima
de 0.115 %(g/L) para el dia 16, correspondiente a la fecha del 23 de diciembre de 2020. La formacion del
acido acético se logrd dar debido a la formacion de etanol en el medio, como producto fermentativo de los
microorganismos, y por la naturaleza facultativa de la fermentacion. Como se observa en la Figura 17 el
acido acético se forma antes de la fecha en la que inici6 la fase de muerte celular. Puede inferirse que la
muerte celular pudo haberse llevado a cabo por una intoxicacion de acido acético, o por la disminucion del
pH en el medio, o por la formacion de los compuestos antisépticos formados por la cepa Wickerhamomyces

anomalus mencionados anteriormente.
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4. Modelo cinético de la fermentacion.

En la ecuacion 1, se presenta el modelo cinético propuesto para el crecimiento de los microrganismos
responsables de llevar a cabo la fermentacion en la bebida de Rosa de Jamaca. La ecuacion 1 no solamente
modela el crecimiento de los microorganismos, sino que también toma en cuenta el consumo de sustrato, que
en este estudio fueron los azucares fermentables de sacarosa, glucosa y fructosa; y la formacion del producto
principal de la fermentacion que fue el etanol. El modelo que se utilizé como base para la ecuacion 1 fue el
modelo de Monod, el cual fue seleccionado debido a que el nutriente de los microorganismos en el medio fue
limitante, ya que una vez se formulo la bebida de Rosa de Jamaica, no se le agregd ninglin azicar adicional

al medio.

Se seleccionaron los azlicares fermentables como el sustrato limitante, debido a su importancia en el
metabolismo del carbono, el cual es vital para el mantenimiento celular. Durante el proceso de fermentacion,
la sacarosa utilizada como fuente de carbono sufre una hidrolisis enzimatica para formar una molécula de
glucosa y una de fructosa, la fructosa mas adelante sufre reacciones de conversion para tornarse en glucosa,
ya que esta es la molécula utilizada como fuente exclusiva para la formacion de piruvato, y consecuentemente
ATP, con el fin de suplir a las celulas con energia para su mantenimiento, y para la formacion de productos,
como en este caso, el etanol y en menor medida, el acido acético. De forma mas especifica, se selecciono la
fuente de carbono como el sustrato limitante, ya que esta no se generd durante la fermentacion, sino que

solamente se consumio.

Por el otro lado, la fuente de nitrogeno del medio fueron los compuestos nitrogenados presentes en la
Rosa de Jamaica, tales como aminoacidos, nitratos y otros compuestos organicos; los cuales al igual que la
sacarosa, no fueron adicionados durante el proceso de fermentacion. A diferencia de la fuente de carbono, si
existi6 una fuente de nitrogeno viable que se gener6 durante la fermentacion, la cual fue la poblacion de
células que murieron mientras se ferment6 el medio. Las células de levaduras muertas, poseen aun una gran
cantidad de aminoacidos y otros compuestos nitrogenados, que sirven como fuente nutritiva de nitrégeno para

nuevas células. Por lo que no se selecciond ningiin compuesto del nitrdgeno, como sustrato limitante.

La cinética de crecimiento microbiano se llevo a cabo con los datos experimentales tomados de una
fermentacion de una bebida de Rosa de Jamaica a una temperatura promedio de 6 °C. No se llevaron a cabo
analisis adicionales a temperaturas distintas, debido a que la bebida fermentada al comercializarse incluye las
instrucciones de mantenerse en refrigeracion. Tampoco se tomo en consideracion la formacion de CO2 debido
a que la botella posee un cierre no completamente hermético, lo que permite que el CO2 abandone el medio

antes de poder diluirse en él, e impactar el metabolismo de los microorganismos.
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Una de las limitantes del modelo de Monod en la prediccion de modelos cinéticos en crecimiento
microbiano, se da durante las fases de adaptacion, estacionaria y de muerte, por lo que el modelo presentado
en la ecuacion 1, realmente modela el comportamiento de crecimiento de microorganismos en la fase
exponencial solamente. Esto quiere decir, que el modelo se fija durante los dias en los que el crecimiento
microbiano, present6 la mayor velocidad de reproduccion. Dicho periodo de tiempo abarca la fermentacion
entre las fechas del 18 de diciembre del 2020, al 23 de diciembre del 2020, lo que se resume a 6 dias de
fermentacion. Tal y como se mencioné con anterioridad, al asignar una regresion exponencial a la funcion de
la concentracién de células, en los tiempos ya mencionados, se obtiene un R? de 0.92, lo cual indica que,

durante esas fechas, el crecimiento microbiano se dio de forma exponencial.

Tal y como se observa en la ecuacion 1 el modelo incluy6 los siguientes términos: py, Ks, Cs y n. El
simbolo p se utiliza para hacer referencia a la velocidad de crecimiento de los microorganismos, la cual se
expresa en dias”'. El modelo esta en funcién de u ya que el parametro mas importante del modelo es la
variacion de células en el tiempo. Por el otro lado, pmax hace referencia a la velocidad de crecimiento
microbiano maxima, la cual se situa en la fase exponencial del crecimiento microbiano. Tal y como se muestra
en el Cuadro 6, el valor de umax fue de 0.83836 d!, esto indica que la velocidad mas alta que alcanzé el
crecimiento microbiano durante la fermentacion fue 0.83836 d™!. El valor de pimax se obtuvo a través del ajuste

de datos llevado a cabo en el programa analitico de Berkeley-Madonna.

El parametro Ks, hace referencia a la saturacion media para el sustrato en el medio. Este parametro es
muy importante, ya que este dicta la afinidad que poseen los microorganismos al sustrato empleado en la
fermentacion. Tal y como se menciond con anterioridad, el sustrato limitante de este modelo fue el azicar
fermentable en el medio. Tal y como se observa en el Cuadro 6 el valor de Ks para el modelo cinético fue de
2.84204 mg/células. En el caso de Ks, mientras mas pequefio sea el valor, mayor es la afinidad de los
microorganismos al sustrato. El valor obtenido de Ks en el modelo fue bajo, lo que permite declarar que la
afinidad del microorganismo al sustrato fue alta. Esto se ajusta muy bien a la literatura, ya que el sustrato de
mayor afinidad para microorganismos fermentativos es el azlicar fermentable, tales como la glucosa, fructosa
y sacarosa. Esto se debe principalmente a que el paso inicial de toda fermentacion microbiana es la glucolisis,
en donde el sustrato principal, tal y como sugiere su nombre, es la glucosa. Cabe mencionar que el valor de

Ks fue determinado al llevar a cabo un ajuste de datos utilizando el programa analitico de Berkeley-Madonna.

Con respecto a Cs, este se calculd por medio de la ecuacion 2 en donde participan datos experimentales
de la concentracion inicial de sustrato (Cso), concentracion inicial de microorganismos (Cxo), y el rendimiento
celular, (Yxss). La concentracion inicial de sustrato se obtuvo por medio de la determinacion de aziicares en
el medio, la cual fue de 2.3 %(g/L), la concentracion inicial de microorganismos en el medio se determind
utilizando un analizador de células Muse, con lo que se obtuvo un valor de 6300 celulas. Por el otro lado, el

rendimiento celular, se calculd por medio de ajuste de curvas con el programa analitico de Berkeley-
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Madonna, el cual dio un valor de 10888.39652 células/mgn de sustrato, lo que se interpreta que por cada mg
de sustrato consimido, se form6 una cantidad de 10888.39652 celulas, el rendimiento es grande, por lo que
se puede inferir que la mayor cantidad de sustrato se utilizo con el fin de aumentar la poblacion celular. Por
el otro lado, se calculo el valor del rendimiento de producto, el cual fue de 0.68037 mg de etanol/mg de
sustrato, el cual demuestra que, por cada miligramo de sustrato consumido por las células, se produce 0.68037
mg de etanol. Este rendimiento no es del 100% debido a que parte del sustrato se utiliza para la formacion de
células nuevas en el medio, otra parte para la formacion de otros productos fermentativos, tales como el CO2
y otros acidos organicos de la bebida, y otra fraccion se utiliza para la importante tarea de llevar a cabo el

mantenimiento celular.

Adicional a los parametros ya discutidos previamente, se empled el uso de una constante empirica de
fermentacion, la cual se utilizo con el fin de acoplar mejor el modelo cinético calculado, con el juego de datos
experimentales de la fermentacion. El valor de la constante empirica de fermentacion (A) fue de 0.47705, la
cual permitié obtener un modelo mas aproximado a los datos experimentales obtenidos. El valor se obtuvo

por medio de ajustes realizados por el programa analitico de Berkeley-Madonna.

Se llevaron a cabo multiples intentos de ajuste de curvas en el modelo cinético escogido, con el fin de
obtener el modelo mas cercano posible a los datos experimentales de la fermentacion. La cercania del modelo
se calculd como una diferencia de porcentaje de error entre los puntos experimentales de la concentracion
celular, concentracion de sustrato y concentracion de producto, a los valores correspondientes a la curva
ajustada del modelo cinético. Tras multiples intentos, se escogid el modelo y parametros previamente
discutidos, al haber obtenido el porcentaje de error mas bajo encontrado. El porcentaje de error para la curva
y datos experimentales del cambio en la concentracion de celulas fue del 10%. Por el otro lado el porcentaje
de error para la curva y datos experimentales del cambio en la concentracion de sustrato fue del 4%.
Finalmente, el porcentaje de error para la curva y datos experimentales del cambio en la concentracion de
producto fue del 4%. El porcentaje de error del modelo, para los tres juegos de datos experimentales fue del
6%. Un porcentaje de error del 6% es aceptable, ya que se recomienda en literatura que el porcentaje de error

para modelos cinéticos no sea mayor al 10%.
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VIII. CONCLUSIONES

Se identifico con técnicas de microbiologia clasica la presencia de cinco diferentes
microorganismos, los cuales fueron clasificados como levaduras. Ademas, se determind que el
microorganismo presente durante toda la fermentacion fue el microorganismo identificado como

microorganismo #1.

Se llevo a cabo la extraccion, purificacion y secuenciacion del microorganismo identificado como
microorganismo #1, determinando que la identidad a nivel de especie fue la levadura llamada

Wickerhamomyces anomalus cepa CZS2-Y5. Con un ajuste genémico del 99%.

Se propuso un modelo cinético que se ajusto a los datos experimentales de microorganimos, sustratos
y productos en fermentacion, el cual se basa en el modelo de Monod, con parametros cinéticos de

pumax = 0.83836 dia™! y Ks = 2.84202 mg/células.

Se determiné que la bebida fermentada de Rosa de Jamaica estudiada posee limitadas posibilidades
de tener capacidad probidtica debido a que el microorganismo fermentativo identificado en la bebida
como Wickerhamomyces anomalus cepa CZS2-Y5, no tiene ningtn efecto probidtico en el cuerpo.
Y debido a que la concentracion méaxima de celulas obtenida en la fermentacion no fue la requerida
de acuerdo con FDA, para tener un efecto probidtico, ya que fue de 4.60X103 celulas/mL siendo la

cantidad requerida de entre 10X10° y 10X108 células/mL.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo fermentaciones adicionales, variando parametros de temperatura y pH,
con el fin de evaluar el efecto de estos parametros en el crecimiento microbiano, consumo de sustrato

y formacion de producto.

Se recomienda que, para futuras réplicas de este estudio, se incluya un estudio de microbiologia
clasica adicional de baterias bioquimicas, y pruebas de motilidad. Los estudios adicionales
recomendados, permitirian una mejor clasificacion de los microrganismos aislados de la bebida
fermentada de Rosa de Jamaica, y una mejor identificacion de los microorganismos seleccionados

para estudios consecuentes de biologia molecular.

Se recomienda llevar a cabo la determinacion de la concentracion de los compuestos
antimicrobianos, de acetato de etilo, acetato de isoamilo y propionato de etilo, producidos por la
cepa Wickerhamomyces anomalus, con el fin de evaluar la actividad antiséptica de la cepa

Wickerhamomyces anomalus en la bebida fermentada de Rosa de Jamaica.

Se recomienda llevar a cabo la secuenciacion de los otros 4 microorganismos hallados en la bebida
fermentada de Rosa de Jamaica, para evaluar si alguno de ellos es considerado como

microorganismo probiotico.

Al determinar que la concentracion maxima de celulas en el medio no alcanzo la dosis establecida
para considerar la bebida como un alimento probiodtico, se recomienda llevar a cabo la investigacion
de una nueva formulacion de la bebida, con un cultivo inicial de celulas adecuado, con el fin de

alcanzar la concentracion de celulas requerida.
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XI. ANEXOS

1. Microbiologia clasica

Figura 19. Placas con medio PDA

Figura 20. Placas con medio MRS
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Figura 21. Reactivos y equipo para inoculacion de microorganimos en el medio
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Figura 23 Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa Petri

con medio nutritivo después de 24 horas de incubacion a 37 °C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 8 de diciembre de 2020, la cual

corresponde al primer dia de fermentacion.

Figura 24: Tincion de Gram en el microorganismo aislado en medio nutritivo

*Se utilizo un microscopio en objetivo 100X con aceite de inmersion.
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Cuadro 7: Identificacion de microorganismos con numerales de acuerdo con la morfologia, aspecto y

tamaiio de colonia

*La clasificacion de los microorganismos encontrados fue realizada de acuerdo con el tamafio, forma, color

y aspecto de las colonias microbianas.

Figura 25: Diversidad microbiologica en medio MRS con relacién al tiempo de la fermentaciéon

*Esta figura muestra la diversidad de colonias en medio MRS, con respecto al tiempo, en las fechas de:

08/12/2020; 17/12/2020; 25/12/2020; 31/12/2020 y 03/01/2021.

Figura 26: Diversidad microbiologica en medio PDA con relacion al tiempo de la fermentacion

*Esta figura muestra la diversidad de colonias en medio PDA, con respecto al tiempo, en las fechas de:

08/12/2020; 17/12/2020; 25/12/2020; 31/12/2020 y 03/01/2021.
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Figura 27: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio MRS después de 24 horas de incubaciéon a 37 °C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 8 de diciembre de 2020, la cual

corresponde al primer dia de fermentacion.

Figura 28: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio MRS después de 24 horas de incubaciéon a 37 °C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 17 de diciembre de 2020, la cual

corresponde al décimo dia de fermentacion.
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Figura 29: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio MRS después de 24 horas de incubaciéon a 37 °C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 25 de diciembre de 2020, la cual

corresponde al décimo octavo dia de fermentacion.

Figura 30: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio MRS después de 24 horas de incubaciéon a 37 °C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 31 de diciembre de 2020, la cual

corresponde al vigésimo cuarto dia de fermentacion.

70



Figura 31: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio MRS después de 24 horas de incubaciéon a 37 °C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 3 de enero de 2021, la cual

corresponde al vigésimo séptimo dia de fermentacion.

Figura 32: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio PDA después de 24 horas de incubaciéon a 24°C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 8 de diciembre de 2020, la cual

corresponde al primer dia de fermentacion.
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Figura 33: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio PDA después de 24 horas de incubaciéon a 24°C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 17 de diciembre de 2020, la cual

corresponde al décimo dia de fermentacion.
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Figura 34: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio PDA después de 24 horas de incubaciéon a 24°C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 25 de diciembre de 2020, la cual

corresponde al décimo octavo dia de fermentacion.

Figura 35: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio PDA después de 24 horas de incubaciéon a 24°C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 31 de diciembre de 2020, la cual

corresponde al vigésimo cuarto dia de fermentacion.
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Figura 36: Morfologia de colonia inoculada con bebida fermentada de Rosa de Jamaica en placa petri

con medio PDA después de 24 horas de incubaciéon a 24°C

*El inoculo de bebida fermentada de Rosa de Jamaica fue de 500 pl. El inoculo se llevé a cabo con una
micropipeta de 1000 pl. La muestra de bebida inoculada tiene fecha del 3 de enero de 2021, la cual

corresponde al vigésimo séptimo dia de fermentacion.

Figura 37: Tincién de azul de lactofenol en el microorganismo 1

*Se utilizo un microscopio en objetivo 100X con aceite de inmersion.
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Figura 38: Tincion de azul de lactofenol en el microorganismo 2

*Se utilizo un microscopio en objetivo 100X con aceite de inmersion.

Figura 39: Tincion de azul de lactofenol en el microorganismo 3

*Se utilizo un microscopio en objetivo 100X con aceite de inmersion.
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Figura 40: Tincion de azul de lactofenol en el microorganismo 4

*Se utilizo un microscopio en objetivo 100X con aceite de inmersion.

Figura 41: Tincion de azul de lactofenol en el microorganismo 5

*Se utilizo un microscopio en objetivo 100X con aceite de inmersion.
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Figura 42: Tincion de azul de lactofenol en el microorganismo 6

*Se utilizo un microscopio en objetivo 100X con aceite de inmersion.

2. Analisis de biologia molecular

Figura 43. Preparacion de muestras para analisis de biologia molecular
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Figura 44. Seleccion de los iniciadores para la reaccion de polimerasa en cadena

# Primer Name Type Sequence

1 ITS1 Universal TCCGTAGGTGAACCTGCGG

2 ITS2 Universal GCTGCGTTCTTCATCGATGC

Cuadro 8: Secuencia de nucledtidos en la region ITS (Espaciador transcrito interno) en formato

FASTA

Secuencia de nucledtidos en la region ITS

AGAGAATTCATTGCAGCGCTTATTGCGCGGCGATAACCTTACACACATTG
TCTAGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCA
AAGGTCTAAACACATTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATG
AAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAACCATATGGTACTCCTTG
CCGCGGTCAATTGCGCGCCATCACCTTAACACGGGCCTATTTTTTTGACT
TAGCCTGTGTGTTACCAAATACGCCAAGTCTACACTTTTTAAGTTAACTT
TACATATCAGAGTTTTACAAATAAGACTCAACTTCACACGAGTTGCTCTG
CACATAAAAGA

*En donde A es Adenina, G es Guanina, T es Timina, y C es Citosina.
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Figura 45: Cromatograma de la secuenciacion sanger efectuada en el ADN extraido del

microorganismo responsable de la fermentacion en la bebida de Rosa de Jamaica.

macrogen
File: M1_ITS1.abl Run Ended: 2021/3/26 21:18:41 Signal G:348 A:451 C:615 T:799
Sample: M1_ITS1 Lane: 88 Base spacing: 18.333523 411 bases in 7190 scans Page 1 of 1

10 30 0 50 60 7 80 90 100 110 120
AGAG AATTC ATTGC TATT GCGCGGCGAT A CCT TACACACAT TGT CTAGT TTTTTT GAACTT TGCTTTGGGT GG GAGC CTGGC TTACT GCCCAAAGGT CTALACACAT TTTTTTA

A A AR \ AR A A A A A A A
R AN P AN A P A
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
ATGTTAAAACCTTTAACCAATAGT CATGAAAAT TTTTAACAAAAAT TAAAATCTTC. ACTTTCAACAACGGAT CTCTTGGTTCT CGCATCGAT GAAGAACGCAGCA A A AC CATATGG TACTCC
AAAA ARAR A AR AN AR AAAAA A ARAR A AN A AARARAALA i Anfaaninf
AN AN A A A A AN A A )
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
TT GCC GOGGT CAATTACGC GCCAT CACCT TAACAC GGGCCT AL TT TTTIGACT TAGC € TGTGTGTTAC CAA AT ACG CCAAGTCT A CACTIT TTAAGT TA ACTTT AC ATAT CAGAG TTIT ACAAA

380 390 400
TAGACTCAACTTCACAC GAGT TGCT CT @ CA T A

*En donde A es Adenina, G es Guanina, T es Timina, y C es Citosina
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Figura 46. Informacion de la cepa en la NCBI

Wickerhamomyces anomalus strain CZS2-Y5 internal transcribed spacer 1 and
5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: JQ241273.1
FASTA  Graphics

Go to: (V)

LOCUS JQ241273 232 bp DNA linear PLN 26-MAR-2012
DEFINITION Wickerhamomyces anomalus strain CZS2-Y5 internal transcribed spacer
1 and 5.8S ribosomal RNA gene, partial sequence.
ACCESSION  JQ241273
VERSION JQ241273.1
KEYWORDS
SOURCE Wickerhamomyces anomalus
ORGANISM Wickerhamomyces anomalus
Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Saccharomycotina;
Saccharomycetes; Saccharomycetales; Phaffomycetaceae;
Wickerhamomyces.
REFERENCE 1 (bases 1 to 232)
AUTHORS Hemalatha,B.N., Venkatesan,T., Jalali,S.K. and Sriram,S.
TITLE Studies on endosymbionts of Chrysoperla zastrowi sillemi
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 232)
AUTHORS Hemalatha,B.N., Venkatesan,T., Jalali,S.K. and Sriram,S.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (@6-DEC-2011) Biotechnology, NBAII, Bellary Road, Hebbal,
Bangalore, Karnataka 560024, India
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..232
/organism="Wickerhamomyces anomalus"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="CzS2-Y5"
/isolation_source="gut"
/host="Chrysoperla zastrowi sillemi"
/db_xref="taxon:4927"
/note="PCR_primers=fwd_name: its-1f, rev_name: its-1r"
misc_RNA <1..>232
/note="contains internal transcribed spacer 1 and 5.8S
ribosomal RNA"

ORIGIN
1 gttggattca ttgcagcgct tattgcgcgg cgataaacct tacacacatt gtctagtttt
61 tttgaacttt gctttgggtg gtgagcctgg cttactgccc aaaggtctaa acacattttt
121 ttaatgttaa aacctttaac caatagtcat gaaaattttt aacaaaaatt aaaatcttca
181 aaactttcaa caacggatct cttggttctc gcatcgatga agaacgcagc ca
//
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Sequences producing significant alignments:

J0241273.1
J0241272.1
AB467307.1
KC462060.1
AB467305.1
KF728776.1
KM603609.1
KM603604.1
KM603601.1
JN835453.1
KP238319.1
AB467306.1
AF335926.1
KX422803.1
KY209903.1
KU522146.1
KC544480.1
JF300165.1
KY605162.1
K¥657575.1
KY657574.1
KX253664.1
KX887501.1
KY105895.1
KY105893.1
KY105892.1
KY105889.1
KY105883.1
KY105882.1
KY105876.1
KY105875.1
KY105874.1
KY105871.1
KY105870.1
KY105867.1
KY105864.1
KY105862.1
KY105861.1
KY105854.1
KU962018.1
KU962017.1
KU962016.1
KU962015.1
KU962014.1
KX766197.1
KU052060.1
KT883963.1
LC120363.1

®wTRQN7Q7 1

Wickerhamomyces anomalus strain CZS2-Y5 internal tran...
Wickerhamomyces anomalus strain CZS2-Y4 internal tran...
Pichia anomala gene for ITS1, strain: TL0202

Wickerhamomyces anomalus strain BKR2 internal transcr...
Pichia anomala gene for ITS1, strain: TL0903

B-NC-12-0OM14 interna...
F4 internal transcri...
F3 internal transcri...
F2 internal transcri...
6H1 18S ribosomal RN...
H2 internal transcri...
Pichia anomala gene for ITS1, strain: TL1002

Pichia anomala strain CBS 605 18S ribosomal RNA gene,...
isolate FET-TEZU internal tr...
strain MGR 6 internal transc...
internal transcribed spacer ...
isolate B-WHX-12-11 internal...
isolate PYDP1l internal trans...
[Candida] membranifaciens strain ASY4 internal transc...
isolate MY-Cal4 internal tra...
isolate MY-Cal3 internal tra...
strain VIT-ASNOl 18S ribosom...
strain 183 small subunit rib...
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genes for 18S rRNA,
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AMC_WA005
AMC_WA004
AMC_WA003
AMC_WA002
AMC_WA001
JG-10 18S

CBS:251 s...
CBS:1981 ...
CBS:1772 ...
CBS:2576 ...
CBS:260 s...
CBS:259 s...
CBS:113 s...
CBS:606 s...
CBS:5702 ...
CBS:247 s...
CBS:2230 ...
CBS:257 s...
CBS:8125 ...
CBS:250 s...
CBS:605 s...
CBS:248 s...
tr...
tr...
tr...

internal
internal
internal
internal tr...
internal tr...
ribosomal R...

09TJ067 internal tran...
IHZ 18S ribosomal RNA...

WAQ?2 _MNA

ITS1, 5....

12Q rihnanm

Figura 47. Secuencias con alineaciones significativas al resultado obtenido

(Bits)

S
o
=)

> |
o
~ |~

IS
o
—

W [
\O
\O [

W
\O
(]

W
O
[ee]

(o8]
\O
[ee]

W
\O
(]

W
O
o

(o8]
\O
o

W
\O
[))

W
e
[~

(]
\O
>

W
\O
[~

W
O
[~

(8
\O
[~

W
\O
N

W
\O
N

|

(o8]
\O
N

W
O
N

W
\O
N

(o8]
\O
N

W
O
N

W
\O
N

(o8]
\O
N

W
O
N

(o8]
\O
N

(8]
\O
N

(o
O
N

(%)
\O
N

(o8]
\O
N

W
O
N

(o8]
\O
N

(8]
\O
N

W
\O
N

(o8]
\O
N

(8]
\O
N

W
\O
N

(o8]
\O
N

W
\O
N

W
\O
N

(o8]
\O
N

W
\O
N

W
\O
N

(o8]
\O
N

W
\O
N

~
o
)

Value

4e-110
le-109
le-109
6e-108
6e-108
2e-107
8e-107
8e-107
8e-107
8e-107
3e-106
3e-106
3e-106
le-105
le-105
le-105
le-105
le-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105
4e-105

4e-105
Aa_10R



KT580795.1
KT580793.1
KT175181.1
KT175180.1
KR024781.1
KJ451674.1
KT207144.1
KP269059.1
KM384612.1
KJ816901.1
KP710194.1
KP675493.1
KP675055.1
KP675054.1
KP132889.1
KP132887.1
KP132886.1
KP132885.1
KP132884.1
KM368826.1
KM402087.1
KM402085.1
KM246175.1
LK392318.1
KJ527055.1
KJ502663.1
KJ502660.1
KF057708.1
KF057582.1
KC568565.1
JN016738.1
JN562719.1
JN942844.1
JN210893.1
HM601458.1
H0631071.1
FN868149.1
FN394001.1
GU133332.1
G0376075.1
G0280811.1
FJ515180.1
EU343844.1
AB469881.1
EU380207.1
D0249195.2
AY231606.1
AF270936.1
KT809049.1
KJ527063.1
KF057684.1
KF057675.1
KC408984.1
JF416789.1
HM601460.1

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces

anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus

isolate WA45-CN4 18S ribosom...
isolate WA40-CN4 18S ribosom...
isolate 16 internal transcri...
isolate 14 18S ribosomal RNA...
strain YE06 18S ribosomal RN...
isolate LMICRO150 18S riboso...
strain DBAI17 18S ribosomal ...
strain OUCMBI110149 internal...
strain yHBJ2 internal transc...
strain 9871 internal transcr...
strain API-1 18S ribosomal R...
strain M297B internal transc...
strain H318B internal transc...
strain H318A internal transc...
strain WM 02.425 isolate ISH...
strain PMM10-516L isolate IS...
strain PMM10-1024113L isolat...
strain PMM08-751L isolate IS...
strain PMM08-1902L isolate I...
voucher UFLA FFT5.1 internal...
strain UFLA CWFY49 18S ribos...
strain UFLA CWFY47 internal ...
isolate AM20 18S ribosomal R...

Pichia anomala genomic DNA containing ITS1, 5.8S rRNA...

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Pichia sp.
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces

anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus

anomalus
anomalus
sp. ZMS4
anomalus
anomalus
anomalus

strain Y22-I internal transc...
isolate YN4 18S ribosomal RN...
isolate YN1 18S ribosomal RN...
strain LL11_035 internal tra...
strain LL11_091 18S ribosoma...
strain 40 18S ribosomal RNA ...
strain DMic 113926 internal ...
strain NRRL Y-1785 internal ...
strain DAOM 216362 internal ...
isolate Tcy27 18S ribosomal ...
strain Tcy3 18S ribosomal RN...

1 TMS-2011 voucher SC9d50pl12-4 18S ribosom...

genomic DNA containing 18S r...
18S rRNA gene (partial), ITS...
18S ribosomal RNA gene, part...
strain UOA/HCPF 2651 isolate...
strain EG2 18S ribosomal RNA...
strain SM19 18S ribosomal RN...

Candida membranifaciens strain MUCL 30392 18S ribosom...

Wickerhamomyces anomalus genes for 18S rRNA,

ITs1, 5....

Pichia anomala isolate 0732-1 18S ribosomal RNA gene,...
Wickerhamomyces anomalus strain WM 825 isolate ISHAM-...
Pichia anomala strain MTCC 237 18S ribosomal RNA gene...
Pichia anomala 18S ribosomal RNA gene, partial sequen...

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces

anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus

strain F20 18S ribosomal RNA...
strain Y38-I internal transc...
strain LL12 076 internal tra...
strain LL12_075 internal tra...
strain L7713 isolate ISHAM-I...
strain Tcy25 internal transc...
strain Czsyl7 18S ribosomal ...
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LN871206.1
LN871205.1
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KT175201.1
KJ451711.1
KT207256.1
KT207087.1
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KT207052.1
KT207050.1
KT207047.1
KT207046.1
KT207045.1
KT207044.1
KT207043.1
KT207036.1
KT207024.1
KP638728.1
KM384621.1
KM384620.1
KM384618.1
KM384617.1
KM384616.1
KM384615.1
KM384614.1
KM384613.1
KP132883.1
KP132882.1
KP132881.1
KP132880.1
KP069017.1
KM402086.1
KJ706464.1
KJ706399.1
KJ502666.1
KJ659884.1
KF057651.1
KF057650.1
KF057520.1
JX174410.1
JN016737.1
JN839959.1
FN556015.1
FN556014.1
FN556013.1
JF781436.1
JN944023.1
HQ0696994.1
EF568036.1
FJ176542.1
AM711382.1
EU330185.1
AY349443.1
AY231612.1

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces

anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
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anomalus
anomalus
anomalus
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genomic
genomic
genomic
isolate
isolate
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain

DNA sequence contain...
DNA sequence contain...
DNA sequence contain...

54 18S

ribosomal RNA...

LMICRO187 18S riboso...

DBH77 1
DBAH16
DBAKY9 1
DBAK3 1
DBAK1 1
DBAJ78
DBAK46
DBAK44
DBAK42
DBAK41
DBAK40
DBM73 1
DBM78 i

8S ribosomal R...
internal trans...
8S ribosomal R...
8S ribosomal R...
8S ribosomal R...
18S ribosomal ...
internal trans...
internal trans...
18S ribosomal ...
18S ribosomal ...
18S ribosomal ...
8S ribosomal R...
nternal transc...

isolate CAT 1 L1 18S ribosom...

strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain
strain

yHRM29
yHRM12
yHKS400
yHKS399
yHKS398
yHKS397
yHKS235
yHBJ18
IHEM 44
IHEM 10
IHEM 10
IHEM 10
WM 05.3

internal trans...
internal trans...
internal tran...
internal tran...
internal tran...
internal tran...
internal tran...
internal trans...
25 isolate ISH...
271 isolate IS...
268 isolate IS...
262 isolate IS...
4 isolate ISHA...

UFLA CWFY48 internal ...

DBMY247

internal tran...

Candida membranifaciens strain DBMY181 18S ribosomal ...
isolate YN7 18S ribosomal RN...
18S ribosomal RNA gene, part...
strain LL12_045 internal tra...
strain LL12_ 044 internal tra...
strain LL12_037 internal tra...
isolate KDLYL8-1 18S ribosom...
strain DMic 113925 internal ...
strain SX1 18S ribosomal RNA...
genomic DNA containing ITS1 ...
genomic DNA containing ITS1 ...
genomic DNA containing ITS1 ...
Zygosaccharomyces sp. H5Y25 internal transcribed spac...
Wickerhamomyces anomalus strain WM 03.6 internal tran...
Wickerhamomyces sp. TcylO internal transcribed spacer...
Wickerhamomyces anomalus strain WM 1039 isolate ISHAM...
Uncultured eukaryote clone FS2_2_ 12 18S ribosomal RNA...

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces

Uncultured compost fungus partial 18S rRNA gene,

anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus
anomalus

ITS1...

Pichia anomala internal transcribed spacer 1, partial...
Pichia anomala isolate P7 18S ribosomal RNA gene, par...
Pichia anomala strain MTCC 3815 18S ribosomal RNA gen...
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KU949596.1
KT580792.1
KM374065.1
KJ527065.1
KJ527061.1
KJ527047.1
JN811059.1
NR_111210.1
KC812504.1
KR909092.1
KT207128.1
JF781453.1
JF781448.1
JF781442.1
JF781435.1
JF781401.1
JF781399.1
AF321543.1
KX904346.1
KP638741.1
KM374164.1
KM374161.1
KJ706941.1
KJ706876.1
KJ527050.1
KF984346.1
KF057596.1
GU941361.1
DQ534406.1
KY626331.1
KY605149.1
JF781444.1
KY605151.1
KM603618.1
KM374072.1
HF952836.1
JF781439.1
JF781431.1
JF781398.1
KU147493.1
KM374244.1
JF781429.1
EU409802.1
KU301793.1
J0857021.1
JF416788.1
KM603603.1
HF952837.1
JX679223.1
KT175179.1
KM374162.1
HF952838.2
JF781411.1
JF781492.1
JF781480.1

Wickerhamomyces anomalus isolate QAUWAO3 internal tra...
Wickerhamomyces anomalus isolate WA40-CNl1 internal tr...
Fungal sp. 107 MCS-2014 internal transcribed spacer 1...
Wickerhamomyces anomalus strain Y40-I internal transc...
Wickerhamomyces anomalus strain ¥36-I internal transc...
Wickerhamomyces anomalus strain Y5-I internal transcr...
Wickerhamomyces anomalus strain UPM01-09 18S ribosoma...
Wickerhamomyces anomalus CBS 5759 ITS region; from T...

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces

anomalus
anomalus
anomalus

strain M0S2958 internal tran...
strain 73 CF0l 18S ribosomal...
strain DBZ71 internal transc...

sp. H6Y19 internal transcribed spacer...
sp. Z5Y39 internal transcribed spacer...

sp. W8Y6

internal transcribed spacer ...

sp. H9Y10 internal transcribed spacer...
sp. H9Y11l internal transcribed spacer...

sp. H9Y3

internal transcribed spacer ...

Pichia anomala 18S ribosomal RNA gene, partial sequen...
Wickerhamomyces anomalus strain ADJ2 small subunit ri...
Wickerhamomyces anomalus isolate 103 3 L1 internal tr...
Fungal sp. 9 MCS-2014 internal transcribed spacer 1, ...
Fungal sp. 2 MCS-2014 internal transcribed spacer 1, ...
Wickerhamomyces anomalus strain DBMY724 18S ribosomal...
Candida membranifaciens strain DBMY659 18S ribosomal ...
Wickerhamomyces anomalus strain Y12-I internal transc...
Uncultured Wickerhamomyces clone LZQZ-19 18S ribosoma...
Wickerhamomyces anomalus strain LL11_104 18S ribosoma...
Uncultured eukaryote clone N205T_ 217 18S ribosomal RN...
Pichia anomala strain YF07b 18S ribosomal RNA gene, p...
Wickerhamomyces anomalus strain CHX39 small subunit r...
[Candida] membranifaciens strain STY3 internal transc...
Wickerhamomyces sp. Z4Y32 internal transcribed spacer...
Wickerhamomyces anomalus strain KY8 internal transcri...
Wickerhamomyces anomalus isolate F5 internal transcri...
Fungal sp. 124 MCS-2014 internal transcribed spacer 1...
anomalus partial 26S rRNA gene, isola...
sp. S522Y18 internal transcribed spac...

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces

sp. H9Y7
sp. H9Y1
anomalus

internal transcribed spacer ...
internal transcribed spacer ...
isolate QY11 internal transc...

Fungal sp. 499 MCS-2014 internal transcribed spacer 1...
sp. S542Y40 internal transcribed spac...

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces

anomalus
anomalus
anomalus
anomalus

Saccharomyces cerevisiae

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces

anomalus
anomalus
anomalus

internal transcribed spacer ...
strain XS-1 internal transcr...
isolate H1Wh internal transc...
strain TcAPl internal transc...
isolate E1 internal transcri...

partial 26S rRNA gene, isola...

strain BCRC 20857 internal t...
isolate 13 18S ribosomal RNA...

Fungal sp. 3 MCS-2014 internal transcribed spacer 1, ...
anomalus partial 26S rRNA gene, isola...
sp. Z5Y38 internal transcribed spacer...
sp. S532Y19 internal transcribed spac...
sp. Z8Y23 internal transcribed spacer...

Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
Wickerhamomyces
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JF781470.1
KY626330.1
KY605160.1
KY605142.1
JF781458.1
JF781452.1
JF781433.1
JgN209855.1
MF398485.1
G0466356.1
KY605152.1
JX188244.1
JF781467.1
KY605153.1
KY605145.1
KU892651.1
KU892650.1
JF781456.1
KY626334.1
KY626333.1
KU892648.1
KR935449.1
KJ706782.1
KJ706717.1
JF781475.1
KM603607.1
KM402066.1
KC597821.1
JN887370.1
HM754427.1
JF781489.1
JF781465.1
KY626332.1
KY605161.1
KY105879.1
KY105853.1
KY073538.1
KY073537.1
KX175688.1
KUB892647.1
KR080291.1
Ku218509.1
RM374062.1
KJ706623.1
KJ706558.1
JX188246.1
JX188245.1
KC515371.1
JX566694.1
FJ865436.1
AY231607.1
KUB892649.1
KT809091.1
KJ527066.1

rrAmArA A

wickerhamom§ces sb. S512Y¥39 internal transcribed sbac.
Wickerhamomyces anomalus strain STY49 small subunit r.
Wickerhamomyces anomalus strain ASY7 small subunit ri.

[Candida] membranifaciens strain CHY38 small subunit
Wickerhamomyces sp. H9Y2 internal transcribed spacer

Wickerhamomyces sp. W8Y13 internal transcribed spacer...

Wickerhamomyces sp. Z9Y6 internal transcribed spacer

Wickerhamomyces anomalus isolate TKH2A1l3 internal tra...
Uncultured eukaryote isolate DGGE gel band H internal...

Wickerhamomyces anomalus internal transcribed spacer

Wickerhamomyces anomalus strain KY20 internal transcr...
Wickerhamomyces anomalus strain P01A017 internal tran.
Wickerhamomyces sp. H1Y23 internal transcribed spacer.
[Candida] membranifaciens strain GMY1l internal transc.
Wickerhamomyces anomalus strain SYY6 small subunit ri.
Wickerhamomyces anomalus voucher UFLA YRCS72 internal.
Wickerhamomyces anomalus voucher UFLA YRCS71 internal...
Wickerhamomyces sp. H9Y12 internal transcribed spacer...
Wickerhamomyces anomalus strain CHY22 small subunit r...
Wickerhamomyces anomalus strain STY20 small subunit r...
Wickerhamomyces anomalus voucher UFLA YRCS45 internal...
Uncultured fungus clone OTU_195 18S ribosomal RNA gen...
Wickerhamomyces anomalus strain DBMY565 18S ribosomal.

Candida membranifaciens strain DBMY500 18S ribosomal

Wickerhamomyces sp. H4Y33 internal transcribed spacer.
Saccharomyces cerevisiae isolate E7 internal transcri.
Galactomyces candidum strain UFLA CWFY28 18S ribosoma.
Wickerhamomyces anomalus strain KY1 internal transcri...
Saccharomyces cerevisiae/ Pachysolen tannophilus fusa...

Uncultured fungus clone FGS3 18S ribosomal RNA gene,

Wickerhamomyces sp. Z8Y28 internal transcribed spacer...

Wickerhamomyces sp. W8Y5 internal transcribed spacer

Wickerhamomyces anomalus strain STY53 small subunit r...
Wickerhamomyces anomalus strain CHX26 small subunit r.

Wickerhamomyces anomalus culture-collection CBS:1667

Wickerhamomyces anomalus culture-collection CBS:262 s.
Wickerhamomyces anomalus isolate US-Y-6 internal tran.
Wickerhamomyces anomalus isolate US-Y-5 internal tran.
Uncultured fungus clone Otul365 internal transcribed ...
Wickerhamomyces anomalus voucher UFLA YRCS32 internal...
Wickerhamomyces anomalus strain varun 18S ribosomal R...
Wickerhamomyces anomalus strain NCIM 3341 18S ribosom...

Fungal sp. 8 MCS-2014 internal transcribed spacer 1,

Wickerhamomyces anomalus strain DBMY406 internal tran...

Candida membranifaciens strain DBMY341] 18S ribosomal

Wickerhamomyces anomalus strain RChB001l small subunit.
Wickerhamomyces anomalus strain P42B001 small subunit.
Wickerhamomyces anomalus strain Scl7 18S ribosomal RN.
Wickerhamomyces anomalus strain Y197-13 internal tran.
Pichia anomala isolate M10 18S ribosomal RNA gene, pa.
Pichia anomala strain MTCC 462 18S ribosomal RNA gene...
Wickerhamomyces anomalus voucher UFLA YRCS46 internal...
Wickerhamomyces anomalus strain F62 18S ribosomal RNA...
Wickerhamomyces anomalus strain Y41-I internal transc...
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3. Determinacion de la concentracion de sustratos y productos.

Figura 48. Equipo de analisis celular Muse, para la determinacion de la concentracion celular

Figura 49. Determinacion de la concentracion de celulas obtenida utilizando el equipo MUSE

4+, POPULATION PROFILE B VIABILITY PROFILE
Live Dead
w 100.0% 0.0%
5 34 = 3
2 8
b o
g 2 % 2
g 3
81 2 M /
1 2 3 4 1 2 3 4
Live VIABILITY Live VIABILITY
Viable Cells /mL : 1.40E+02
Viability % : 100.00 %
Total Cells / mL : 1.40E+02
Total Viable Cells in
Original Sample : 1.40E+03
Total Cells in
Original Sample : 1.40E+03
Dilution Factor : 10.00
Original Volume : 10.00 mL
Events Acquired : 1

*En este formato se obtuvieron el resto de los datos experimentales de la concentracion celular.
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4. Determinacion de la concentracion de sustratos y productos usando

un equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

Cuadro 9. Curva de calibracién acido acético

RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [2 (p/Vv)]
——————— ---——lf----————
16.543 1 2 1.00000 1.48097e6 6.75232e-7 Acido Acetico
3 2.00000 2.97034e6 6.73323e-7
5 3.00000 4.39325e6 6.828B66e-7
- 4.00000 5.82024e6 6.87256e-7
6 5.00000 7.29096e6 6.8578le-7

Area | Acido Acetico at exp. RT: 16.543
GEE- RID1 A, Refractive Index Signal
1 H Correlation: 0.99998
: Residual Std. Dev.: 29985.12341
4E6- 3 1=
1 Formula: y = mx
: m: 1.46068e6
QES? 3 x: Amount[% (p/v)]
| = — y: Area
b 2 4
Amount[% (p/vi]
Cuadro 10. Curva de calibracion sacarosa
RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [2 (p/v)]
——————— R B e e B B B B
9.102 1 1 1.00000 2.42980e6 4.11556e-7 acarosa
2 2.00000 4.86822e6 4.10827e-7
3 3.00000 7.29768e6 4.1108%e-7
- 4.00000 9.71145%6 4.11885e-7
5 5.00000 1.2111% 7 4.12816e-7
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Figura 51. Curva de calibraciéon de sacarosa

Area 3 Sacarosa at exp. RT: 9.102

E 5 RID1 A, Refractive Index Signal
15,-; Correlation: 1.00000
8E6 Residual Std. Dev.: 16007.15952
BE6 Formula: y - mx
4E6 1 m: 2.42663e6
266 3 x: Amount[% (p/v)]

o= S — y: Area
0 2 4
Amount[%e (pivl]

Cuadro 11. Curva de calibracion glucosa

RetTime Lvl Amount Area Amt /Area Ref Grp Name
[min] Sig [2 (p/V)]

——————— - --———lll -
10.351 1 1.00000 2.84734e6 3.51206e-7 Glucosa

1 2

2 2.00000 5.66195%6 3.53235e-7
3 3.00000 8.50834e6 3.52595e-7
4 4,.00000 1.11667e7 3.58206e-7
5 5.00000 1.38995%7 3.59725e-7

Figura 52. Curva de calibracion de glucosa

Area 3 Glucosa at exp. RT: 10.351
12673 RID1 A, Refractive Index Signal
1E7 3 Correlation: 0.99997
8E6 Residual Std. Dev.: 84656.47637
GEG- 2 3 Formula: y - mx
456 S 1 m: 2.79747e6
266 3 x: Amount[% (p/v)]
03— —r——— y: Area
0 2 4
Amount[% (p/vl]
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Cuadro 12. Curva de calibracion fructosa

RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [2 (p/V)]
——————— l-—-l--l---———————— | ———_——_——— | | - | ————_—_——_—
11,107 1 1 1.00000 2.66911le6 3.74657e-7 Fructosa
2 2.00000 5.26535%6 3.79842e-7
3 3.00000 7.91628e6 3.78966e-7
- 4.00000 1.05163e7 3.80363e-7
5 5.00000 1.3097%7 3.81740e-7
Figura 53 Curva de calibracion de fructosa
Area Fructosa at exp. RT: 11.107
1.2E67 RID1 A, Refractive Index Signal
1EI—; Correlation: 0.99999
BEG- Residual Std. Dev.: 33849,.4%302
6E6 Formula: y = mx
4E6 3 1 m: 2.62733e6
2E6 3 x: Amount[% (p/v)]
0: L) L L) l T L) L l Ll T y: Area
0 2 4
Amount[®c (p/vl]
Cuadro 13. Curva de calibracion etanol
RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [2 (p/Vv)]
------- l-—-|--|l--——-—————————— | ——————— | | | ——————————
21.968 1 1.00000 9.41314e5 1.06234e-6 ETANOL

4

5 2.00000 1.50400e6 1.05042e-6
6 4.00000 4.04722e6 9.88334e-7
7 5.00000 4.72448e6 1.05832e-6
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Figura 54. Curva de calibracion de etanol

Al‘ﬁ-_'
4663
366 3
263 ®
1663
0 = T ' T L) T l L
0 2 H
Amount[% (p/vi]

ETANOL at exp. RT: 21.968
RID1 A, Refractive Index Signal
Correlation: 0.99%947
Residual Std. Dewv.: 123502.13200
Formula: y = mx

m: 968708.41304

x: Amount[% (p/v)]

y: Area

Figura 55. Cromatograma de determinacion de sustratos y productos fermentativos

HIUT A, Hetractive Index Signal (INGLUUIZ1UST1012.0)

a.121
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Figura 56. Cromatograma de determinacion de sustratos y productos fermentativos 2
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Cuadro 14: Crecimiento microbiano en el tiempo

Fecha DIA [CELULAS]
8-dic-20 1 1.40E+02
9-dic-20 2 1.53E+02
11-dic-20 4 2.80E+02
12-dic-20 5 1.00E+03
14-dic-20 7 1.20E+03
15-dic-20 8 1.40E+03
16-dic-20 9 1.45E+03
17-dic-20 10 5.60E+03
18-dic-20 11 7.00E+03
19-dic-20 12 8.39E+03
20-dic-20 13 9.79E+03
21-dic-20 14 1.12E+04
22-dic-20 15 1.96E+04
23-dic-20 16 2.66E+04
24-dic-20 17 4.60E+04
25-dic-20 18 9.76E+03
26-dic-20 19 5.60E+03
27-dic-20 20 2.83E+03
28-dic-20 21 1.40E+03

*La concentracion de microorganismos fue determinada utilizando un equipo especializado para conteo de

microorganismos llamado Muse.
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Cuadro 15: Concentracion de sacarosa en el tiempo

Fecha DIA [SACAROSA]

8-dic-20 1 0.735
9-dic-20 2 0.764
11-dic-20 4 0.722
12-dic-20 5 0.726
14-dic-20 7 0.728
15-dic-20 8 0.711
16-dic-20 9 0.659
17-dic-20 10 0.694
18-dic-20 11 0.628
19-dic-20 12 0.554
20-dic-20 13 0.55

21-dic-20 14 0.504
22-dic-20 15 0.499
23-dic-20 16 0.382
24-dic-20 17 0.312
25-dic-20 18 0.31

26-dic-20 19 0.22
27-dic-20 20 0.173
28-dic-20 21 0.128

*Los datos de la concentracion de azucar en el medio fueron obtenidos en un equipo de cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC).
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Cuadro 16: Concentracion de etanol en el tiempo

Fecha DIA [ETANOL]
8-dic-20 1 0.726
9-dic-20 2 0.873
11-dic-20 4 1.3
12-dic-20 5 1.027
14-dic-20 7 1.074
15-dic-20 8 1.581
16-dic-20 9 1.166
17-dic-20 10 1.758
18-dic-20 11 1.779
19-dic-20 12 2.219
20-dic-20 13 2.365
21-dic-20 14 2419
22-dic-20 15 2.611
23-dic-20 16 2.271
24-dic-20 17 2.738
25-dic-20 18 2.792
26-dic-20 19 2.89
27-dic-20 20 3.377
28-dic-20 21 3.383

*El eje Y corresponde a la concentracion de etanol en el medio en %g/L determinada a través de un equipo
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El eje x que representa el tiempo, el cual se encuentra

en dias.
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Cuadro 17: Concentracion de glucosa en el tiempo

Fecha DIA [GLUCOSA]
8-dic-20 1 1.65
9-dic-20 2 1.416
11-dic-20 4 1.282
12-dic-20 5 1.189
14-dic-20 7 1.065
15-dic-20 8 0.992
16-dic-20 9 0.638
17-dic-20 10 0.44
18-dic-20 11 0.396
19-dic-20 12 0.264
20-dic-20 13 0.191
21-dic-20 14 0.187
22-dic-20 15 0.178
23-dic-20 16 0.079
24-dic-20 17 0.078
25-dic-20 18 0.078
26-dic-20 19 0.064
27-dic-20 20 0.034
28-dic-20 21 0.025

*El eje Y corresponde a la concentracion de glucosa en el medio en %g/L determinada a través de un
equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El eje x que representa el tiempo, el cual se

encuentra en dias.
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Cuadro 18: Concentracion de fructosa en el tiempo

Fecha DIA [FRUCTOSA]
8-dic-20 1 2.164
9-dic-20 2 1.963
11-dic-20 4 1.888
12-dic-20 5 1.81
14-dic-20 7 1.749
15-dic-20 8 1.609
16-dic-20 9 1.375
17-dic-20 10 1.114
18-dic-20 11 1.328
19-dic-20 12 1.13
20-dic-20 13 1.008
21-dic-20 14 0.734
22-dic-20 15 0.481
23-dic-20 16 0.428
24-dic-20 17 0.831
25-dic-20 18 0.775
26-dic-20 19 0.564
27-dic-20 20 0.1
28-dic-20 21 0.052

*El eje Y corresponde a la concentracion de fructosa en el medio en %g/L determinada a través de un
equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El eje x que representa el tiempo, el cual se

encuentra en dias.
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Cuadro 19: Concentracion de acido acético en el tiempo

Fecha DIA [ACIDO ACETICO]

8-dic-20 1 0
9-dic-20 2 0
11-dic-20 4 0
12-dic-20 5 0
14-dic-20 7 0
15-dic-20 8 0
16-dic-20 9 0
17-dic-20 10 0
18-dic-20 11 0
19-dic-20 12 0
20-dic-20 13 0
21-dic-20 14 0.1
22-dic-20 15 0.108
23-dic-20 16 0.115
24-dic-20 17 0.115
25-dic-20 18 0.115
26-dic-20 19 0.115
27-dic-20 20 0.115
28-dic-20 21 0.115

*El eje Y corresponde a la concentracion de acido acético en el medio en %g/L determinada a través de un
equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El eje x que representa el tiempo, el cual se

encuentra en dias.
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5. Determinacion del modelo cinético de la fermentacion microbiana de

Rosa de Jamaica.

Cuadro 20. Datos experimentales y calculo de parametros del modelo de Monod para la fermentacion

microbiana de la bebida de Rosa de Jamaica

97

# Fecha DIA [CELULAS] |LN(CELULAS)| PROMEDIO) | d(Cn/dty=rn mu 1/mu [SACAROSA] [GLUCOSA] [FRUCTOSA] [Azucares| [ETANOL] A'ég‘[’gm 1cs

1 8-dic-20 1 1.40E+02 4.941642423 1.5 0 0.088795499 | 11.26183212 0.735 1.65 2.164 4.549 0.726 0 1.334222815
2 9-dic-20 2 1.S3E+02 | 5.030437921 3 1.30E+01 | 0.302175841 | 3.309331405 0.764 1.416 1.963 4.143 0.873 0 1.34589502
3 11dic-20 4 2.80E+02 | 5.634789603 45 6.35E+01 | 1.272965676 | 0.785567136 0.722 1.282 1.888 3.892 13 0 1.38121547
4 12-dic-20 5 LOOE+03 | 6.907755279 6 7.20E+02 | 0.091160778 | 10.9696299 0.7126 1.189 1.81 3.725 1.027 0 1.375515818
5 14-dic-20 7 1.20E+03 7.090076836 1.5 1.00E+02 0.15415068 | 6.487159195 0.728 1.065 1.749 3.542 1.074 0 1.389854065
6 15-dic-20 8 1.40E+03 7.244227516 8.5 2.00E+02 0.03509132 | 28.49707578 0.711 0.992 1.609 3312 1.581 0 1.459854015
7 16-ic-20 9 145E+03 | 7.279318835 9.5 S.00E+01 | 1.351203041 [ 0.740081223 0.659 0.638 1.375 2612 1.166 0 1.4781966

8 17-dic-20 10 S.60E+03 | 8.630521877 10.5 4.1SE+03 | 0.223143551 [ 4.481420118 0.694 0.4 1114 2.248 1.758 0 1.512859304
9 18-dic-20 11 7T.00E+03 8.853665428 11.5 1.40E+03 | 0.181130371 [ 5.520885273 0.628 0.396 1.328 2.352 1.779 0 1.692047377
10 | 19ic-20 12 8.39E+03 | 9.034795799 12.5 1.39E+03 | 0.154320936 | 6.480002166 0.554 0.264 113 1.948 2219 0 1.811594203
11| 20dic20 13 9.79E+03 | 9.189116736 13.5 140E+03 | 0134552322 | 7.4320531 0.55 0.191 1.008 1.749 2.365 0 1.897533207
12 | 21dic20 14 LI2E+04 | 9.323669057 14.5 L41E+03 | 0.559615788 | 1.786940293 0.504 0.187 0.734 1.425 2.419 0.1 1.994017946
13 22-dic-20 15 1.96E+04 9.883284845 15.5 8.40E+03 0.30538165 | 3.274590996 0.499 0.178 0.481 1.158 2.611 0.108 2.27014756
14 | 23ic-20 16 2.66E+04 | 10.18866649 16.5 T.O0E+03 | 0.547730181 [ 1825716448 0.382 0.079 0.428 0.889 2.271 0.115 288184438
15 | 24ic20 17 4.60E+04 | 10.73639668 17.5 1.94E+04 | -1.550348996 | -0.645016059 0.312 0.078 0.831 1.221 2.738 0.115 3.215434084
16 | 254ic20 18 9.76E+03 | 9.186047679 18.5 3.62E+04 | 0.555525803 | -1.800096404 0.31 0.078 0.775 1.163 2.792 0.115 3.773584906
17 26-dic-20 19 5.60E+03 8.630521877 19.5 4.16E+03 | -0.682489886 | -1.465223178 0.22 0.064 0.564 0.848 2.89 0.115 5.089058524
18 | 27ic-20 20 2.83E+03 [ 7.948031991 20.5 LTTEH03 [ 0.703804475 [ -1.420849164 0.173 0.034 0.1 0.307 3371 0.115 6.644518272
19| 28ic20 21 L40E+03 | 7.244227516 21 -LA3E+03 0.128 0.025 0.052 0.205 3.383 0.115 7.8125




Figura 58. Primera propuesta del modelo cinético de la fermentacion de Rosa de Jamaica con datos

METHOD RK4

TO!
DT=0001
ks =2.84204
mu = 0.63748
Yxs = 10888.39652
Yas =0.68037
Cso=23
Cxo = 6300
Cao=177
INIT Cx = Cxo
Cs = Cs0-((Cx-Cx0)/Yxs)

Ca= Cao + (Cso-Cs)*Yas

/dt(Cx)= mu*Cs*Cx/(ks+Cs)

experimentales y ajuste de parametros

Untitled#1 (modified)

UENEETEN ) Histogram: #CINETICA Run Runge...
w @ YBntable fit leger > 7 ah. Reser
3.500 ———
30000 Name Value
Root Mean Square: 8086.80149 STARTTIME 0
STOPTIME 7
DT 0.001
DTOUT 0
L3.000 ks 2.84204
mu 0.63748
B Yxs * 10888.39565
25000 Yas 0.68037
Cso 2.3
Cxo 6300
[-2.500 Cao 1.77
o
F
&
2
20000 S
< F2.000 &
g H
" .
o F1.500 £
£
15000 g
5
2
7
1.000
10000
0.500
50007, T T T T T T ;- 0-000 Parameterset4 [
0.000 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 —
<enter set description> |
TIME |
|
" Cx #CINETICA #SUSTRATO Ca #PRODUCTO Run 1: 7000 steps in 0.003 seconds » 1

Cuadro 21. Porcentaje de error de la primera propuesta modelo cinético con el juego de datos

experimentales para la concentracion de células

CELULAS

Tiempo Data Modelo % de error

0 6300 6300 0%
7695 8326.23182 8%
9090 10835.61674 19%
10495 13813.7163 32%
15400 17145.23591 11%
23100 20586.13042 11%
14%

DN |k [N |-

*El porcentaje de error se calculo utilizando el programa de Microsoft Exel.
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Cuadro 22. Porcentaje de error de la primera propuesta modelo cinético con el juego de datos
experimentales para la concentracion de sustrato

SUSTRATO
Tiempo Data Modelo % de error

0 23 23 0%
1 2.15 2.11390906 2%
2 1.8485 1.8834449 2%
3 1.587 1.60993357 1%
4 1.2915 1.30396383 1%
5 1.0235 0.987949 3%

2%

*El porcentaje de error se calculo utilizando el programa de Microsoft Exel.

Cuadro 23. Porcentaje de error de la primera propuesta modelo cinético con el juego de datos
experimentales para la concentracion de producto

PRODUCTO
Tiempo Data Modelo % de error
0 1.7685 1.77 0.000848176
1 1.999 1.8966107 5%
2 2.292 2.05341159 10%
3 2.392 2.2395005 6%
4 2.515 244767313 3%
5 2.673 2.66268014 0%
4%

*El porcentaje de error se calculo utilizando el programa de Microsoft Exel.
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Figura 59. Segunda propuesta del modelo cinético de l1a fermentacion de Rosa de Jamaica con datos

ETHOD RK4
STARTTIME = 0
STOPTIME = 8
>T'=0001

52284204

u = 063748

{xs = 1088839652

(a5 = 0.68037

1=05

J0=23

“x0 = 6300

Sa0=177

NIT Cx = Cxo

35 = Cso-((Cx-Cxo)/Yxs)
%a= Cao + (Cs0-Cs)*Yas

Vd(Cx)= (mu*(CsAn)*Cx)/(ks+Cs)

experimentales y ajuste de parametros

Untitled#1 (modified)
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Cuadro 24. Porcentaje de error de la segunda propuesta modelo cinético con el juego de datos

experimentales para la concentracion de celulas

CELULAS

Tiempo Data Modelo % de error

0 6300 6300 0%
7695 8027.230236 4%
9090 10217.8139 12%
10495 12979.07451 24%
15400 16414.50134 7%
23100 20564.81545 11%
10%

DN |||

*El porcentaje de error se calculo utilizando el programa de Microsoft Exel.

100



Cuadro 25. Porcentaje de error de la segunda propuesta modelo cinético con el juego de datos

experimentales para la concentracion de sustrato

SUSTRATO
Tiempo Data Modelo % de error

0 23 23 0%
1 2.15 2.14136964 0%
2 1.8485 1.94018449 5%
3 1.587 1.68658787 6%
4 1.2915 1.37107522 6%
5 1.0235 0.98990669 3%

4%

*El porcentaje de error se calculo utilizando el programa de Microsoft Exel.

Cuadro 26. Porcentaje de error de la segunda propuesta modelo cinético con el juego de datos

experimentales para la concentracion de sustrato

PRODUCTO
Tiempo Data Modelo % de error
0 1.7685 1.77 0.000848176
1 1.999 1.89647655 5%
2 2.292 2.0568822 10%
3 2.392 2.2590757 6%
4 2.515 2.51063507 0%
5 2.673 2.81454211 5%
4%

*El porcentaje de error se calculo utilizando el programa de Microsoft Exel.
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6. Calculo de muestra

Calculo 1. Dilucion 1:10 de bebida de Rosa de Jamaica y agua destilada para conteo microbiano en el
equipo Muse.

1
1000pL * (E) = 100 pL de muestra

1000uL totales — 100 pL muestra = 900 pL agua destilada

*Este calculo se llevd a cabo para todas las muestras de bebida de Rosa de Jamaica.

Calculo 2. Determinacion de la velocidad de crecimiento microbiano en el tiempo

<Cn> [Celulas,] — [Celulas]

dt Tiempo; — Tiempo,
Ejemplo:
<Cn> 3 2.80X10%celulas — 1.53X10? _ 635x10! celulas
dat) dia 2 —dia 1 e dia

*Este calculo se llevd a cabo para todas las muestras de bebida de Rosa de Jamaica.

Calculo 3. Determinacion de la velocidad especifica de crecimiento microbiano en el tiempo

_dx*In(Cy)
K=" ar

Cn\ In[Celulas,] — In[Celulas,]
o(§) - Mgt
dt Tiempo, — Tiempo,
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Ejemplo:

_ 8.63 —7.27 _13 celulas
T dia10 —dia9 dia

U

*Este calculo se llevd a cabo para todas las muestras de bebida de Rosa de Jamaica.

7. Calculo de porcentaje de error.

Valor experimental — Valor tedrico
> * 100

Porcentaje de error = ( .
Valor tedrico

Ejemplo:

<1.999 —1.8964

— B0,
18964 >*100 5% de error
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