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RESUMEN

La presente investigacion se realizd con el objetivo de tratar de reutilizar el jugo
de tuna cardona (O. streptacantha) contaminado y considerado como pérdida,
en una bebida fermentada apta para el consumo humano, asi como aislar e

identificar a la flora microbiana contaminante.

Se caracterizd el fruto Opuntia streptacantha llevando acabo un analisis
fisicoquimico, rendimientos y obtencion de jugo de tuna, posterior a esto el jugo

fermento espontdneamente, contamina por flora microbiana.

Se aisl6 y caracterizé a los microorganismo que contaminaron el jugo de tuna,
donde se obtuvo la presencia de Aspergillus niger y Sacharomyces cereviseae,
siendo este ultimo microorganismo formador de la flora microbiana nativa

causando la fermentacion espontanea antes mencionada.

Se obtuvo un sistema fermentativo controlado a temperatura de 25 °C,
agitacion las primeras 24 horas con la finalidad de formar biomasa, posterior a
estos se retird la agitacion, durante el proceso fermentativo se monitoreo
azucares y cuantificacion de metabolitos por 168 horas. Posterior a la

fermentacién se realiz6 la caracterizacion del producto final.

PALABRAS CLAVE: Opuntia streptacantha, Fermentacion, Sacharomyces

cereviseae, Aspergillus niger.
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INTRODUCCION

En México se cultivan cerca de 45,000 hectareas de nopal tunero, con mas
de 20,000 productores, concentrandose en los Estados de México,
Zacatecas, San Luis Potosi, Hidalgo y Puebla (ASERCA, 1999)
principalmente del area que comprende el desierto Chihuahuense en donde
existen poblaciones importantes del fruto (Opuntia streptacantha) conocido
como tuna cardona, la cual se encuentra dentro de su grupo Albispinosae

quien ademas es la mas importante.

Por tanto se considera un recurso importante de estabilidad economica y
social para los habitantes del centro y norte del pais. Sin embargo, se ha
estimado que entre el 25% y el 80% de los frutos se pierden tras la
recoleccion (Diaz, 2001) debido a un manejo y una manipulacién

defectuosa, ademas de otras causas.

Los principales factores que deterioran la evolucién de la tuna cardona
(Opuntia streptacantha) tienen una grave repercusion en la produccion total,
reflejada en pérdidas. Estas repercusiones son debidas al deterioro que

sufre la produccion de la tuna, los principales factores son:

* Rapida descomposicion causado por agentes bioticos y abidticos.

* No muy resistente al manejo.

* Rudimentaria industrializacion de algunos productos como: mermeladas,
gueso, colonche, etc. quedandose sujeta a una fabricacion casera y la cual
ocupa una parte pequefia de total de tuna para su obtencién.

Razon por la cual se llega a perder gran cantidad de esta fruta, considerada
como inutilizada. Resulta por tanto indispensable abordar esta problemética

dado que los lugares de produccion de tuna cardona (Opuntia



streptacantha) son los pertenecientes a la zona central potosino-
zacatecano, donde se siembra 38,000 Km cuadrados, de los cuales se
explotan alrededor del 50% y el otro 50% se considera pérdida (Barrientos,
1965).



1.10BJETIVOS

1.1.1 General

Identificar la flora microbiana contaminante instalada en el jugo de tuna
cardona (Opuntia streptacantha), asi como los metabolitos producidos, para

su posible tratamiento y aplicacion en la industria alimentaria.

1.1.2 Especificos

» Aislar y caracterizar la flora microbiana contaminante de la tuna cardona
(Opuntia streptacantha).

« Identificar y cuantificar los metabolitos producidos por la flora microbiana
contaminante nativa de la tuna cardona (Opuntia streptacantha).

* Obtener y caracterizar una bebida a partir de tuna cardona (Opuntia
streptacantha) en un estado primario de descomposicion, aplicando un

proceso fermentativo utilizando Sacharomyces cereviseae.



1.2HIPOTESIS

Es posible la obtencién de una bebida alcohdlica apta para el consumo
humano, a partir de tuna cardona (Opuntia streptacantha) con un estado
inicial de deterioro, previamente identificada la flora microbiana nativa y

corruptora.



1.3 JUSTIFICACION

La presente investigacion tiene por objeto identificar y determinar los
microorganismos causantes de la descomposicion de la tuna cardona, asi
como los metabolitos, resultado del proceso fermentativo ejercido por la
flora contaminante y su probable uso derivado del fruto Opuntia
streptacantha.

Actualmente existen investigaciones realizadas por instituciones donde se
localiza el cultivo de Opuntia streptacantha y otras fuera de este; estas
investigaciones se dirigen principalmente a la industrializacion de tuna
cardona y la descripcion de procesos productivos que se aplican para la
transformacién de la misma. (L6pez, 2000).

En este mismo sentido esta investigacion trata de exponer la reutilizacion de
jugo de tuna que ha sido contaminada y es considera pérdida, ya que hasta
ahora por la falta de investigacién no se ha podido llevar a cabo otro tipo de
industrializacion. (Diaz, 2001) Esto con el objetivo de llevarlo a un area de
aplicacion para la realizacion de nuevas bebidas fermentadas, y con ello un
apoyo para los campesinos que cultivan este fruto, ya que menos de la
mitad del total de la produccion anual no se aprovecha (Lopez, 1974).



2 REVISION DE LITERATURA

2.1Descripcion de la familia de las cactaceas

Las cactaceas son plantas perennes, suculentas, xerofitas, generalmente
espinosas de los 6rganos llamados areolas: las espinas son variables en
tamanfo, forma, consistencia, color y disposicion; presentan un fruto seco o
jugoso con numerosas semillas, con jugo raramente lechoso y hojas

ausentes. (Kearney y Puebles, 1951).

Crecen en climas célidos y templados o en terrenos secos y calizos, pero
algunas de estas plantas llegan a crecer en ambientes humedos, en terreno

fértil o creciendo sobre los arboles (Blanco, 1999).

Su metabolismo fotosintético minimiza la pérdida del agua por transpiracion
gue se realiza durante la noche, cuando el frio y la humedad les permiten
abrir sus estomas. Por eso pueden conservar las sustancias nutritivas y

evitar la deshidratacion en periodos de sequia (Ramirez, 1992).

La familia de las cactaceas se subdivide entre tres subfamilias, las cuales

son: Pereskiae, Opuntiae y Cereae.

La tuna cardona (Opuntia streptacantha) pertenece a la subfamilia
Opuntiae; dentro del grupo Albisponosae, siendo, ademas Ila mas

importante dentro de su grupo (Blanco, 1958).



2.1.1 Descripcion del genero  Opuntiae

Blanco (1958) argumenta que existen tres géneros en la subfamilia

Opuntiae: Periskiae, Opuntia y Nopalea

El género Opuntia comprenden plantas bien definidas, que en caso del
nopal pueden ser rastreros o frecuentes. Presentan espinas que por lo
general son de dos tipos: gloquidos (pequefias y agrupadas) y hojas

modificadas (espinas grandes) (Granados y Castafieda, 2000).

El fruto del genero Opuntia es una baya polipérmica, carnosa, mas o
menos ovoide, desnuda o espinosa, hormalmente es jugoso o comestible.
Es un fruto de ciclo corto ya que su desarrollo es de aproximadamente 120
dias a partir del amarre (Sosa, 1978). El fruto estd formado de afuera hacia
adentro por los siguientes tejidos: cortical, axial, carpelos, funiculos y
estructuras papilares. Estos dos ultimos forman la pulpa y el fruto (Lépez,
1974).

Existen trece variedades de tunas, de las cuales en Meéxico se localizan
doce, entre ellos hay diez grupos que producen tunas comestibles, y que
son: Monocantae, Crinifare, Cilindracae, Clavatae, Pubescens, subinarmis
por ejemplo: Opuntia robusta, o tuna tapona; Tunae, Cetispinae,
albispinosae por ejemplo: Opuntia streptacantha o tuna cardona; Stenotalae
(Blanco, 1958).

2.1.2 Produccién de Opuntia

De acuerdo con las estadisticas de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia
y Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), durante los ultimos
afios los Estados que han participado en la produccion nacional de tuna en
el 2002 se muestran en el cuadro 1. Casi el 95% de la produccion nacional

la conforman cinco Estados.



Cuadro 1. Principales Estados de produccién de tuna en el 2002

Entidades Volumen: Ton Porcentaje
Estado de México 147.735 42%
Zacatecas 92.203 26%
Puebla 41.672 12%
Hidalgo 33.141 8%
San Luis Potosi 22.136 6%

Fuente: Plan rector del sistema producto nopal tuna SIACOM (1982-2002).

2.2Descripcion de Opuntia streptacantha

Lemaire (1939) la describe como una planta ramificada y llega a medir
hasta cinco metros de altura; sus cladodios son ovados u orbiculares, de
veinticinco a treinta centimetros de largo y tienen un color verde oscuro;
sus gloquidios son café rojizo, muy cortos; sus flores son de siete a nueve
centimetros de ancho, amarillas o anaranjadas, los sépalos rojizos; sus
filamentos son verdosos o rojizos; tiene de ocho a doce lobulos en el
estigma, siendo de color verde; su fruto es globular de cinco centimetros
de diametro y son de color rojo en ocasiones amarillento tanto por fuera
como por dentro (Britton y Rose, 1937; Lopez 1977). En la figura 1 se
muestra la nopalera de la tuna cardona (Opuntia streptacantha)
perteneciente del Estado de Zacatecas. Opuntia streptacantha es un fruto
de sabor agradable, utilizado en la elaboracion de diferentes bebidas y
preparaciones de dulceria, reposteria y queso de tuna. Es una de las
especies mas economicas del Estado de Zacatecas, Durango,
Aguascalientes y Querétaro, especialmente en San Luis Potosi (Lozano,
1958).



Figura 1. Nopalera de Opuntia
streptacantha. Fuente: jardin mundial,
(2003).

2.2.1 Composicion fisicoquimica del fruto de tuna ¢ ardona (O.

streptacantha )

La composicién quimica de la tuna se encuentra influenciada por la época
del afio, zona productora, condiciones edafoldgicas, edad de la planta y
cladodios de donde provienen los frutos; estos factores también determinan

la época de cosecha y la calidad (Franco, 1997).

En el cuadro 2 se muestra el porcentaje en peso de los principales
componentes fisicoquimicos de la pulpa de tuna cardona (Opuntia

streptacantha).



Cuadro 2. Analisis fisicoquimico de pulpa de tuna Cardona (O. streptacantha)

Componente. Contenido (%)
Agua 90.0
Glucosa 6.0
Almidon y Dextrina 2'7‘1:-#-“
“Rroteina 1.0
Ceniza B 0.3
Gra:lsa I; Trans.
Tot'a] =100 %

Fuente: Lozano (1958).

Como se puede observar en el cuadro 2, una mayor proporcion de glucosa
y proteinas en la pulpa comparandola con la corteza que solo contiene
0.15% y 0.35%, respectivamente (Lozano, 1958).

2.2.2 Distribucion geografica de tuna cardona ( O. streptacantha )
El género Opuntia se encuentra distribuido desde la provincia de Alberta, en
Canada hasta la Patagonia, en Argentina; se les encuentra principalmente
en las zonas desiertas del sur de Estados Unidos, de México y de América
del Sur. En la altiplanicie mexicana, este géenero crece en los suelos
pedregosos sujetos a temperaturas extremas y sequias prolongadas (Bravo,
1973; Flores y Aguirre, 1979).

En México, segun Rzedowski (1959) del género Opuntia, se encuentra en

las zonas aridas y semiaridas abarcando de 50% a 70% de su territorio.
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Marroquin (1964) divide el territorio centro-norte del pais en tres zonas

nopaleras:

a) Zona nopalera Potosino-Zacatecano:
Con extensiones que incluyen partes territoriales de Aguascalientes,
Jalisco, Durango y Guanajuato.

b) Zona nopalera del noreste de México:
Comprende la regién norte de la planicie costera nororiental, es decir, norte
de Tamaulipas y la parte nororiente de Nuevo Ledn.

c) Zona Nopalera Difusa:

Es la region mas amplia de las tres, aunque con menor densidad en
individuos por hectarea, se extiende desde las partes calizas de San Luis
Potosi, Zacatecas y Nuevo Leon hasta Coahuila y partes aridas de Durango

y Chihuahua.

La zona de mayor concentraciéon de nopal en nuestro pais, la de mayor
diversidad a nivel mundial y la mas apta para su desarrollo, es la region
comprendida por Zacatecas y San Luis Potosi. En la parte que corresponde
al Estado de Zacatecas abarca unas 200 hectareas de siembra. Comprende
catorce municipios, sobre todo aquellos que se encuentran en el sureste del
Estado y que manifiestan altos indices de marginacion y migracion
(Gallegos, 1994).

Las especies productoras de fruto son principalmente: Opuntia amylaea
(blanca), O. megacantha (amarilla), O. streptacantha (cardona), O. ficus
indica (de castilla), O. robusta (tap6n), O. hiptiacantha (memelo) O.

Camuesa (camueso) en los Estados antes mencionados (Flores, 1979).
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Barrientos (1965) considera que la O. streptacantha se localiza
principalmente en la zona central Potosino-Zacatecana, delimitando un area
de 38,000 Km. cuadrados de nopal cardon, de los cuales solo se explotan

alrededor del 50% del total de la cosecha anual.

De acuerdo a los informes de Veladsquez (1962) O. streptacantha concentra
altas densidades en el municipio de Zaragoza, San Luis Potosi y al norte
de la capital; al noreste de Bocas y sureste de Moctezuma. También O
streptacantha se encuentra con densidades de 200 a 600 individuos por
hectarea, en las siguientes regiones: Municipio de Santa Maria del Rio
(limites de San Luis Potosi con Zacatecas), en los municipios de san Martin,
Villa de Arriaga, Noria de los Angeles, Ojo Caliente, Troncoso y Guadalupe,
todos estos municipios pertenecientes al Estado de San Luis Potosi, esto

para el afio 1960.

Sin embargo, Granados y Castafieda (2000) mencionan que el matorral de
O. streptacantha, en forma mas o menos modificada, se extiende hacia el
sur de la Republica Mexicana, a través de Guanajuato, Querétaro, e
Hidalgo hasta llegar al Valle de México, ademas de desaparecer antes de
los 24° de latitud.

2.2.3 Importancia de la produccion de tuna cardona (O.
streptacantha)

La gran superficie dedicada a la produccion de tuna involucra a gran
namero de productores: 20,300, entre los cuales dominan ampliamente los
productores ejidatarios, 17,863 y soélo 2,437 pequefios propietarios. Por lo
tanto, la produccion de nopal tunero en México ocupa un lugar significativo
en la generacion de empleos, ingresos, y divisas. Ademas, constituye un
cultivo ideal para el uso alternativo de recursos no aptos para otras
actividades, con un favorable impacto ecoldgico al conservar el suelo en
areas susceptibles de desertificacion (Diaz, 2001).
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La importancia social que se observa en la produccién de nopal tunero del
género O. streptacantha ha permitido que grupos marginados y de
subsistencia obtengan empleo, se arraiguen en el campo, produzcan

alimentos y generen ingresos para sus familias (Flores, 1993).

2.3 Usos de la tuna cardona ( O. streptacantha )

El nopal cardon esta considerado como la especie de mayor importancia
en las regiones en las que se concentra, por tanto se utiliza de las

siguientes maneras:

2.3.1 Fruta: la cual se consume en fresco. Tiene el problema de su
rapida maduracion, después del corte no resiste el empaque y
traslado por lo cual se prefiere procesar en el campo en pequeias

agroindustrias conocidas como mieleras (L6pez, 2000).

2.3.2 Verdura: utlizando los nopales tiernos cocinados ya que su

demanda es muy alta por su sabor agradable (L6pez, 2000).

2.3.3 Forraje: se utiliza principalmente en los pequefios establos
lecheros y en los ranchos ganaderos como parte de la racion
(Padilla, 2003).

2.4 Microorganismos fitopatégenos corruptores de tu na cardona ( O.

streptacantha)

La elevada perecibilidad de las tunas radica no en el metabolismo, sino en
los dafios fisiologicos, mecanicos causados durante la cosecha, el manejo
posterior y dafios patologicos (pudriciones fungosas) provocados en la
zona peduncular y en la epidermis (Corrales, 1998).
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En el cuadro 3 se mencionan los diferentes microorganismos fitopatdégenos

corruptores del nopal cardén y el fruto.

Cuadro 3. Principales microorganismos fitopatdgenos

Patdégeno Enfermedad

Fusarium spp.

Alternaria spp. Pudricion de la cicatriz del pedunculo
Cladosporium spp. Pudricion del cuerpo
Ascochyta spp.

Fuente: Aragon, 1998; Ramirez (2006).

2.4.1 Descripcion de los microorganismos fitopatog enos

Los microorganismos que dafian a O. streptacantha, son principalmente
microorganismos de tipo Necrotrofico, que son hongos que matan las
células del hospedante desde las epatas tempranas en el curso del
parasitismo, por lo que viven y se alimentan como saprobios (a partir de
tejidos muertos). El hospedante invadido por algin hongo puede ser o no
completamente destruido dependiendo si la actividad del hongo es limitada

en tiempo y espacio.
Las enfermedades son comunmente pudriciones suaves de frutos y

tubérculos aun adheridos a la planta o durante el manejo y almacenamiento

posteriores a la cosecha (Ulloa y Herrera, 1990).
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De entre los principales hongos corruptores se encuentran los siguientes:

2.4.1.1 Fusarium spp .

Caracteristicas morfologicas

Las esporas estan dispersas en el micelio aéreo o esporodoquios. Los
microconidios son comunmente unicelulares; elipsoidales, fusiformes,
claviformes, piriformes o subglobosos. Por lo general forman cabezuelas
mucosas. Los conidiéforos de micelio aéreo constan de una célula
conidiogena y otros estan ramificados o a veces en verticilos (Ulloa y
Herrera, 1990).

Sustrato : crecen en casi todas las plantas superiores, granos, semillas y

frutos.

2.4.1.2 Alternaria spp
Caracteristicas morfologicas
Las esporas de color rojo oscuro con pico, obiclaviformes, aunque pueden
ser notablemente poliférmicas, en cadenas, con pico, ramificado segun la
especie; los conidioforos son simples o ramificados, individuales o

agrupados (Frazier, 1976).

Sustrato : deterioran frutos citricos, principalmente.

2.4.1.3 Cladosporium spp
Caracteristicas morfologicas
Conidioforos oscuros, ramificados cerca del apice o parte media; conidios
uni o bicelulares, de forma y tamafio variable, ovales o cilindricos e

irregulares; algunos tipicamente en forma circular (Frazier, 1976).

Sustrato : plantas superiores, ocasionando manchas amarillas vy

pudriciones.

15



La temperatura y la humedad ejercen marcada influencia sobre la vida del
hongo. Los conidios forman y desarrollan micelio cuando la humedad
relativa es de 95% y la temperatura fluctia entre los 4 y 32 T (optima de 19
a2l <C).

Para el control de los microorganismos patdogenos anteriormente
mencionados que dafian la tuna cardona se recomienda el tratamiento de la
semilla con agua caliente (50 °C por 25 minutos) o con asaran y ventilacion
adecuada (en invernadero) para evitar la humedad relativa y aspersion de
fungicidas se utiliza Maneb, Captan, Dyrene y Daconil en las condiciones

antes indicadas para la semilla.

2.4.1.4 Ascochyta spp
Caracteristicas morfologicas
Picnidios oscuros, globosos y separados dentro del tejido hospedante tiene

conidios hialinos bicelulares; son de forma ovoide.

Sustrato : crecen en plantas de diversas familias botanicas, como son:
chicharo, frijol, haba, trébol, chile, berenjena, frutas, algodon, sorgo, maiz,

varios pastos y crisantemo, causa pudriciones y manchas cafés.

Asi como todos los hongos, también los del genero Asochyta spp. se ven
favorecidos por la humedad y la alta temperatura, aunque en estados de

extrema sequia sobreviven.

Control: siembra de semilla sana, seleccién de terreno con buen drenaje y
caso extremo: rotacién de cultivos por cuatro afios o mas. La destruccion de
plantas enfermas y sus residuos ayudan a bajar la incidencia de la

enfermedad (Romero, 1993).
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2.5 Industrializacién de tuna cardona ( O. streptacantha)

Con la tuna se pueden elaborar una serie de diversos productos y
subproductos que son diferenciados por sus caracteristicas fisicas y

composicion nutricional (Bravo, 1991).

El desarrollo de diversos productos derivados de la tuna roja es una

alternativa que se encuentra en estudio (Saenz, 1999).

En México no existe una industria procesadora de tuna. Los factores que
han inhibido su desarrollo radican en buena medida en los problemas
tecnolégicos para la elaboracion de néctares y jugos (en especial la
eliminacién de la semilla y la obtencién de un producto homogéneo y
estable) y en el escaso desarrollo del mercado para estos productos
procesados (Diaz, 2001). En la actualidad se ha desarrollado a nivel de
planta piloto, técnicas adecuadas para el aprovechamiento integral de la
tuna cardona (O. streptacantha). Se aprovecha la cascara y el jugo para
obtener jugos, bebidas fermentadas, destiladas y jaleas que posteriormente
se comercializan; la semilla también se ocupa para la obtencion de aceite
(Bravo, 1991).

Corrales y Flores (1998) clasifican los productos obtenidos del nopal y de la
tuna del género O. streptacantha de acuerdo a su linea de produccion. La

clasificacion es de la siguiente manera:

a) Productos de la industria extractivay de labi  otecnologia

De la tuna se pueden obtener mucilagos, pectinas, celulosa, colorantes,
aceite comestible de la semilla, y azucares (glucosa y fructosa) que se
pueden emplear para la produccion de proteina unicelular, alcohol,
aguardiente y jarabes fructosados (aditivos edulcorantes o espesantes)

para la industria alimentaria (Corrales y Flores, 1998).
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Para la obtencion de mucilagos y pectinas se realiza una evaluaciéon y
optimizacion de algunos procesos de extraccibn de estas sustancias que
pueden ser utilizadas como gelificantes y espesantes en la industria
alimentaria. Sin embargo no existen empresas dedicadas a esta industria
(L6pez, 2000).

Entre las posibles fuentes de obtencion de pigmentos rojos naturales se
encuentra el betabel y los frutos de algunas especies de Opuntia, como son:
“0. streptacantha”, “0. robusta” y “0. Ficus indica”. Referente a los aspectos
técnico-cientificos sobre la caracterizacién bioquimica y la optimizacion de
los procesos de extraccion de los pigmentos son referentes a su aplicacion
en algunos productos como: leche fermentada, gelatinas, leches
pasteurizadas, confiteria, bebidas en polvo, embutidos, panaderia y
productos farmacéuticos. (Corrales y Flores, 1998).

b) Productos de la industria alimentaria tradiciona | y tecnificada

El producto tradicional mas importante y representativo es el queso de tuna,
el cual se elabora con la tuna cardona (0. streptacantha) y la melcocha que
se obtiene mediante la concentracién de la pulpa y jugo de tuna (Diaz,
2001).

La demanda de los productos procesados de tuna es fundamentalmente
local y regional y se manifiesta en los mercados tradicionales y folcloricos.
No se trata de una demanda creciente ya que para algunos de estos
productos es dificil establecer un mercado potencial por falta de

conocimiento en la poblacion (Flores, 1993).

Los productos que se obtienen y se comercializan de la tuna O.

streptacantha son los que se mencionan a continuacion:
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2.5.1 Jugo de tuna

El jugo de tuna solo se preparaba en ciertos lugares para el consumo
familiar, pero en afos recientes, a partir del desarrollo de la tecnologia para
el aprovechamiento integral de la tuna, ya es posible envasarlo en latas
para su comercializacion (Bravo, 1991).

El jugo es el producto que queda al eliminar de la tuna su cascara, semilla 'y
pulpa. Se consume como tal en forma doméstica o bien luego de ser
sometido a un tratamiento agroindustrial; debido a la rapida fermentacion
causada por la baja acidez y alto contenido de azucares. Para evitar el
deterioro se proporciona tratamiento térmico a 70° C con el propdsito de
desactivar levaduras y enzimas que forman parte de la flora nativa (Legaspi,
2005).

Aragoén (1964) analizé quimicamente el producto y encontré que el jugo de
tuna cardona (O. streptacantha) contiene mayor cantidad de pectina
permitiendo gran viscosidad; vitamina C, sdlidos totales y carotenoides

siendo los compuestos con mayor porcentaje de composicion.

El jugo de tuna tiene un sabor fresco y agradable ya que es rico en
azucares (Bravo, 1991) de los cuales la mayoria estan constituidos por

glucosa y fructuosa.
En el cuadro 4 se muestran los datos proporcionados por los Laboratorios

Nacionales de Fomento Industrial de determinacion de azucares del jugo de

tuna O. streptacantha
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Cuadro 4 . Determinacién de azucares en 100 ml del jugo de tuna (O.

streptacantha)

Azucares Contenido
Fructosa 5.68
Glucosa 6.03
Maltosa 0.11
Sacarosa 0.14
AzUcares superiores 0.00
Total 11.96

Fuente: Bravo (1991).

En el cuadro 5 se presenta un Analisis bromatolégico realizado al jugo de tuna

cardona (O. streptacantha)

Cuadro 5. Andlisis bromatolégico de jugo de tuna cardona (O. streptacantha)

Nutriente Contenido (porcentaje de base humedad)
Humedad 88 %
Proteina 0.7 %
Fibra cruda 0.0 %
Cenizas 0.4 %
Extracto libre de nitrogeno 10.9%

Tiamina

0.04 mg/100g

Riboflavina

0.03 mg/100g

Acido ascorbico

20.0 mg/100g

Niacina 0.21 mg/100g
Fosforo 20.55 mg/100g
Hierro 0.42 mg/100g
Calcio 18.0 mg/100g

Fuente: Granados (1991); Zamarrén (1999).
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2.5.2 Jarabe

El jarabe es un producto nuevo obtenido de la tuna que se recomienda para
la fabricacion de néctares y mermeladas. Los jarabes de tuna se elaboran
con una solucién concentrada de sacarosa, preparada en fri6 o en caliente

con zumo de la misma (Granados ,1997).

El proceso de elaboracién consiste en mezclar el jarabe con jugo
concentrado caliente hasta lograr concentraciones de mas de 50 grados
Brix. Legaspi (2005) para su estudio realizd un andlisis fisicoquimico del

jarabe, obteniendo los siguientes resultados mostrados en el cuadro 6.

Cuadro 6. Analisis fisicoquimico de jarabe de tuna cardona (O. streptacantha)

Componente Base de humedad (%)
Azucares reductores totales 58.00
Fibra cruda 2.60
Acidez (acido citrico) 0.28
p"H” 3.70
Brix 63.00
Humedad 37.00

Fuente: Legaspi (2005).

2.5.3 Mermelada

Saenz (1999) argumenta que la preparacion de mermeladas es otro medio
para preservar la fruta, con un método antiguo pero seguro, ya que
solamente el 40% de la tuna se comercializa; una opcion de elaboracién de
productos de humedad intermedia tipo mermelada, aumentara su vida de

anaquel (Higareda, 1994).
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Se han elaborado mermeladas con semilla y sin semilla, presentando
ambas buenas caracteristicas organolépticas. A un afio de mantener los
productos almacenados, estos conservaron su calidad inicial y no
presentaron problemas de cristalizacion, no obstante la mermelada sin

semilla tuvo mas preferencia por su aspecto (Santos, 2005).

2.5.4 Melcocha

La melcocha o mermelada rustica de tuna cardona es un producto de
consistencia muy viscosa que se asemeja a la cajeta siendo de color café
claro u obscuro, suele contener pequefias semillas propias del fruto. Su

tiempo de conservacion es de aproximadamente dos afos (Legaspi, 2005).

La melcocha se obtiene después de exprimir la pulpa de tuna que ha
alcanzado su completa madurez, separandosela de la semilla. La pulpa que
se obtiene se introduce en un cazo de cobre a fuego directo para
concentrarse, agitando constante y lentamente con palas de madera. Se
detecta el punto de melcocha a partir de que se logra una consistencia mas
espesa, entonces se retira del fuego, dejandose enfriar de 12 a 15 horas
(Lozano, 1958).

Al enfriarse la pulpa queda convertida en melcocha, teniendo un contenido
de humedad de 26% (Bravo, 1991).

2.5.5 Queso de tuna

Se trata de un gel de fruta de color café claro u obscuro, de consistencia

firme, cuya presentacion comercial es en formas rectangulares o cilindricas
(Diaz, 2001).
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La pasta espesa y bien batida (melcocha fria) debe enfriarse rapidamente
arrojandola con fuerza sobre una piedra o sobre una tabla de madera,
ambas lisas y humedecidas con agua. Esta operacion se debe repetir de
150 a 200 veces hasta que al levantarse a la pasta no quede adherida a la
piedra. Durante el masajeado pierde humedad. Posteriormente la pasta se
coloca en moldes rectangulares de madera humedecidos en los que
permanece durante varias horas (de 12 a 15 horas) después el producto se
envuelve y se conserva en papel especial. (Granados S, 1991; Zamarron,
1999).

En el cuadro 7 se muestra el analisis bromatoldégico de queso de tuna

cardona reportando su contenido en porcentaje de base de humedad.

Cuadro 7. Analisis Bromatologico de queso de tuna cardona (O. streptacantha)

Andlisis Contenido (%)
Agua 11.29
Grasa 0.23
Glucosa 73.53
Albuminoides 5.25
Cenizas 1.53
Gomas 2.49
Celulosa y otros materiales 5.68

Fuente: Lozano (1958).

2.5.6 Miel de tuna

Tradicionalmente este producto se obtiene de la ebulliciébn de la pulpa de
tunas desprovistas de su semilla. Hirviendo hasta que se obtenga la
consistencia parecida a la de miel de abeja (Bravo, 1991) posteriormente la
pulpa se coloca en cazos de barro o cobre y se pone a fuego lento, con
mucho cuidado se cambia la miel a un recipiente provincial donde se

continua evaporando. Constantemente se agregan mas tunas al cazo,
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apartando la pulpa y semillas que se acumulan (Granados, 1991; Zamarron,
1999) el proceso continua hasta que las tunas y el jugo del caso se agotan.
Cuando la miel alcanza cierto grado de evaporacion se retira del fuego y se
vierte en recipientes (Granados, 1991) de cierre hermético para evitar la
cristalizacion de los azlcares como consecuencia de la evaporacion de la
humedad (Bravo, 1991). Ya en los recipientes se agita la miel lentamente
mientras se enfria y el punto que se debe de alcanzar es de 32 a 35

Baumé (Zamarrén, 1999).

2.5.7 Pigmentos naturales

Entre los metabolitos mayoritarios encontrados en los frutos de Opuntia se
ha sefialado que son las betaldinas las cuales son responsables del color
rojo (Pimienta, 1994) las betalainas confieren mayor estabilidad al

compararse con otros pigmentos rojos naturales (Rodriguez, 2006).

Las especies de Opuntia que se utilizan para la obtencién de pigmentos

rojos son: O. streptacantha, O. robusta, y O. ficus indica (Rodriguez, 2006).

Lo que se tiene hasta el momento son informes técnico-cientificos sobre la
caracterizacion bioquimica y sobre la optimizacion de los procesos de
extraccion de estos pigmentos y algunas expectativas de su aplicacion,
basadas en que sus caracteristicas, resultan técnicamente viables
(Rodriguez, 2006).

2.5.8 Bebidas alcohdlicas

2.5.8.1 Colonche

Es una bebida roja autdctona que se obtiene por la fermentacion de jugo de
tuna, especialmente de la tuna cardona (O. streptacantha) hay quienes
utilizan pachona o incluso cascarona; también se puede utilizar una mezcla

de las dos primeras (Bravo, 1991).
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El colonche se define como bebida alcohdlica de sabor agradable que
resulta de la fermentacion de las tunas rojas. Presenta sabor dulce debido a
la presencia de azlcares sin fermentar (7 a 9 % de azUcares), con cierto
grado de viscosidad y de baja graduacion alcohdlica (4-5 %), pero que con
el tiempo adquiere un sabor agrio (Diaz, 2001).

No se ha desarrollado ningun proceso para la conservacion de este bebida
que sufre alteraciones bacterianas rapidamente (Diaz, 2001) por ello hay
gue consumirlo en el punto exacto de fermentacion antes de que se
produzcan acidos organicos y alcoholes superiores de sabor desagradable
(Bravo, 1991).

Existe poca informacion cientifica y tecnologica sobre el procesamiento del
colonche y sobre la flora microbiana que interviene en los procesos
biotecnoldgicos respectivos. Se parte de la hipotesis de que se trata de una
fermentacion natural mixta donde intervienen tanto las levaduras como
bacterias diversas algunas nocivas que provocan con frecuencia olores y

gustos indeseables (Diaz, 2001).

Bravo (1991) logré aislar del colonche proveniente de el Estado de
Zacatecas, tres distintas especies de levaduras, las cuales son: Torulopsis,

Sacharomyces cereviseae, y Candida valida.

Ulloa y Herrera (1990) concuerdan con los estudios de Bravo (1991) en la
intervencion de una sola especie, que es:. S. cereviseae. Ademas de
encontrar otras dos especies responsables de la fermentacién del colonche,
las cuales son: Candida colliculosa y Bacterias lacticas.
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2.5.8.1.1 Descripcion de la flora microbiana responsable de la

fermentacion del colonche

2.5.8.1.1.1 Sacharomyces cereviseae

Comunmente conocidas como levaduras, son células redondas y ovales, a
menudo formando pseudomicelio; se reproducen por gemacion multipolar;
tienen conjunciéon isogamica o heterogamica que puede estar 0 no
precedida de formacién de asca; de una a cuatro esporas. Las dimensiones
méas comunes de las células varian entre dos y cuatro micras de ancho y
dos a ocho micras de largo; sin embargo, se encuentran levaduras
alargadas que tienen 10, 15 o 25 micras (Ulloa y Herrera, 1990). En la
figura 2 se muestran las esporas del genero Sacharomyces cereviseae

Figura 2. Esporas de Sacharomyces
cerevisiae. Fuente: Di wine taste.

La mayoria de la levaduras son mesdfilas, con una temperatura maxima de
crecimiento entre. 24 y 48 °C. Se encuentran en un rango amplio de p”H” el
cual estd comprendido entre 2.5 a 8. Son incapaces de moverse por lo que
Unicamente pueden ser arrastrados a través de corrientes de aire o en
fluidos (Ulloa y Herrera, 1990).
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2.5.8.1.1.1.1 Distribucién

La levadura es probablemente el microorganismo mas ampliamente
distribuido en la tierra. Se encuentra en todos los climas humedos y secos;
en los calidos, templados y frios. Abundan en el aire, en el agua y en el
suelo (Ulloa y Herrera, 1990).

2.5.8.1.1.1.2 Sustrato

Los organismos donde crece son muy variados, se pueden localizar en:
raices, tallos, hojas, flores (nectarios), frutos, semillas, granos, corteza de
arboles y exudaciones vegetales; jugos de frutas, conservas, jaleas,
jarabes, mieles diversas, la leche y sus derivados; cultivos de materias
vegetales utilizados en la industria, como tabaco y cacao en fermentacion;
pero sobre todo son abundantes en jugos azucarados y en otros sustratos

gue estan en fase fermentativa (Desrosier, 1963).

2.5.8.1.1.1.3 Importancia

Segun Tanner, ninguna clase de microorganismo ha estado mas
intimamente asociado con el proceso y el desarrollo de la raza humana
como las levaduras. Y es muy cierto ya que es bien sabido que el hombre
en tiempos remotos aprovecho las fermentaciones efectuadas por dichos

microorganismos (Ulloa y Herrera, 1990).

La influencia de S. cereviseae como fermentador de azlcares para la
obtencién de bebidas alcohdlicas ha sido de enorme importancia en la
economia y civilizacion de todos los pueblos. En la actualidad y de acuerdo
a las investigaciones, se utiliza para diferentes fermentaciones de sustratos,
como la de la cerveza, la especie S. cereviseae var. Ellipsoideus por que
son capaces de producir alcohol en grandes cantidades recuperables
(Desrosier, 1963).
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2.5.8.1.1.2 Candida colliculosa

Sus esporas tiene formas esférica., produce fermentaciones lentas,
pudiendo fermentar grandes concentraciones de azucar alcanzando entre
los 8 y 14 °Brix. Estas levaduras crecen en frutos &cidos y ricos en
carbohidratos (Frazier, 1976).

2.5.8.1.1.3 Torulopsis

Son levaduras pertenecientes a la clase Deuteromycetae, son redondas u
ovales, fermentativas con formaciéon multilateral, que son causa de
numerosos problemas en las cervecerias y alteran diversos tipos de
alimentos. Otras especies alteran concentrados de jugos de frutas y los

alimentos acidos (Frazier, 1976).

258.1.1.4 Candida valida

Forma hifas verdaderas o falsas con abundantes células en gemacion.

Forman peliculas en alimentos salados y muy acidos (Frazier, 1976).

2.5.8.1.1.5 Las bacterias lactic as

Son un grupo de bacterias Gram-positivas que comparten una serie de
caracteristicas morfologicas, metabdlicas y fisiologicas:

» Morfologia: forma cocoide o bacilar.

* Metabolicas: produccion de &cido lactico como metabolito final y
mayoritario de la fermentacion de hidratos de carbono (al menos un
50%).

» Fisiologicas: incapacidad de esporular, el caracter anaerdbico
facultativo.
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Aungue los géneros incluidos en el grupo de las bacterias lacticas han
estado sometidos a una gran controversia, se acepta que los géneros
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus constituyen el

nucleo central de este grupo.
2.5.8.1.1.5.1 Pediococcus

Fraizer (1976) describe a esta especie como cocos aislados, en parejas de
cadenas cortas, 0 en tétradas; son Gram-positivos, y microaerofilos.
Homofermentativos, produciendo a partir de los azucares, de 0.5% a 0.9 %
de acido lactico principalmente. Crecen a temperaturas de 7 a 45 C, pero

su crecimiento Optimo tiene lugar entre 25y 32 C.

2.5.8.1.1.5.2 Leuconostoc

Comprende a los Streptococcus heterofermentativos que fermentan el

azucar produciendo acido lactico y considerables cantidades de acido

acético, alcohol etilico y diéxido de carbono (Fraizer, 1976).

2.5.8.1.1.5.3 Lactobacillus

Son bacilos generalmente largos y delgados, formando en la mayoria de las
especies cadenas e inmoviles. Son microaerofilicos, Gram-positivos Yy
tienen gran exigencia nutritiva. Fermentan azucares dando como producto
principal acido lactico. Tienen una temperatura 6ptima de 28 a 32 °C y
crece en un p’H” de 4.5 a 6.4 y se detiene en p’H” de 3.6 a 4.0 (Fraizer,
1976).

Esta especie perteneciente a las bacterias lacticas, ademas de producir
acido lactico como metabolito principal, también produce formato etanol y
acetato en determinadas condiciones. Esto ocurre cuando una parte del

piruvato se transforma en CoA; sobreviene en condiciones de carencia de
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nutrientes, un poco de piruvato es metabolizado en etanol y acetato
(Bourgeois, 1995).

2.5.8.1.1.5.4 Streptococcus

Bourgeois (1995) argumenta que son las bacterias acido lacticas menos
sensibles al oxigeno. Estas bacterias tienen en general complejas
necesidades de factores de crecimiento, toleran los p’H” acidos de 5 o
incluso menos, pero conforme al medio se va acidificando, resultan

inhibidas un mayor nimero de especies.

Esta especie se caracteriza por qué forma células en pares o en cadenas,
son bacterias Homofermentativas y algunas especies son
heterofermentativas; éstas ultimas producen gas en presencia de citrato
(Bridge y Sneath, 1983).

Las bacterias lacticas se encuentran presentes naturalmente en el mosto de
algunos frutos; las bacterias lacticas pueden degradar ocasionalmente otras
sustancias ademas del acido malico, como pueden ser azlcares, acidos
organicos, glicerol y aminoacidos. Ocasionando defectos indeseables, tales
como el incremento de acidez en los vinos. Este incremento de acidez
también puede provenir de la degradacion de acidos organicos como el

acido citrico (Larpent, 1995).

Un microorganismo contaminante comun en la mayoria de frutos citricos,
alimentos ricos en glucosa, fructosa y almidén, mostos o fermentos de
frutos, alimentos procesados, etc.; es Aspegillus niger, adquiere importancia
por su capacidad de instalacion y proliferacion; por producir como
metabolito principal acido citrico que en algunos casos es aceptable. Por
ello resulta interesante el estudio de este microorganismo que a pesar de
las investigaciones realizadas por los diferentes autores antes mencionados
no se encontré a Aspergillus niger colonizando a la bebida autéctona de
tuna cardona, pero no se descarta su aparicion ya que el fruto Opuntia
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puede ser fuente de energia importante para este hongo microcelular y

ademas contener factores que favorecen su proliferacion.

2.5.8.1.1.6 Aspergullis niger

Son microorganismos de cabezas conidiales de tonos negros a negro
grisaceo, negro café, negro purpura o negro carbén; son globosas radiadas
o divididas; formando columnas de cadenas de conidios irregulares o bien
definidas. Los conidiéforos son de color hialino o café, tipicamente lisos o
en pocas especies ligeramente granulares. Vesiculas globosas o casi
globosas, hialinas o de color café claro a oscuro. Los conidios son globosos
0 subglobosos, elipticos o0 achatados, lisos, espinosos o0 con estriaciones.
En la figura 3 se muestra la cabezuela de un conidiéforo de Aspergillus

niger.

Figura 3. Conidi6foro del género Aspergillus
niger. Fuente: hongos de interés alimentario.
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2.5.8.1.1.6.1 Sustrato

Son muy abundantes, muchos son responsables de ciertas alteraciones

alimenticias y otros utiles en la preparacion de algunos alimentos.

2.5.8.1.1.6.2 Distribucion

La enorme capacidad de esporulacion y facilidad con que se nutre de una
gran facilidad de material organico, vegetal y animal, hacen de Aspergillus
un grupo de hongos cosmopolita y sumamente perjudicial al hombre, aun
cuando, como parasitos benignos, su ataque se limita a las semillas, frutos
maduros y otros érganos que se aprovechan como alimento. Como hongo
fitopatdbgeno produce una pudricién parcial o total del sustrato (Bravo,
1991).

2.5.8.1.1.6.3 Ruta metabdlica d e Aspergillus niger

La ruta metabdlica que realiza Aspergillus niger para la obtencion de acido
citrico es la respiracion aerobica, que es el proceso de oxidacion de las
moléculas combustibles por oxigeno. Este proceso se le conoce como el
ciclo de Krebs o ciclo del acido citrico. El ciclo de Krebs, es la ruta central
comun para la degradacion de los restos acetilo (de 2 atomos de C) que
derivan de los glucidos, acidos grasos y aminoacidos. Es una ruta universal,
catalizada por un sistema multienzimatico que acepta los grupos acetilo del
acetil-CoA como combustible, degradandolo hasta CO, y atomos de
hidrégeno, que son conducidos hasta el O, que se reduce para formar H,O
(en la cadena de transporte de electrones). En la figura 4 se muestra las

etapas del ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs
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Figura 4. Ciclo de Krebs. Fuente:
rutas metabolicas (2001)
2.5.8.1.1.6.4 Produccion de acido citrico mediante

Aspergillus niger

Existe una forma natural para la obtencion del &cido citrico, son en los frutos
citricos: pifia, pera, limén, pera y otras frutas, pero en la actualidad se
produce industrialmente por fermentacion de soluciones de sacarosa,
utilizando principalmente el hongo Aspergillus niger. Aunque existen varias
especies de mohos capaces de producir acido citrico, tales como: A.
clavatus, Penicillium luteum, P. citrinum y Mucor piriformis, solo las cepas
seleccionadas de A. niger son de importancia industrial (Ulloa y Herrera,
1990).

En general los mayores rendimientos se obtienen fermentando la sacarosa
0 melazas de cafia o de remolacha a 26-28° C durante siete a ocho dias;
también se realiza el cultivo sumergido con glucosa, jugo, jarabes o azucar
no refinada, complementando dichos medios con fuentes de nitrégeno,

potasio, fésforo, azufre y magnesio. El p”"H” &cido favorece a la produccién
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de acido citrico, suprime la del oxalico, reduce al minimo el riesgo de

contaminaciones y facilita la esterilizacion (Ulloa y Herrera, 1990).

2.5.8.1.1.6.5 Importancia de la p roduccion de acido citrico

En la actualidad el acido citrico se utiliza en cantidades de varios miles de
toneladas por afio. La mayor parte (65%) se emplea en drogas y medicinas
de varias clases; algo mas de 10% en alimentos, refrescos envasados,
dulces, en la manufactura de bebidas alcohdlicas, mermeladas y como
aditivo general en la industria de la reposteria; el resto en el plateado,

grabado, tefiido y estampado de telas y plasticos (Ulloa y Herrera, 1990).

Ciertos cultivos de Aspergillus niger podian ser productores eficientes de
acido citrico (Currie 1917). Este comenzé la produccién a escala industrial

usando esta técnica dos afnos mas tarde.

2.5.8.2 Aguardiente

Se han realizado algunos estudios a fin de obtener aguardiente a partir de
jugo de tuna bajo condiciones controladas. Se ha utilizado el filtrado de la
pulpa de la tuna cardona y el microorganismo Sacharomyces cereviseae var
champagne. Se observd que el contenido de pectina en la cascara de la
tuna hace que ésta no se pueda utilizar en la elaboracion de aguardiente ya
gue la fermentacion de pectinas favorece la aparicion de metanol en el

producto final (Granados, 1991).

2.5.8.3 Licor de tuna

Es una bebida alcohdlica aromatica, no fermentada, producto de mezcla de
alcohol, agua y azucar, con trozos de tuna sin cascara. Las tunas sin
cascara se incorporan enteras o fraccionadas a una solucion azucarada y
se adiciona el alcohol etilico potable de 96 grados GL y con agua en

proporciones adecuadas (Legaspi, 2005). Para el caso de la tuna cardona
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en su segunda etapa de madurez se requieren 4.58 Kg. De fruto para
obtener un litro de licor de 11.16 °GL. (Granados, 1991).

2.6 Fermentacion alcohdlica

La fermentacion alcohdlica consiste en la descomposicion de los azucares
contenidos en el mosto: glucosa y fructuosa, en etanol o alcohol etilico y en
anhidrido carbonico, también llamado gas carbonico. En 1820 el cientifico
Gay-Lussac, expreso en términos quimicos, la ecuacién para la

fermentacién alcohdlica, misma que es presentada en la figura 5.

Ces Hio Og = (CH3-CH2 OH)Z + 2 CO,

Figura 5. Formula de fermentacion
alcohdlica. Fuente: fermentaciones (2003).

Es decir, una molécula de glucosa produce 2 de etanol y 2 de anhidrido

carbonico.

La reaccion de la fermentacion alcohdlica fue demostrada por Pasteur
estableciendo que la ecuacion anterior es valida para el 90% del azucar
transformado. El resto lo forman gliceroles, acido succinico, acido acético y
productos secundarios como: acido lactico, butilenglicol, acetaldehido, acido

piravico alcoholes superiores y diversas sustancias.

Ademas de descubrir que ésta no era mas que el resultante de un
fendmeno bioquimico de la vida de un ser vivo unicelular, el cual, en lugar
de tomar el oxigeno que precisa para su proceso respiratorio directamente
del aire, lo toma de otra sustancia, en este caso la glucosa o la fructosa del

mosto de algun fruto y las que descompone.
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La fermentacién alcohdlica es el resultado de la accion de algunos
microorganismos, tales como: bacterias, levaduras y mohos que actian

sobre un sustrato contenido de azucar, en ausencia de oxigeno.

2.6.1 Controles de la fermentacion

Los alimentos son contaminados naturalmente por microorganismos, que se
desarrollan de acuerdo a las condiciones Optimas para su crecimiento, lo
cual generara la obtencién de nuevos productos mediante la fermentacion
(Desrosler, 1963).

2.6.1.1 Valor del p"H”

El p"H” influye en el crecimiento microbiano de la misma forma que lo hace
en la actividad enzimatica. La mayoria de los microorganismos crecen

dentro de un rango comprendido entre 3y 4 (Peynaud, 1976).

En vista de que las fermentaciones mas importantes de los alimentos son la
oxidante y la alcohdlica, el crecimiento de los microorganismos sera
controlado por la acidez del medio, ya que la mayoria de los alimentos son
acidos. En los frutos y en los jugos de frutas las levaduras y mohos se
establecerdn rapidamente ellos mismos (Desrosier, 1963).

2.6.1.2 Fuente de energia

Los carbohidratos solubles de los alimentos son una fuente de energia

inmediata para los microorganismos por lo que las fuentes de energia no

son usualmente un factor limitante en ciertas excepciones (Desrosier,
1963).
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2.6.1.3 Disponibilidad de oxigeno

El grado de anaerobiosis es un factor principal en el control de las
fermentaciones. En las levaduras, cuando grandes cantidades de oxigeno
estan presentes, es promovida la produccion celular de levaduras. Si se

desea producir alcohol se requiere un suministro limitado de oxigeno.

2.6.1.4 Requerimientos de temperatu ra

Cada grupo de microorganismos tiene una temperatura Optima para el
crecimiento; por lo tanto la temperatura del sustrato ejerce un control
positivo sobre el crecimiento. Para obtener el maximo desempefio durante

la fermentacion, debe crearse la temperatura éptima para los organismos.

En el caso de la fermentacion alcohodlica por medio de levaduras la
temperatura Optima es de 25 <C; si se realizan variaciones en las
temperaturas se corre el riego de no obtener los resultados deseados el

momento de analizar o que se realice otro tipo de fermentacion.

La temperatura mas adecuada para realizar la fermentacién alcohdlica se
sitla entre los 18 a 23° C. Las levaduras son micro organismos mesofilos
gue dan lugar a la fermentacion en un rango de 13 a 35°C; cuanto mayor
sea la temperatura mayor sera la velocidad del proceso fermentativo y
permitira la obtencion de productos secundarios. Sin embargo a menor
temperatura es mas facil conseguir un grado alcoholico, debido a que las
altas temperaturas hacen fermentar mas rapido a las levaduras y llegan a

agotarlas.
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3 MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se plantearon las

siguientes etapas:

3.1 ETAPA 1: Obtencion y caracterizacion de la mate  ria prima

El fruto tuna cardona (O. streptacantha)) fue recolectado en el Estado de

Zacatecas, en el Municipio Pino Suarez, con un campesino del area.

Para la caracterizacion de la tuna cardona se determinaron los siguientes

analisis:

3.1.1 Determinacién de sélidos solubles totales

Utilizando el método de refractometria con escala de 0 a 32 °Brix, con un
refractdbmetro manual ATAGO N-1E

3.1.2 Determinacion de potencial de hidrégeno

Para la determinacion de p"H” se utilizé el potenciometro HANNA, modelo
H1223.

3.1.3 Obtencién de rendimiento de la tuna cardona ( Opuntia

streptacantha).

Para obtener el rendimiento de la tuna cardona se realizé el peso de la
siguiente manera:

1. Tuna con cascara.

Tuna sin cascara.

Céscara.

Jugo de tuna.

a k~ 0N

Semilla de tuna.
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Para obtener el peso de cada porcion sélida, se utilizé una bascula de reloj
de 10 Kg JOGUA modelo DIN 10 Kg y para la porcion liquida se utilizé una
probeta de 500 ml.

El jugo que se extrajo, se almacend en recipientes de plastico en dos
porciones de tres litros en cada uno de los recipientes; se filtrd por tres
veces con un colador de acero inoxidable y se almacené a temperatura de
refrigeracion (4 °C) por 4 dias.

3.2 ETAPA 2: Fermentacion espontanea del jugo de tu  na cardona

La fermentacion espontanea se permitio para el desarrollo de la flora nativa
presente en la tuna cardona (Opuntia streptacantha) con el objetivo de ser

caracterizada mediante comparacion morfoldgica.

Al término de la fermentacidén se tomaron dos muestras de cada porcién, a

fin de realizar los siguientes analisis:

3.2.1 Determinacion de solidos solubles totales el jugo fermentado

Mediante el método de refractometria con escala de 0-32 °Brix, con un

refractobmetro manual ATAGO, modelo N-1E.

3.2.2 Determinacion de Acido citrico

Este método se realiz6 de acuerdo a los lineamientos propuestos por
Saffran-Densted (1983).

3.2.3 Determinacion de grado alcohdlico

Utilizando el método de refractometria, con un refractbmetro manual con
escala de 0-25% de alcohol probable ATAGO, modelo N-1E.
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3.2.4 Determinacion de potencial de hidrégeno

Con el uso del potenciometro HANNA, modelo H1223, para la

determinacion de p"H”.

3.2.5 Pasteurizacion del jugo fermentado

Este procedimiento se realiz6 a una temperatura de 70° C/15 min. para

eliminar residuos contaminantes de jugo fermentado.

3.3 ETAPA 3: Aislamiento e identificacion de la flo ra microbiana

contaminante de la tuna cardona ( Opuntia streptacantha)

De las dos porciones almacenadas a temperatura de refrigeracion se
obtuvieron dos muestras de cada una de ellas, en las cuales se evidenciaba
la presencia de hongos. Por lo tanto, las muestras fueron inoculadas en
medio liquido Czapeck Dox y papa dextrosa e incubadas a fin de ser
viabilizadas.

Para el aislamiento del microorganismo se realiz6 el método de
microcultivo, de acuerdo a los lineamientos descritos por Pitt (1988). Se
utilizé el microscopio CARL SEIZZ, modelo primo star.

Se realizo un frotis con azul de metileno, descrito en la técnica propuesta
por Cortes (2001).

Para la caracterizacion de los microorganismos encontrados se realizé una

comparacion morfologia recurriendo a las publicaciones de Romero (1993),
Ulloa (1990) e imagenes de Vega (2002).
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3.4 ETAPA 4. Fermentacion controlada

3.4.1 Chaptarizacion del jugo pasteurizado
La chaptarizacion consiste en afiadir azucar al jugo, cuando la fruta tiene un
bajo contenido de carbohidratos, con el objetivo ajustar el contenido de
azucares para elevar el grado alcohdlico y mejorar el sabor final del
producto.
Posterior a esto se realizaron los siguientes analisis fisicoquimicos a dos
muestras de 400 ml de jugo chaptarizado con las siguientes caracteristicas:
9.8 °Brix, p"H” 4.107, 4.8 % de grado alcohdalico.
Se almacenaron en dos matraces Elenmeyer y se afiadié inoculo de
levadura Sacharomyces cereviseae (5% del volumen total) a temperatura
de 25 T, con agitacion en las primeras 24 horas a fin de permitir la
formacion de OH y se continud la fermentacion por 168 horas.
Durante este tiempo se monitorearon los siguientes analisis:

3.4.2 Determinacion de sélidos solubles  totales

Utilizando el método de refractometria con escala de 0 a 32 °Brix, con un
refractobmetro manual ATAGO N-1E.

3.4.3 Determinacion del incremento de g rado alcohdlico

Utilizando el método de refractometria, con un refractbmetro manual con
escala de 0-25% de alcohol probable ATAGO, modelo N-1E.

41



3.4.4 Determinacién de potencial de hidrégeno

Con el uso del potenciometro HANNA, modelo H1223, para

determinacién de potencial de hidrogeno.

3.4.5 Determinacion de acidos organicos
Obtenido por acidez titulable y alicuota valorada del acido expresado.
3.5 ETAPA 5: Caracterizacion del producto final

Se realizé una prueba fisica de color, olor y sabor.

la
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a la metodologia antes mencionada y con el seguimiento de las

etapas se obtuvieron los siguientes resultados.

4.1 ETAPA 1: Obtencion y caracterizacion de lama teria prima

El fruto de tuna cardona (Opuntia streptacantha) que se adquirié, no fue
obtenido bajo requerimientos especificos, como: peso, tamafio, color, entre

otros. Solo se buscé obtener fruta en estado de madurez.

Posterior a su recoleccion se mantuvo en cajas de plastico a temperatura
ambiente, después se conservo a temperatura de refrigeracion (4° C) por 7
dias. Al fruto no se le realizé un desespinado, se mantuvo de esta manera

hasta extraer el jugo.

Los resultados de los dos primeros analisis para la caracterizacion de la

tuna cardona se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8. Resultados de analisis para caracterizar la tuna cardona (Opuntia

streptacantha)
Andlisis Resultados
Solidos solubles totales 12.50 °Brix.
Potencial de hidrogeno 6.52

Granados y Castafieda (2003) reportan en el jugo de tuna 13.4 °Brix por el
meétodo de refractometria y p’H” de 5.25; estos valores coinciden con la

presente investigacion.
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4.1.3 Obtencion de rendimiento de la tu na cardona ( Opuntia

streptacantha )

Los resultados del analisis de rendimiento del fruto Opuntia streptacantha

se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9 . Resultados en peso de rendimiento de cada porcion de la tuna

Porcion Peso
Tuna con cascara 18.45 Kg
Tuna sin cascara 6.86 Kg
Céscara 3.98 Kg
Jugo tuna 6.78 L
Semilla 0.83¢g

Los resultados obtenidos en el rendimiento del fruto, muestran que el jugo

de tuna cardona corresponde al 36%, el cual fue utilizado para el proceso

de fermentacion, mientras que los demas componentes no se utilizaron para

los siguientes procesos de la investigacion.

4.2 ETAPA 2: Fermentacion espontanea del jugo det una cardona

Los resultados de los analisis realizados al jugo fermentado se muestran en

el cuadro 10.

Cuadro 10. Resultados de analisis de jugo de tuna cardona

Analisis

Resultados

Solidos solubles totales

4.20 °Brix

Grado alcohdlico

5.30°

Potencial de hidrogeno

3.92




Diaz (2000) menciona que la bebida alcohodlica artesanal de Opuntia
streptacantha, llamada colonche, contiene de 7 a 9 grados de azucares,
esto debido a la presencia de azlcares sin fermentar y contiene una
graduacion alcohodlica de 4 a 5 grados. Los valores de la presente
investigacioén coinciden con el grado alcohdlico encontrandose ligeramente
arriba del grado superior, mientras que para los sélidos solubles totales si
se presentan diferencias, el nivel se encuentra por debajo de los rangos

antes mencionados.

El decremento de los sélidos solubles totales se ve reflejado en la presencia
de grado alcohdlico producido por Sacharomyces cereviseae que forma

parte de la flora nativa del jugo de tuna cardona.

4.2.4 Pasteurizacion del jugo fermentado

A fin de eliminar contaminantes en el jugo fermentado se realizé una
pasteurizacion, donde se observdé una formacion de capa blanca en la

superficie del liquido a los 40° C.

4.3 ETAPA 3: Identificacion y aislamiento de la flo ra contaminante

microbiana de la tuna cardona ( Opuntia streptacantha)

La muestra que fue inoculada en medio liqguido Czapeck Dox y puesta en
microcultivo tuvo las siguientes caracteristicas: conidios lisos, hialinos y
globosos, con tintes de color café amarillento, conidiéforo y vesicula
globosa pequefia; cabezuela globosa, de color café oscuro e hifas

septadas.

A continuaciéon se presentan en las figuras 6,7 y 8 del lado izquierdo las
imagenes obtenidas a partir de los microcultivos realizados al jugo de tuna
cardona y del lado derecho imagenes comparativas de Vega (2002) donde

es posible la similitud morfolégica para ambas muestras.
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En la figura 6 se muestran las siguientes caracteristicas: hifas, conidioéforos
y cabezuelas conidiales. Las hifas estan formando micelio de color hialino,
los conidioforos también hialinos y en las cabezuelas se encuentran los
conidios con cadenas irregulares de color café asi como la cabeza conidial.

jura 6. Aspegillus niger: hifas, conidios y
uelas conidiales a 10x. Fuente: foto derecha,
Vega, 2002.
En la figura 7 se muestran las siguientes caracteristicas: cabezas conidiales
y conidios. Los conidios mostrados en la imagen de la izquierda se

muestran en cadenas de forma irregular de color café oscuro.

Figura 7. Aspegillus niger: cabezas conidiales y
conidios a 40 x. fuente: foto derecha, Vega
(2002)

En la figura 8 se muestra la siguiente caracteristica: vesicula. Esta parte
morfolégica de Aspergillus niger forma parte de la cabeza conidial. En la

figura de la izquierda es la obtenida de la presente investigacion.
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Figura 8. Aspergillus niger: vesicula a 10x. Fuente:
foto derecha, Vega (2002).

Para la identificacion y caracterizacién de otro microorganismo se inoculo
en medio papa dextrosa y después se realizé un Frotis de azul de metileno,
y se obtuvo mostrando las siguientes caracteristicas: Células redondas,
ovales, de color amarillo palido. Estas caracteristicas morfoldégicas son

similares a Sacharomyces cereviseae.

La figura 9 se muestra la imagen encontrada en la presente investigacion.

Figura 9. Sacharomyces cereviseae a 40x.
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La figura 10 muestra caracteristicas similares a la figura anterior.

T ¥ Tw &

Ca ]

w N
il

Figura 10: esporas de Sacharomyces
cereviseae. Fuente: Yegres (2003).

4.4 ETAPA 4. FERMENTACION CONTROLADA
4.4.1 Chaptarizacion del jugo pasteurizado

Para obtener un nivel 6ptimo de azlcares presentes en el jugo se realizd
una chaptarizacion, teniendo como resultado los siguientes valores que se
muestran en el cuadro 11.

Cuadro 11 . Analisis de jugo chaptarizado.

Analisis Resultados

Solidos solubles totales | 9.80 °Brix

Acido citrico 1.03 g/L

Grado alcohdlico 4.80°

Potencial de hidrogeno 4.10

Padilla (2003) menciona que el mosto o el jugo fermentado deben tener un
valor de 10° Brix para elevar grado alcohdlico y mejorar el sabor del producto

final, el valor obtenido del andlisis del jugo chaptarizado coincide con el
mencionado por el autor.
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Posterior a la chaptarizacion se realizé un proceso fermentativo, en el cuadro

12 se presentan las medias obtenidas en base a la cinética de fermentacion,

donde es posible apreciar el consumo de solidos solubles totales y el

incremento del grado alcohdlico. Con el fin de presentar estos fenbmenos, las

siguientes graficas muestran el

comportamiento de cada uno de

parametros.
Cuadro 12 . Cinética de fermentacion
Grados | Incremento | Acidez titulable g/100 ml
Tiempo | Brix grado Ac. Ac. Ac. pH
(Hrs). alcohdlico | malico | tartarico | Citrico
0 9.80 0.00 1.005 | 1.4237 | 0.9600 | 3.890
24 9.65 0.00 0.9866 | 1.4262 | 0.9600 | 3.890
48 9.50 0.00 0.9648 | 1.0525 | 0.9086 | 3.884
72 9.42 0.10 0.9983 | 1.1512 | 0.9632 | 3.873
96 9.05 0.70 1.0251 | 1.2087 | 0.9918 | 3.859
120 9.05 1.00 1.0583 | 1.165 |1.0336 | 3.844
144 9.00 1.00 1.0586 | 1.2225 | 1.0784 | 3.723
168 7.70 1.20 1.0586 | 1.0612 | 0.8829 | 3.759
4.4.2 Determinacion de solidos solublest  otales

CONSUMO DE AZUCARES DURANTE EL PROCESO FERMENTATIVO
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Figura 11. Grafica de comportamiento de azucares

los
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De acuerdo con el monitoreo de sélidos solubles totales se observa en la figura
11 el consumo de azulcares durante la cinética de fermentacion. Las lecturas de
los mismos revelan que a partir de las 72 horas hay un decremento continuo y
significativo, llegando a la minima concentracién a las 168 horas de 7.7 °Brix,
coincidiendo con Diaz (2001) quien menciona que el colonche tiene de 7 a 9 %
de azucares. El valor de la minima concentracién de azlcares es reportado en

el anexo 1, de las medias analizadas por prueba t-Student (P< 0.05).

4.4.3 Determinacion de incremento del Gr ado alcohdlico

INCREMENTO DE GRADO ALCOHOLICO

14

1,2

0,8
0,6

* 4
,

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

%Grado alcohdlico

Horas

Figura 12 . Grafica de incremento del grado alcohdlico

Durante la fermentacion espontanea se reporta un alto contenido de grado
alcohdlico de 5.3° producido por Sacharomyces cereviseae (microorganismo
gue forma parte de su flora nativa) misma que se inactivo al llegar a este valor,

ya que las levaduras nativas toleran de 4 a 5 % de alcohol.

Se monitoreo el incremento de grado alcohdlico representado en la figura 12,
producido por Sacharomyces cereviseae comercial, donde se puede observar
poco incremento en el grado alcohdlico, reportando en su etapa final 1.2° mas,
obteniendo un grado alcohélico neto de 6% de etanol. Este fendmeno se puede

explicar por la presencia de alcohol antes producido en la fermentacion
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espontanea, mismo que origind una disminucién de la activad enzimética de la
levadura, ya que los de tolerancia de etanol para este tipo de microorganismo
es de 5 a 8% (Peynaud, 1976).

El andlisis de varianza por prueba t-Student (P< 0.05) revela que a partir de las
72 horas hay incremento continuo hasta las 168 horas, reportando que las
diferencias son estadisticamente significativas durante el analisis del proceso

fermentativo.

4.4.4 Determinacion de potencial de hidrégeno

En la figura 13 se reporta en comportamiento de potencial de hidrogeno
durante la cinética de fermentacion, donde se muestra poca variacion con
respecto al tiempo, manteniendo un rango de 3.88 a 3.700, Peynaud (1976)
menciona que Sacharomyces cerevieae crece en un rango de 3.5 a 5.5. Esto
indica que la actividad microbiana se encontré desarrollandose en condiciones

Optimas. Los valores obtenidos coinciden con los del autor antes mencionado.

Se realiz6 andlisis de varianza (P< 0.0.5) por prueba t.-Sudent (P< 0.05) con la
finalidad de encontrar diferencia significativa entre los datos obtenidos
mostrados en el anexo 3, donde se aprecia que el decremento de acidez entre
las O horas hasta las 120 horas no existe diferencia significativa, sino hasta las
144 horas donde se observa que la variacion en el decremento es significativa.
Esto debido a que el microorganismo presente comenz6 a consumir acidos

organicos en la fermentacion.
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Figura 13. Grafica del Comportamiento de potencial de hidrégeno

4.4.5 Determinaciéon de acidos organicos duran  te la fermentaciéon

El monitoreo de acidos organicos se hizo con la finalidad de observar que
durante el proceso fermentativo se llevara a cabo la ruta metabdlica correcta y
no otra ruta que produjera metabolitos indeseables causando déficit en la
calidad del producto final, ya que el microorganismo que contaminé el jugo de
tuna cardona, Aspergillus niger, produce la formaciéon de acido citrico, como
metabolito principal, pero que a pesar de ello, su presencia no actia de forma
negativa para las caracteristicas organolépticas de la bebida obtenida, esto

porque la actividad del microorganismo fue limitada en tiempo y espacio.

En la figura 14 se observa la gréafica del comportamiento de acidos organicos
reportados en el analisis de varianza (P< 0.05) por prueba t-Student (P< 0.05)
en los anexos 4, 5, y 6 respectivamente, los cuales revelan que la formacion de
los mismos es de manera constante no habiendo diferencias significativas entre
los valores, manteniéndose en niveles de 1.4 y1.0 y decreciendo a las 168
horas. Este fenomeno ocurrié debido a la aplicacion del tratamiento término
(70° C/25min) realizado antes de llevar a cabo la fermentacién controlada,
mismo que erradicé flora microbiana contaminante del jugo de tuna,

permitiendo niveles favorables de acidos organicos durante la fermentacion.
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Figura 14. Grafica del comportamiento de acidos organicos

4.5 ETAPA 5: Caracterizacion del producto final

En el cuadro 13 se muestra la prueba realizada al producto final de la

fermentacién, evaluando las siguientes caracteristicas:

Cuadro 13. Caracteristicas de producto final

caracteristicas | Producto final
Color Rojo opaco
Olor Azucar
Alcohol
sabor Agridulce
Alcohol
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5 CONCLUSIONES

Se caracteriz6 el fruto Opuntia streptacantha con los siguientes analisis: solidos
solubles totales y potencial de hidrogeno, obteniendo como resultado 12.5 °Brix
y p'"H” de 5.25. Lo que permiti6 que la flora microbiana se instalara

rapidamente, causando una fermentacion espontanea.

El rendimiento obtenido a partir de 18.45 Kilogramos de tuna cardona, se

obtuvieron 6.78 litros de jugo, que equivale al 36 % del total del peso.

Se aislé y caracterizo la flora microbiana contaminante del jugo de tuna
(Opuntia streptacantha), encontrando a Aspergillus niger y Sacharomyces

cerevisiae.

Los metabolitos producidos por la flora microbiana contaminante, dieron como
resultado un incremento de grado alcohdlico de 5.8°, decremento de solidos
solubles totales de 4.20° Brix, &cido citrico de 1.03 de y potencial de hidrogeno
de 3.92.

Se realiz6 una pasteurizacion con la finalidad de eliminar contaminantes en el
jugo de tuna, posterior a esto, se efectu6 una chaptarizacion para obtener el

nivel 6ptimo de azlcares necesarios en la siguiente etapa.

La bebida obtenida a partir de tuna cardona, aplicando Sacharomyces
cerevieae a 25° C durante 168 horas, de las cuales, las primeras 24 horas se
realizaron en condiciones de agitacion para obtener biomasa, presenta bajo
grado alcohdlico de 1.2 %, 7.7 °Brix, acidos organicos como: &cido maélico,

acido tartarico y acido citrico, p”H” oscilando entre 3.800 y 3.700.



Al final del proceso fermentativo se obtuvo el porcentaje neto de grado
alcohdlico teniendo como resultado 6 % de grado alcohdlico, con las siguientes
caracteristicas fisicas: color rojo apoco, de sabor agridulce y a alcohol y olor

agradable a azucar y alcohol.
En base a lo anterior, se concluye que la bebida obtenida es apta para el

consumo humano a partir de tuna cardona (Opuntia streptacantha)

presentando un estado primario de madurez.
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7 ANEXOS

Anexo 1. Resultados de consumo de azlcares durante la cinética de

fermentacion mediante t-Student (P< 0.05).

TIEMPO PROMEDIOS

(Hrs.) ESTIMADOS

MINIMOS

CUADRADOS
0 A 9.80
24 AlB 9.62
48 AlB 9.52
72 AlB 9.42
96 B 9.05
120 B 9.05
144 C 9.00
168 C 7.70




Anexo 2. Resultados de medias de incremento de grado alcohdlico por prueba

t-Student (P< 0.05)

TIEMPO PROMEDIOS
(Hrs.) ESTIMADOS
MINIMOS

CUADRADOS
168 1.20
144 1.00
120 1.00
96 C 0.70
72 D .015
48 E 0.00
24 0.00
0 0.00
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Anexo 3. Resultados de comportamiento de acidez por t-Student (P< 0.05).

TIEMPO (Hrs.) PROMEDIOS

ESTIMADOS
MINIMOS

CUADRADOS

0 A 3.891

24 A 3.981

48 A 3.88

72 A 3.87

96 A 3.85

120 A 3.84

144 B 3.72

168 B 3.68




Anexo 4. Resultados de las medias de comportamiento de acido malico por
prueba t-Student (P< 0.05)

TIEMPO (Hrs.) PROMEDIOS
ESTIMADOS
MINIMOS

CUADRADOS
144 A 1.22
96 A 1.17
120 A 1.16
72 A 1.15
0 A 1.12
24 A 1.12
48 A 1.06
168 A 1.06
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Anexo 5 . Resultados de comportamiento de acido tartarico por t-Student (P<

0.05)
TIEMPO PROMEDIOS
(Hrs.) ESTIMADOS
MINIMOS
CUADRADOS
144 A 1.12
120 AlB 1.08
96 AlB|C 1.03
72 AlB|C 1.00
0 AlB|C 1.00
24 B|C 1.00
48 B|C 0.95
168 C 0.92
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Anexo 6. Resultados de comportamiento de acido citrico mediante t-Student

(P< 0.05)
TIEMPO PROMEDIOS
(Hrs.) ESTIMADOS
MINIMOS
CUADRADOS
144 A 1.07
120 AlB 1.03
96 AlB[C 0.99
72 AlB|C 0.96
0 AlB|C 0.96
24 B|[C 0.90
48 B[C 0.90
168 C 0.88
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Anexo 7. Técnica de microcultivo, Método de Pitt

Para identificacion de Aspergillus, se deposita el in6culo en tres puntos
equidistantes de cada placa del medio Czapek-Dox vaciado en sendas caja de
Petri medianas, que se incuban a 25T durante 7 dias y si es necesario se
prolonga hasta 14 6 21 dias (Pitt 1988, Klich & Pitt 1988, Pitt & Hocking 1997).

Microcultivo

Se deposita un cuadrado del medio Czapek-Dox sobre un portaobjetos
previamente flameado y frio. Se siembra el hongo en sus bordes. Se coloca un
cubreobjetos que también fue flameado y enfriado. Se apoya el conjunto sobre
dos varillas de vidrio, dentro de una caja de Petri en cuyo fondo hay un papel
absorbente estéril embebido en agua. Se incuba a temperatura ambiente con
alternancia luz solar indirecta y obscuridad durante el tiempo necesario (Dade
& Gunnell 1969). La figura 15.muestra un esquema de de la preparaciéon de un

microcultivo.
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Figura 15. Técnica de microcultivo, por el método Pitt

68



Anexo 8. Preparaciéon de Frotis y tincion, técnica descrita por Cortes (2001)

» Se deberdn emplear portaobjetos perfectamente limpios y sin raspaduras
para evitar interferencias en la observacion.

1. Flamear el portaobjetos para desengrasarlo.

2. Si el cultivo es sélido, colocar una gota de agua en el centro del portaobjetos,
y con el asa bacteriolégica estéril, tomar una pequefia cantidad de material,
emulsionar y extender uniformemente en una superficie aproximada de 1 c.

3. Si la muestra es liquida, tomar directamente el material con el asa estéril y
extenderlo uniformemente sobre la superficie indicada anteriormente.

4. Dejar secar la extension al aire.

5. Una vez seca la extension, fijarla al calor suave, pasando rapidamente el
portaobjetos sobre la flama del mechero, sin calentar demasiado, unas 10
veces.

» Las extensiones deberan ser finas y uniformes para permitir el paso de la luz

a través de ellas y facilitar su observacion.

Preparar 2 extensiones a partir de cada cultivo

Tincién

1. Cubrir la extension debidamente preparada con la solucion colorante.

2. Dejar actuar el colorante por 1 minuto.

3. Lavar con agua corriente hasta eliminar exceso de colorante.

4. Dejar secar al aire o presionando el portaobjetos entre 2 capas de papel
absorbente como papel filtro 6 papel sanitario.

5. Una vez seca la extensiéon, colocar sobre ella una gota de aceite de
inmersion y observar al microscopio con el objetivo de inmersion.

6. Dibujar lo observado:
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