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INTRODUCCION

El café es una de las bebidas de produccién mas importantes en todo el mundo ocupando los
primeros lugares de consumo, segun Russell & Patterson (1). En El Salvador el 88% de la
poblacion bebe café, se estima que un salvadorefio puede llegar a consumir 584 tazas de café al
afo (2); por lo que siendo una bebida tan popular actualmente cuenta con un parque cafetalero
con una extension que supera las 200 mil manzanas (140 mil hectareas aproximadamente)
superando su produccion en el afio 2020 de 740,110 quintales de café oro-uva (3), resaltando este

producto agricola, ya que es de los principales pilares economicos y de consumo para el pais.

Segun la Encuesta de Hogares y Propdsitos Multiples desarrollada durante el afio 2019, el 15.4%
de la poblacién ocupada a nivel nacional (448,099 personas) manifiestan emplearse en el sector
agricola constituyendo el cultivo de café la base fundamental en la economia de muchos
salvadorefios. Ademas, de ocupar en el afio 2020 el segundo “principal producto de
agroexportacion” siendo Estados Unidos, Alemania, Japon e Italia los mayores compradores (3).
Sin embargo, el café se ha visto afectado por distintas crisis; una de las principales ha sido la
pérdida de los cultivos causados por el hongo de la Roya (Hemileia Vastatrix) desde el afio 2012
con una pérdida de produccion estimada del 36% para ese afio (4); no obstante, se ha logrado
identificar otros contaminantes, es el caso de los mohos endofiticos en el café con capacidad de
producir toxinas que podrian representar un riesgo a la salud humana y pérdidas economicas
debido al rechazo de exportacion al no cumplir los estandares de calidad establecidos; entre los
que se destacan los principales géeneros de mohos como el Penicillium y Aspergillus que han

logrado establecerse en el café por efecto del cambio climatico.

En la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador, se ha realizado un estudio
relacionado a la identificacion de mohos productores de Ocratoxina A (OTA) del género Aspergillus
en granos de café, obteniendo como resultado un cepario donde se han almacenado los mohos
producto de la investigacion. Sin embargo, algunas cepas aisladas se encuentran mezcladas con
bacterias y otros mohos, dificultando su identificacion. Por lo tanto, el propésito de esta pasantia
fue realizar la purificacién de cepas recolectadas de muestras de café grano oro (Green Coffee) e
identificacién de su potencial toxigénico, detallando los mohos aislados en el cepario, facilitando

asi, el andlisis y discusion de resultados del trabajo de investigacion.



I.  JUSTIFICACION

El café es una de las bebidas mas importantes a nivel mundial, considerado un alimento de
produccion agricola de exportacion clave para la economia de El Salvador y consumo interno;
segun estudios realizados se ha visto afectado por diferentes hongos como la Roya (Hemileia
Vastatrix) desde 2012 (4), y ahora por la Ocratoxina A (OTA) producida por el moho Aspergillus
Spp; se ha retomado la pasantia de investigacion como apoyo a la investigacion realizada en la
Facultad de Quimica y Farmacia, del laboratorio de Analisis Bromatolégico “Incidencia de hongos
del género Aspergillus y determinacion de Ocratoxina A (OTA) en granos de café oro (Coffee
Arabica) beneficiados en El Salvador” retomando el objetivo “Determinar los niveles de
contaminacion fungica en muestras de café verde procedentes de cerezo seco y de pergamino
obtenidos de los beneficios visitados, e identificar la presencia de posibles hongos productores de
Ocratoxina por el método microbiolégico y confirmar por el método inmunolégico ELISA”, con el
fin de encontrar informacion relevante para el desarrollo de dicha investigacion y asi poder aportar
a futuras investigaciones sobre el crecimiento y presencia de estos mohos debido al efecto del
cambio climatico en El Salvador y la manera que este esta afectando a la industria cafetalera, la
cual es fuente de empleos para un 15.4% de la poblacién en general del pais (3); asi como un
posible factor del aparecimiento de enfermedades y en el caso de la OTA, un cancerigeno para el
consumidor tanto local como extranjero si no se regulan las medidas de prevencion de la toxina

producida por el moho.



IIl.  OBJETIVOS

General:

o Purificar las cepas provenientes de mohos extraidos de café en su etapa grano oro (Green

Coffee) e identificar su potencial toxigénico y su relacion con el cambio climético.

Especifico:

¢ Identificar la morfologia macroscopica y microscdpica de los principales géneros de mohos
obtenidos de muestras de café grano oro (Green Coffee).

o Describir las cepas mediante el uso de clave dicotomica.

¢ Visualizar mediante luz ultravioleta onda larga, la fluorescencia que emite las placas que
contengan mohos para identificar si presentan potencial toxigénico.

e Explicar la relacion de las cepas identificadas y el cambio climatico.



DESCRIPCION Y DESARROLLO DE FUNCIONES Y ACTIVIDADES REALIZADAS

La participacion estudiantil en el proceso de pasantia de investigacion se basoé en contribuir al
desarrollo del objetivo especifico “Determinar los niveles de contaminacion fingica en muestras
de café verde procedentes de cerezo seco y de pergamino obtenido de los beneficios visitados, e
identificar la presencia de posibles hongos productores de Ocratoxina por el método microbiol6gico
y confirmar por el método inmunoldgico ELISA”. Correspondiente a la investigacidn “Incidencia de
hongos del género Aspergillus y determinacion de Ocratoxina A (OTA) en granos de café oro
(Coffee Arabica) beneficiados en El Salvador.” para tal fin se procedio6 a realizar la identificacion
de géneros fungicos, descripcion morfoldgica y determinacion del potencial toxigénico mediante la
observacion de fluorescencia, para verificar los efectos del cambio climéatico. Para ello, se
estudiaron mohos aislados del café grano oro (Green Coffee) almacenados en un cepario;
posteriormente se procedié a la elaboracion de diferentes medios de cultivo como lo son Papa
Dextrosa (PDA), Sabouraud (SBR), Dicloran Rosa de Bengala (DRB) y Czapek (CZ), que sirvieron
para realizar inoculaciones de mohos por la técnica de puncién; donde se hizo identificacion
morfolégica de las cepas mediante el uso de técnicas de observacion utilizando claves dicotdmicas
que consistieron en evaluaciones macroscopicas como microscopicas de los mohos aislados. En
casos que se evidencio por criovial mas de dos entes microbioldgicos, estos se purificaron y re

inocularon en agar selectivo para su respectiva identificacion.

Para evaluar el potencial toxigénico se utilizd medio de cultivo agar crema de coco (ACC); asi
cuando la cepa de moho inoculado se desarroll6 totalmente en el medio, se visualizé en camara

de luz ultravioleta (366 nm), observando si existia presencia o ausencia de fluorescencia.



ACTIVIDADES:

¢ Planificacion de procesos para el desarrollo de actividades bromatolégicas.

e Adecuacion de condiciones de laboratorio para la ejecucion de anélisis.

o Esterilizacion de material utilizado para analisis bromatologico.

e Preparacion de medios de cultivo (calculo de cantidades, esterilizacion, plaqueo).

e Preparacion de reactivos para higienizacion de areas de trabajo.

¢ Inoculacion de muestras de mohos aisladas en crioviales.

¢ Purificacion de cepas procedentes de muestras de café.

¢ Identificacion de mohos a través de claves dicotémicas.

o Determinacion de potencial toxigénico de mohos, a través de la observacion en luz U.V.

e lavado de cristaleria y equipos de laboratorio utilizados en los procedimientos de
aislamiento y clasificacion.

o Destruccion de muestras a través de la técnica de esterilizacion humeda por autoclave.

e Participacion en el desarrollo de actividades bromatolégicas afines al proceso de
ensefianza estudiantil.

e Participacion en proceso de caracterizacion microbioldgica de Atol Shuco en conjunto con
Universidad de lllinois.

o Elaboracion de bitacora técnica de actividades realizadas en la Pasantia de Investigacion

realizada en el Laboratorio de Bromatologia.



Iv.

METODOLOGIA EMPLEADA

La pasantia de investigaciéon fue basada en un enfoque analitico, descriptivo y experimental
partiendo de la purificacién de cepas resguardadas en crioviales obtenidas a partir de muestras
de café en su etapa de procesamiento grano oro (Green Coffee) provenientes de beneficios
productores de café de altura de El Salvador, haciendo un total de 52 cepas; estas colectadas

mediante un muestreo aleatorio simple estratificado.

Para fines de pasantia se tomaron como muestra el 36.53% (19 cepas) del total de cepas y para

su purificacion se utilizaron técnicas microbiolégicas e identificacion con clave dicotémica.



MARCO CONCEPTUAL.

TERMINOS GENERALES.

ACC (Agar Crema de Coco): Medio de cultivo preparado a base de crema de coco, utilizado para

la visualizacidn de Florencia de sepas con potencial toxigénico (5) (6)

Beneficiado de Café: Proceso que consiste en eliminar del fruto de café todas las partes que

cubren el grano o semilla. Dicho proceso se puede realizar mediante via himeda o via seca. (7)
Cepas: Poblacion de una especie que desciende de una sola célula. (8)

Café en Oro: Equivalente a “Green Coffee”. Es el grano o semilla del café al cual se le han quitado

las diversas capas que lo cubren. En este estado ya esta listo para su torrefaccién. (7)

Claves dicotomicas: Herramienta que permite realizar descripcién morfologia de un ente

microbiol6gico en estudio (9)

Cambio climatico: Variacion del clima que se presenta durante los espacios de tiempo geoldgico

y que afecta a grandes regiones. (10)

Crioviales: Tubo fabricado en polipropileno, disefiados para almacenar material biologico. (11)
Fluorescencia: Emision de luz de una longitud de onda més larga que la de la luz absorbida. (8)
Morfologia: Estudio de la estructura y forma de los seres vivos. (8)

Medios de selectivo: Medio que favorece el crecimiento de unos organismos mientras que inhibe

el de otros. (8)
Mohos: Hongo caracterizado por su estructura filamentosa. (8)

OTA: Metabolito fungico toxico clasificado por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el

Céncer como posible carcindgeno humano (1)

Purificacion: Es la separacion de un determinado microorganismo del resto de microorganismos

que le acompafan. (12)
Potencial: Que puede suceder o existir, en contraposicién de lo que existe. (13)

Toxigénico: Que produce toxinas (14)



TERMINOS MICROBIOLOGICOS.

Aspergillus: Hongo filamentoso hialino, saprofito, perteneciente al filo Ascomycota (15)

Anelidos: Como fidlides, son células que producen conidios en sus puntas en cadenas no
ramificadas (como en el género Scopulariopsis) 0 en masas humedas (como en el género
Scedosporium). A diferencia de los fidlides, los anelidos aumentan de longitud cada vez que se
produce una nueva espora. Un anelido viejo que ha producido muchas esporas tendra una serie
de cicatrices apicales o anillas en su punta. Estas cicatrices, que quedan a medida que se

desprenden las esporas sucesivas, a menudo son dificiles de ver con el microscopio optico.

Annellido: Célula conidiégena especializada a partir de la cual se producen esporas

enteroblasticas y que tiene una columna de cicatrices apicales (annellaciones) en su punta.

Artrospora: Conidio talico producido como resultado de la fragmentacion de una hifa existente en

células separadas.

Artroconidios: Conidios de origen talico que surgen de la transformacion de una serie de células
a lo largo de una hifa. Pueden ser contiguos (simples) o intercalados con celdas de separacion
(alternas). En la madurez, las artroconidias simples se liberan después de la formacién de paredes
dobles seguido de un proceso de fisién, mientras que las artroconidias alternas se liberan después
de la lisis de las células que se separan. En el Ultimo caso, se pueden observar volantes anulares

de material de pared remanente en los extremos de los conidios desprendidos.
Ascospora: Espora haploide producida dentro de un asca después de la meiosis.
Aseptado: Sin paredes transversales ni septos.

Blastica: Una de las dos formas basicas de conidiogénesis, en la que el agrandamiento de la

célula conidiégena ocurre antes de que se establezca un tabique delimitador.

Conidiogénesis talica: En la conidiogénesis talica, el conidio se produce a partir de una célula
hifal existente. Esto ocurre cuando una hifa se divide en secciones para formar células individuales
o0 artrosporas, o0 cuando una célula desarrolla una pared gruesa para formar una espora o

clamidospora en reposo.

Conidiogénesis blastica: Muchos hongos desarrollaron alguna forma de gemacion repetida que
les permite producir grandes cantidades de esporas asexuales a partir de una sola célula

conididgena. Ahora se reconocen dos formas de conidiogénesis blastica: desarrollo holoblastico



en el que tanto la pared interna como la externa de la célula conidiégena se hinchan para formar
el conidio, y el desarrollo enteroblastico, en el que el conidio se produce desde el interior de la
célula conidibégena, la capa externa de la pared de la hifa se rompe y una capa interna se extiende

hasta convertirse en la nueva pared de esporas.

Clamidospora: Conidio en reposo de paredes gruesas, que se forma como resultado del

agrandamiento de una célula de hifa existente y que generalmente no se libera de la hifa.

Cleistotecio (pl. cleistotecia): Ascocarpio cerrado sin apertura predefinida, que se abre para liberar

las ascosporas.
Collarette: Estructura en forma de copa en la punta de una célula conidiégena.

Conidios: En Ascomycota y Basidiomycota, las esporas asexuales se denominan conidios y se
producen a partir de una célula conidiégena. En algunas especies, la célula conidiégena no es
diferente del resto del micelio. En otros, la célula conidiégena esta contenida en una estructura
hifal especializada o conidiéforo. Hay dos métodos basicos de produccion de esporas asexuales:
el talico en el que una célula de hifa existente se convierte en un conidio; y blastica, en la que el

conidio se produce como resultado de algun tipo de proceso de gemacion.
Conidiogénesis: Proceso de formacién de conidios.
Célula conidiégena: Cualquier célula que produce o se convierte en conidio.

Conidioforo: Hifa o célula especializada en la que, 0 como parte de la cual, se producen los

conidios.

Dematiaceo: Pigmentado oscuro.

Denticulo: Pequefia proyeccidn sobre la que nace una espora.
Dimorfo: Que tiene dos formas de crecimiento.

Fasciculo: Haz de hifas.

Glabra: Textura similar a la cera (una descripcion de las colonias).

Gymnothecium (pl. gymnothecia): un ascocarpio en el que los ascos se distribuyen dentro de una

red suelta de hifas.

Heterotalico: Hongo autoestéril; la reproduccidn sexual no puede tener lugar a menos que estén

presentes dos cepas de apareamiento compatibles.



Hilum (pl. hila): Cicatriz en la base de un conidio.

Holoblastico: Forma de conidiogénesis en la que las paredes internas y externas de la célula

conidiégena se hinchan para formar el conidio.

Homotalico: Hongo autocompatible; la reproduccion sexual puede tener lugar dentro de una

variedad individual.

Hialino: Incoloro, transparente o translucido.

Hifa (pl. hifas): Filamentos individuales que forman el micelio de un hongo.
Inoculacion: Introduccién de un microbio (8)

Levaduras: Las levaduras no son un grupo taxonémico natural ni formal, pero son una forma de
crecimiento que se encuentra en una amplia gama de hongos ascomicetos y basidiomicetos no
relacionados. Su identificacion, a diferencia de la de los mohos, se basa en una combinacion de

caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas.

Macroconidio (pl. macroconidia): EI mayor de dos tamafios diferentes de conidios producidos por

un hongo de la misma manera; suele ser multicelular.

Métula (pl. metulae): Rama de un conidiéforo en la que nacen fialides (células conidiégenas);

caracteristico de Aspergillus y Penicillium spp.

Microconidio (pl. microconidios): EI mas pequefio de dos tamafios diferentes de conidios

producidos por un hongo de la misma manera.

Moho: Hongo filamentoso.

Micelio: Masa de filamentos ramificados que constituye el crecimiento vegetativo de un hongo.
Ostiolo: Abertura a través de la cual se liberan las esporas de un ascocarpio o picnidio.

Reproduccion asexual: Los hongos pueden producir esporas asexuales por division nuclear
haploide simple. Nuevamente, los propagulos de vida corta se producen en cantidades enormes
para asegurar la propagacion a nuevos habitats. En muchos hongos esta etapa asexual (anamorfo
o imperfecta) ha resultado tan exitosa que la etapa sexual (teleomorfa o perfecta) ha disminuido o

incluso ha desaparecido.

Fialide: Célula conidi6gena especializada a partir de la cual se producen esporas enteroblasticas

en sucesion basipeta.



Pseudohifa (pl. pseudohyphae): Cadena de células de levadura que han surgido como resultado
de la gemacién y se han alargado sin desprenderse unas de otras, formando un filamento similar

a una hifa.
Penicillium: Hongo filamentoso hialino, saprdéfito perteneciente al filo Ascomycota (16).
Pseudomicelio: Masa de pseudohifas.

Picnidio (pl. picnidios): Estructura cerrada con una abertura apical (ostiolo) en cuyo interior se

forman los conidios.

Piriforme: Forma de pera.

Rizoide: Hifa corta y ramificada que se asemeja a una raiz.
Septados: Que tienen paredes transversales o septos.

Esporangio (pl. esporangios): Estructura cerrada en forma de saco que contiene esporas

asexuales; caracteristicas de los mucorales.

Espora: Propagulo de una o mas células fungicas modificadas para dispersarse o resistir

condiciones adversas.

Simpodial: Desarrollo de un solo conidio en sitios sucesivos a lo largo de una célula conidiégena

que se alarga.

Talico: Una de las dos formas basicas de conidiogénesis, en la que el agrandamiento de la inicial

conidial se produce después de la colocacion de un tabique delimitador.
Talo: Crecimiento vegetativo de un hongo.
Tuberculado: Que tiene pequefias proyecciones parecidas a verrugas.

Vesicula: La punta hinchada del conidiéforo en Aspergillus spp., o la parte hinchada de una célula

espordgena en otros hongos.
Zoospora: Espora asexual movil.

Zigospora: Espora sexual de paredes gruesas producida en Mucoromycotina y
Entomophthoromycotina (17)
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MARCO TEORICO

HISTORIA, PANORAMA SOCIOECONOMICO Y AFECTACIONES DEL CULTIVO DE CAFE EN
EL SALVADOR.

Los inicios del cultivo de café se dieron cerca del afio 1740, cuando predominaba la exportacion
de anil hasta el siglo XIX, posteriormente la caida de los precios del cultivo del afiil y los estragos
de las guerras desencadenaron crisis economica, estos sucesos causaron cambios que llevaron

a la expansion del cultivo de café con el apoyo de los gobernantes en el afio 1860.

Durante la presidencia del Capitan General Gerardo Barrios se fomento e implemento la expansion
de la caficultura en todo El Salvador, lo que llevo a ser el pilar de la economia del pais,
convirtiéndose asi en la fuente principal generadora de divisas en el mercado internacional,
superando en el afio 1879 al afiil en exportaciones del comercio en el océano Pacifico; que condujo
como consecuencia, ser el tercer pais productor de café a nivel mundial después de Brasil y

Colombia.

En 1980 se dio un descenso de la actividad del café debido a la guerra civil, donde con las nuevas
reformas se generaron pérdidas econdmicas en el cultivo; orientandose a exportaciones no
tradicionales; aun con el fin del conflicto armado, pasé de generarse de 4.5 millones a 4.31 millones
de quintales oro-uva, manteniendo aun la generacion de empleos hasta 2001, donde los precios
internacionales tocaron fondo y se vio mayor afectacién de la produccion de café hasta ese

momento.

En el afio 2012 el café sufriria una reduccion importante debido al envejecimiento de las
plantaciones, el mal cuidado de estas y el clima adverso que provocaron la afectacién del moho

conocido como Roya (Hemileia Vastatrix) causante de la caida del grano de café (3).

A partir del afio 2014 hubo una mayor reduccién de ingresos anuales por el sector cafetalero
pasando de $251.60 millones a $112.77 millones anuales promedio debido a dos factores
principales como lo son el hongo de la roya y la caida del precio internacional del café.

Segun estudios preliminares por el Consejo Salvadorefio del Café la ocupacién de la actividad
cafetalera indirecta puede ser de incluso 100,000 empleos 0 mas, sin incluir empresas
intermediarias, exportadoras, comercializadoras, agroturismo, entre otras; lo que hace que haya

un porcentaje mayor al 7.7% de la poblacion ocupada en la agricultura.
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Lo que calcula que para el 2019 la produccion alcanzé los $89.3 millones, donde el valor agregado
en ese afio fue del 4.2% del Producto Interno Bruto Agricola (PIBA) siendo $57.13 millones en

términos generales.

Segun datos preliminares de 2020 del banco central de reserva, el café tuvo una participacién del
28.2% en la generacion de valor agregado del sector agricola en El Salvador, siendo el segundo

principal producto de agroexportacion.

La Roya (Hemileia Vastatrix) tuvo consecuencias fuertes en el aspecto social y econdmico la cual
se mantuvo desde entonces a las posteriores cosechas afectando la variedad de café Borbdn y
Pacas comercializados mundialmente y asi mismo descendiendo su precio en el mercado

internacional.

Aun asi, el café tiene la ventaja de adaptarse a condiciones externas por sus cualidades, y su
camino recorrido ya que antes se exportaba en enormes cantidades, pero sin verificar su calidad;
a comparacion de hoy en dia debido a las nuevas tendencias de especificaciones ha despertado
micro y pequefios tostadores para producir café de alta calidad lo que ha desarrollado una nueva

forma de comercializar el café y diferenciarlo de los precios internacionales de referencia (3).
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CAFE

Es considerada una de las bebidas mas consumidas en todo el mundo, para el caso de El Salvador
el 88% de la poblacién beben café, se estima que un salvadorefio puede llegar a consumir 584
tazas de este producto al afio siendo este un elemento importante en su dieta (2), no requiere de
hora o un punto de venta especifico ya que suele encontrarse facilmente para su compra desde
vendedores ambulantes, tiendas comunales, supermercados y restaurantes, los principales
factores que los salvadorefios toman en cuenta a la hora de su adquisicion son el aroma, sabor y

precio (2).

El género coffea, que pertenece a la familia Rubiaceae, abarca dos de las especies mas
importantes comercio internacional del café: Coffea arabica L. y Coffea canephora Pierre,
ampliamente conocidas como arabica y robusta (18). el cultivo de café en el pais cuenta con un
parque cafetalero que supera las 200 mil manzanas (140 mil hectareas aproximadamente) y
existen 7 variedades diferentes las cuales son Tekisic, Pacas, Pacamara, Catuai Rojo, Catisic,
Cuscatleco, Hibrido F-1 y Icatu asi también existen 6 denominaciones de origen propias de El
Salvador, estas tienen como finalidad proteger la denominacion de un pais, de una regién o de
una localidad, designandole el origen de un producto cuya calidad o caracteristicas se deben
exclusiva o esencialmente al medio geografico, incluyendo los factores naturales y factores

humanos (3) :

o (Café Apaneca-llamatepec.
e (Café Cacahuatique.

o (Café Alotepec.

e (Café Balsamo Quesaltepec.
e (Café Tecapa Chinameca.

e (Café Chinchontepec.
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El fruto tiene cinco capas de material protector que es necesario retirar para revelar los granos de

café al interior, desde el exterior al interior esta compuesto por:

e La piel (epicarpio 0 exocarpo).
e Pulpa (mesocarpio).

e El pergamino (endocarpio).

o Piel plateada.

e Dos semillas.

Figura 5: Referencia / Cédigo de practicas, Prevencion y reduccion de la contaminacion del café

por la Ocratoxina A / Organizacion Internacional del Café (22).

Pergamino Epicarpio

Pulpa

Grano Grano

Pedinculo ~— Piel plateada

La piel es una capa molecular que cubre al fruto en su superficie, cuando esta maduro puede ser
de color rojo, amarillo o rosado dependiendo de la variedad del café, bajo esta se encuentra la
pulpa que es una capa pectinea viscosa conformada por mucilago, luego se continua con el
pergamino capa compuesta principalmente de polisacaridos, también se encuentra el tegumento
delgado que recubre las semillas esta capa es llamada piel plateada y finalmente en el centro del
fruto pueden encontrarse dos granos que luego de procesados se convertiran en café oro con los

cuales podran prepararse diferentes clases bebidas (18).
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CONTAMINACION EN EL BENEFICIADO DE CAFE

ANTES DE LA COSECHA

Es probable que los hongos productores de OTA puedan infectar los frutos del antes o después
de la cosecha. Esto puede involucrar dos rutas de contaminacion diferentes, la primera de ellas
seria a través de las flores, sin sefiales visibles y la segunda por barrenadores del café (broca)
(Hypothenemus hampei), que puede llevar esporas a los frutos y hacer agujeros en las cerezas y
granos de café. Los frutos se desprenden naturalmente de la planta o a través de actividades
agricolas, los frutos que permanecen en el suelo tienen mas probabilidades de estar contaminados

con hongos (1).

COSECHA

El método de cosecha seleccionado por la finca conjuga las necesidades del método de
elaboracion, consideraciones econdmicas y disponibilidad de mano de obra. Se conocen cuatro
sistemas basicos de cosecha: recogida en una pasada, en la que se cosechan todas las ramas
con fruta de una vez; recogida en varias pasadas, en la que sélo se cosechan las ramas que tienen
sobre todo bayas maduras; recogida selectiva en varias pasadas (por fruto) en la que solo se
cosechan las bayas maduras, y cosecha mecanica, en la que se utilizan distintos tipos de

maquinas para recoger toda la fruta a la vez.

Ademas de estos sistemas basicos principales de cosecha se pueden utilizar otros procedimientos
adicionales, como la "cosecha pronta" para recoger la fruta prematuramente madura, o la
recoleccion (recogida o barrida) de las bayas caidas al suelo 0 que quedan en las plantas durante
la cosecha. En general, las bayas que caen al suelo no se deberan recoger, en particular en
condiciones humedas, porque pueden formarse hongos y producirse contaminacion por OTA. Sin
embargo, un contacto breve con el suelo no es problematico, pero puede llegar a serlo si se

prolonga su duracion.

En climas mojados o humedos solo sera aceptable la recoleccion del suelo el mismo dia. Si es
necesario cosechar granos que han caido al suelo, deberan almacenarse aparte hasta que se
elaboren, para evitar el riesgo de que contaminen el resto de la cosecha.
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Es necesario asegurar que todas las bayas caidas que se recojan se sometan rapidamente a las
etapas de elaboracion y secado, ya que estos productos pueden presentar una probabilidad mayor

de crecimiento fungico (19).

PROCESAMIENTO POST COSECHA

El procesamiento postcosecha tiene como objeto separar el grano de las partes restantes del café

y garantizar una buena conservacién de producto final.

Las oportunidades para la acumulacién de OTA pueden aumentar tras la cosecha si se emplean
procedimientos deficientes como el secado lento. Igualmente, si se emplean condiciones de

almacenamiento inadecuadas.

Los problemas posteriores a la cosecha se relacionan con climas desfavorables para el secado,
practica de secado, control de calidad y condiciones de almacenamiento. Las cerezas contienen
suficiente agua para favorecer el crecimiento de moho y la formacién de OTA en el exterior durante

los primeros 3-5 dias de secado.

Los granos de café obtenidos al dejarlos en el suelo son de baja calidad y presentan mas defectos

debido a una mayor proliferacién de hongos y al riesgo asociado de OTA (1).

SECADO

El procedimiento de secado se puede dividir en tres etapas. En cada una, los hongos productores

de OTA tendran diversas oportunidades para desarrollarse.

En la primera etapa hay una ligera disminucion del contenido de humedad, que toma un intervalo

de uno a tres dias para el café en baya, y un dia 0 menos para el café en pergamino.

La segunda etapa es la de pérdida maxima del contenido de humedad, tanto para el café en baya
0 en pergamino, en condiciones analogas en el mismo periodo de tiempo. Esto depende sobre
todo de las condiciones de secado y de la tecnologia del patio de secado. En esta etapa hay

condiciones favorables para el desarrollo de hongos productores de OTA.

En la tercera etapa, tanto el café en baya como en pergamino estan mucho mas secos que en las

dos etapas anteriores. Se produce una disminucidn ligera y mas lenta del contenido restante de
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humedad. En esta etapa, las condiciones no favorecen el desarrollo de hongos productores de
OTA.

Los hongos productores de OTA requieren condiciones favorables durante cierto periodo de
tiempo para crecer y producir la toxina. La cantidad de agua disponible es el factor mas importante

que se debe tener en cuenta (19).

Los cafetales con piso de asfalto para secar café presentan un riesgo menor que los pisos de
tierra. Sin embargo, los niveles altos a moderados de contaminacion por OTA fueron
independientes del patio empleado. Las especies de hongos productores de OTA se vuelven

frecuentes en las partes finales del secado de 22 (1) .

ALMACENAMIENTO

Las condiciones de almacenamiento para mantener bajos niveles de OTA en los tropicos se

relacionan especialmente con la actividad del agua y la temperatura.

El almacenamiento es necesario utilizar café verde de buena calidad. El deterioro se minimiza
cuando la temperatura se mantiene por debajo de 26 ° C y la humedad relativa de la atmosfera de

almacenamiento varia entre 50 y 70%.

El numero de hongos en los granos de café aumenta durante el almacenamiento, A. Nigery A.
Flavus se mencionan entre las especies principales. El nimero de especies aisladas de los sacos
de yute fue mayor que el de las bolsas de poliestireno que son menos permeables y la reabsorcion
de agua ocurre en menor medida que en los sacos de yute. Ademas, las camaras de
almacenamiento en frio a 3°C estan a una temperatura mucho mas baja que la temperatura citada

para el crecimiento y la produccién de toxinas y deberian ser seguras (1).
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PROCESAMIENTO SECO Y HUMEDO.

Dependiendo de las posibilidades y condiciones locales suele procesarse principalmente de dos

maneras:

Procesamiento en seco: para este método las cerezas se secan y luego se descascaran
mecanicamente. En esta técnica no se suelen separar los granos excesivamente maduros e

inmaduros de los perfectamente maduros y por lo tanto todos compondran el lote final.

Este proceso puede ser realizado al sol en patios 0 secadores mecanicos, lo ultimo se recomienda
en regiones de abundante lluvia o para terminar el secado en patio, durante este proceso los
granos se desprenden del pergamino y luego de 3 a 4 semanas dependiendo del secado, los frutos
estaran listos para descascarillados. Durante este proceso se retira la piel, pulpa y pergamino de

los granos de café.

Procesamiento humedo: es un procesamiento mas sofisticado en comparacion del anterior. Se
basa en el despulpado de los frutos, seguido de fermentacién. Para ser procesados via humedad,
los frutos deben estar en perfecto estado de maduracién, por lo tanto se necesita especial
seleccion de las cerezas ,en este caso los tanques de seleccion y lavado en los cuales se
procesara estan dispuestos de manera desigual lo cual permita que pueda hacer una separacion
mediante gravedad , los granos bien maduros presentan una densidad ligeramente mayor que el
agua y tienden a depositarse, los frutos mas verdes suelen flotar por lo tanto es posible separarlos
para el siguiente paso: la fase de despulpado. Esta operacion pretende eliminar el epicarpio y el
mesocarpio del fruto. Al final del despulpado, la semilla ain esta involucrada con el mucilago que

recubre el endocarpio.

El mucilago compuesto principalmente por pectinas puede eliminarse mediante la fermentacién

que suele ocurrir en un tiempo de 24 a 72 horas.

También existe un tercer proceso que suele llamarse semiseco, en este se combinan métodos del
procesamiento seco y humedo, este método consiste en lavar y seleccionar los frutos en tanques
de flotacion, seguido de despulpado, pero excluyendo el paso de fermentacion, luego el café
despulpado que contiene los restos de mucilago se puede secar directamente, para terminar de
retirar las capas de la semilla puede emplearse métodos de separaciéon mecanica (18).
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TOSTADO DEL CAFE.

El tostado de los granos crudos se suele realizar en los paises consumidores debido a las

caracteristicas de friabilidad y sabor de los granos tostados.

Se pueden emplear diferentes tipos de tueste, las tecnologias modernas presentan como principio
basico el paso de un flujo forzado de gases calientes a través de un lecho en movimiento de granos

de café. El movimiento puede ser creado por rotacion o flujo de gases.

En esta etapa la piel plateada se desprende y se separa del producto final, mediante un flujo de
aire (18).

El tostado del café implica someter al café crudo a temperaturas de 180 — 250 °C durante 5 a 15
minutos, este proceso produce cambios quimicos que afecta aroma y sabor del producto pudiendo
afectar la calidad de la bebida, sin embargo, la cantidad de OTA prevalece aun en el café estando
presente en la preparacién de la bebida y representando porcentajes considerables de

contaminacion casi iguales a los contados en el grano sin procesamiento (1).

ALMACENAMIENTO, TRANSPORTE Y COMERCIO LOCAL

Durante todo el proceso el café también se debe proteger de la humedad, la descomposicion y la
contaminacién cruzada. En condiciones de almacenamiento prolongado debe mantenerse un

estricto control de la humedad.

En condiciones de humedad relativa inferior al 60% el café seguira secandose, pero si la humedad
relativa es superior al 80% el café comenzara a absorber agua. En el lugar de almacenamiento la
humedad puede originarse por humedad del suelo o de las paredes, la lluvia (impulsada por el
viento o por filtraciones), falta de circulacion del aire y por mezcla de café seco con café himedo.
Unas instalaciones de almacenamiento adecuadas, el uso de buenas practicas de

almacenamiento y una vigilancia constante pueden prevenir o reducir los problemas.

En café de clases inferiores se observé que frutos con defectos negros o amargos contenian las
mayores concentraciones de OTA. Debe haber poca tolerancia a la presencia de estos defectos
en los granos verdes seleccionados y los granos defectuosos que se retiren no deberan mezclarse
de nuevo con el café limpio ni venderse directamente a la torrefaccion, a menos que un plan

representativo de muestreo y un analisis directo de la OTA hayan demostrado que son aceptables.
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El café se puede transportar por distintos medios desde las zonas de produccion hasta los puntos
de venta. Lo principal es evitar que el café se humedezca de nuevo, debido a posibles cambios

del clima entre las distintas regiones y tomando las medidas de control necesarias.

En la cadena de produccion, el mercado local es la parte mas delicada donde se pueden
administrar mejores préacticas. Aqui, las autoridades, los mecanismos de reglamentacién y no
reglamentarios pueden aplicar e influir en las practicas a fin de garantizar que los productores

procedan en forma fiable para garantizar la inocuidad del producto (19).

LA BEBIDA DEL CAFE.

Una vez concluido el beneficiado puede prepararse la bebida en distintas formas la primera es la
que utiliza métodos de coccion (café hervido, café turco, café de percolador), infusién (cafés
filtrados y napolitano) y presion (olla de presion, moka y café expreso). La composicion de la bebida
final dependera no solo del método de preparacién (grado de molienda, relacion polvo/agua,
temperatura del agua y tiempo de extraccidn), sino también de las especies de café utilizados para

preparar la mezcla comercial (18).

CAMBIO CLIMATICO EN EL SALVADOR.

El cambio climatico en el mundo se debe a diversos factores, de los cuales los mas predominantes
son el aumento de las concentraciones atmosféricas de los gases de efecto invernadero y segun
pruebas del Grupo Intergubernamental de Expertos sobre Cambio Climéatico IPCC, indican que el
incremento de la temperatura coincide con el incremento de emisiones de gases, producto del

inicio de la industrializacion, datos obtenidos en el mes de Julio durante el afio 2006.

En sus investigaciones mencionan que el aumento de la temperatura de la superficie terrestre fue
de aproximadamente 0.6°C en el siglo XXI y que los modelos de simulacién pronostican un

aumento entre 1.5 a 4.5°C para los proximos 100 afos.

En El Salvador, se llevé a cabo un estudio de Escenarios Climaticos para los afios de 1961 a 1990
donde la temperatura superficial del aire del pais present6é una tendencia de incremento de sus
magnitudes anuales cerca de 1.2°C; y en sus afios mas célidos presentd anomalias de 1.1°C,
0.8°Cy0.7°C.
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Para hacer un andlisis de los datos obtenidos en el pais, se trabajo con 10 estaciones de registro

de temperatura.

Se hizo una tabulacion respecto a las variaciones de temperatura media anual de las estaciones

analizadas.

Tabla 1: Resultados de Incremento de Temperatura media anual en las estaciones analizadas por
el Servicio Nacional de Estudios Territoriales (SNET), 2006, El Salvador (20).

Nombre de | Codigo | Departamento | Altitud | Periodo de | Numero | Variacion de

Estacion de msnm | registro de anos | Temperatura
Estacion °C

Santa Ana El| A12 Santa Ana 725 1959-2002 | 43 +2.2

Palmar

Guija A15 Santa Ana 485 1964-2005 | 41 +1.4

Finca Los Andes | A18 Santa Ana 1770 | 1963-2005 | 42 +0.7

Chorrera El | B1 Cabafias 190 1956-2005 | 49 +1.0

Guayabo

La Palma G4 Chalatenango | 1000 | 1964-2005 | 41 +1.3

San Andrés L4 La Libertad 460 1949-2005 | 56 +0.4

Beneficio El | M6 San Miguel 80 1950-2002 | 52 +1.7

Papalén

Aeropuerto S10 San Salvador | 615 1957-2005 | 48 +1.1

llopango

Acajutla Puerto | T6 Sonsonate 15 1954-2005 | 51 +1.3

Nuevo

Santiago de | U6 Usuluén 920 1958-2005 | 47 +0.6

Maria

De acuerdo con los datos analizados, se observé un aumento general en la temperatura media
anual entre 0.4°C hasta los 2.2°C, lo que determina un promedio de 0.03°C por afio; la altitud
varia entre 15y 1,770 msnm presentando todas, un incremento en la temperatura, por lo que se
considero6 un evidente cambio a partir de mediados de los afios 70, el cual se ha ido incrementando
debido a la variable de temperatura (21).
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RESUMEN CLIMATOLOGICO ANUAL 2021 (DATOS PRELIMINARES) / MARN.

TEMPERATURAS

En los gréaficos 1y 2 se observa el comportamiento de las temperaturas maximas y minima con el

promedio mensual a nivel nacional respectivamente.

Se observa que en términos de la temperatura maxima promedio mensual, la temperatura de los
primeros 3 meses tuvo una tendencia creciente alcanzando con un maximo de 33.0°C en el mes
de marzo. La mayor temperatura maxima promedio registrada en el afio, posteriormente entre los
meses de marzo a junio la tendencia fue decreciente, subiendo nuevamente en el mes de julio,
esto debido a la disminucion natural de las lluvias (la canicula), que tiene lugar en dicha época;
posteriormente manteniendo un comportamiento con poca variacion y sin tendencia definida. La

temperatura maxima promedio registrada en el afio fue de 30°C en los meses de julio y noviembre.

Grafico 1: Comparacion de la temperatura maxima nacional en 2021

@ Comparacién Temperatura Maxima Nacional Observada 2021 con la
norma 1981-2010

Temperatura (*C)

Grdfico 1. Comportamiento de temperatura maxima promedio mensual durante 2021

La temperatura minima en promedio mensual a o largo del afio se comport6 ligeramente arriba de
los rangos de la norma observando las mayores variaciones en el mes de enero y octubre donde
el valor de la normal fue superado en 1°C, se tiene una tendencia clara de disminucion entre los

meses de octubre y diciembre y de aumento en los meses de febrero a mayo.

La temperatura minima promedio mensual mas baja durante 2021 se registré en el mes de

diciembre con 17.7°C.
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Grafico 2: Comparacion de la temperatura minima nacional en 2021

Resumen climatologico anual 2021

@ o Comparacién de Temperatura Minima Observada 2021 con la norma
= 1981-2010

Temperatura (*C)

Enerc Febrerc Marz Abei Mayo Junio Yo Agosto | Septiembre | Octubre | Noviembre | Diciembre

Grdfico 2. Comportamiento de temperatura minima promedio mensual durante 2021

Tabla 2: Anomalias de temperaturas extremas 2021.

Mes Anomalia Temperatura | Anomalia
Maxima Temperatura Minima
Enero 04 1.1
Febrero 0.2 0.3
Marzo 0.3 0.0
Abril 04 0.3
Mayo 0.3 0.0
Junio 0.1 -0.1
Julio 0.6 0.5
Agosto -0.1 0.3
Septiembre | 0.7 0.3
Octubre 1.1 0.8
Noviembre | 0.5 0.2
Diciembre | 1.1 0.2

En la tabla se observan los valores de las anomalias de la temperatura maxima y minima
registradas en 2021; se observa que con respecto a la temperatura méxima hubo anomalias
positivas (temperatura observada mas alta de lo normal), durante todo el afio a excepcion de los
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meses de abril (-0.4), junio (-0.1) y agosto (-0.1) donde la anomalia tubo registro negativo

(temperatura observada mas baja de lo normal)

Con respecto a las anomalias de la temperatura minima se tuvo predominancia de anomalias
positivas en todo el afio a excepcion del mes de junio donde la variacion fue de -0.1°C respecto

de la norma.

Temperatura maxima

El mapa 1, muestra la temperatura maxima anual de El Salvador durante 2021, las zonas mas
calidas del territorio se observan a lo largo de la costa, en valles interiores con temperaturas que
superan los 34°C, mientras que, en las zonas de montafia en el nor-occidental, cordillera volcanica
y e n el nor-riente de observan temperaturas que en promedio anual se tienen valores entre los 16

y 22°C que son los puntos con valor de maximas mas bajas.

Respecto de las anomalias de la temperatura méaxima promedio mapa 2 muestra que a pesar de
que las temperaturas mas altas se tuvieron en el oriente del pais y sobre a costa de Ahuachapan,
son estos sectores los que pertenecieron a anomalias negativas con valores entre -0.1y -0.5°C.
También llama la atencion que las zonas montafiosas donde a pesar de tener la temperatura mas
baja, al acompafarlas con la norma (serie 1981-2010), las temperaturas promedio registradas

arrojan un promedio anual con anomalias positivas en rangos de 0.1y 1.4°C.
Figura 1: Temperatura maxima promedio anual 2021

Temperatura maxima promedio anual 2021
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NATURALES
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Figura 2: Anomalia de temperatura maxima promedio anual 2021

Anomalia de temperatura maxima promedio anual 2021

0 W 2 40 00 0
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A nivel de estaciones como se observa en la tabla 2 se tiene que 6 de las 25 estaciones

climatolégicas tuvieron una temperatura maxima anual mas baja que la normal (series 1981-2010)

Es decir, presentando anomalias negativas, en el rango de -2.0 y -0.5 °C, dichas estaciones son:
Las pilas, La Hachadura, La Union, Aeropuerto de llopango, Santiago de Maria y San Francisco
Gotera, el resto de las estaciones presenta anomalias positivas en la temperatura maxima anual

entre 0y 1.4 °C, la mayor registrada en la estacion de Guija.
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Tabla 3: Temperatura maxima promedio anual 2021 por estacion.

ANUAL

Estacion - Dia 2021 Normal Anomalia
A-15 Guija 35.3 33.8 1.5
A-18 Finca los Andes 21.9 214 0.5
A-27 Candelaria la Frontera | 31.9 36.1 0.3
A-31 Planes de Montecristo | 21.9 214 0.5
A-37 Santa Ana -UNICAES | 31.7 31.4 0.3
B-01 Chorrera el Guayabo 35.2 34.1 1.1
B-06 Sensuntepeque 32.3 31.2 1.1
B-10 Cerron Grande 35.4 35.1 0.3
C-09 Cojutepeque 30.4 30.1 0.3
G-03 Nueva Concepcion 34.2 34.2 0.0
G-04 La Palma 28.3 274 0.9
G-13 Las Pilas 222 224 -0.2
H-08 Ahuachapan SM 31.4 30.7 0.7
H-14 La Hachadura 34.5 34.8 0.3
L-04 San Andrés 33.1 32.5 0.5
L-27 Chintuipan 30.9 30.4 0.5
M- 24 San Miguel UES 35.8 35.7 0.1
N -02 La Union / CPI 34.2 34.5 -0.3
S-10 Aeropuerto llopango 30.7 30.8 -0.1
T-06 Acajutla, Puerto Nuevo | 33..5 32.7 0.8
T-24 Los Naranjos 255 245 1.0
U-06 Santiago de Maria 28.0 28.5 0.5
V-09 Puente Cuscatlan 35.9 35.7 0.2
Z-02 San Francico Gotera 34.2 34.3 -0.1
Z-03 Perquin 28.2 27.8 0.4

PROM 311 30.7 0.4
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Con el registro méximo diario a lo largo del afio 2021 se tienen los siguientes hallazgos:

3 récords nuevos de temperatura maxima mensual a lo largo del afio, 2 de ellos tuvieron lugar en

el mes de marzo y 1 en el mes de julio, a continuacion el detalle de estos hallazgos

e En la estaciéon Chorrera el Guayabo registrd el 31 de marzo una maxima de 41.2°C
superando el récord histérico de 41°C que data de 2004.

e En la estacidn de Ahuachapan, el 31 de marzo se registré una maxima de 38°C de tal
manera que superd el récord de 2010 de 37.2°C.

e En el mes de julio la estacion de Los Naranjos super6 en 2 ocasiones el récord historico
de 28°C (1997). Siendo el nuevo récord de 28.4 registrado el 20 de julio.

La temperatura méxima absoluta registrada en el afio fue de 41.7°C registrada en la estacion San

Miguel el 30 de marzo.

La temperatura maxima promedio diaria mas alta a nivel nacional fue de 35.7°C que se registro el

31 de marzo; por lo que se puede decir que fue el dia mas calido del afio 2021.

La estacion Puente Cuscatlan a lo largo del afio fue donde se tuvo registro de temperatura maxima
mas alto a nivel nacional en mas ocasiones (103 veces — 28.1% de los dias del afio), por lo que
se puede considerar el punto mas calido del territorio en 2021. Estacion en la cual se tiene una

temperatura promedio anual de 35.9°C en 2021.

Grafico 3: Porcentaje de registro de temperatura diaria mas alta en 2021

Porcentaje de veces en que una estacion registro la
temperatura mas alta a nivel nacional en 2021.
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Temperatura minima

El mapa muestra la temperatura minima promedio anual en El Salvador durante 2021, donde se
observa que el rango de temperaturas minimas es entre 8 y 10°C, son los valores mas bajos y se
concentran en zonas de mayor altitud del pais, en las cordilleras Apaneca-llamatepec y la cordillera

Alotepeque- Metapan. En el resto del territorio las temperaturas rondan entre 20 y 22°C.

Figura 3: Temperatura minima promedio anual 2021

Temperatura minima promedio anual 2021
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Las anomalias de temperatura minima promedio muestran un predominio de anomalias positivas
en la zona costera y el occidente del territorio con maximos cercanos a los -1.5 °C, zonas puntuales
en el centro — occidente del territorio y zona norte con maximos en anomalia negativa entre -0.1y
-1.7°C

Figura 4: Anomalia de temperatura minima promedio anual 2021
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Tabla 4: Temperatura minima promedio anual 2021 por estacion.

ANUAL

Estacion — Dia 2021 Normal Anomalia
A-15 Guija 20.9 20.1 0.8
A-18 Finca los Andes 12.8 13.4 0.6
A-27 Candelaria la Frontera | 20.2 19.5 0.7
A-31 Planes de Montecristo | 13.0 12.3 0.7
A-37 Santa Ana -UNICAES | 19.6 18.4 1.2
B-01 Chorrera el Guayabo 22.4 21.5 0.9
B-06 Sensuntepeque 18.6 18.3 0.3
B-10 Cerron Grande 20.9 20.7 0.2
C-09 Cojutepeque 19.4 16.7 0.5
G-03 Nueva Concepcion 21.3 13.7 0.6
G-04 La Palma 16.9 18.9 0.2
G-13 Las Pilas 12.5 23.5 -1.3
H-08 Ahuachapan SM 18.5 18.9 -0.4
H-14 La Hachadura 245 23.5 0.6
L-04 San Andrés 17.0 18.7 -1.7
L-27 Chintuipan 21.2 20.4 0.8
M- 24 San Miguel UES 224 21.2 1.2
N -02 La Union / CPI 234 23.2 0.2
S-10 Aeropuerto llopango 20.3 18.9 1.4
T-06 Acajutla, Puerto Nuevo | 24.6 23.4 1.2
T-24 Los Naranjos 13.9 13.1 0.8
U-06 Santiago de Maria 19.0 18.5 0.4
V-09 Puente Cuscatlan 211 213 0.2
Z-02 San Fréncico Gotera 214 21.8 -0.4
Z-03 Perquin 17.5 17.5 0.0

PROM 19.3 19.0 0.3
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A nivel de estaciones como se observa en la tabla se tiene que 6 de las 25 estaciones
climatoldgicas tuvieron una temperatura minima anual mas baja de lo normal (serie 1981-2010),
es decir con anomalia negativa anual en temperatura minima, en el rango de 0.2 a 1.7 las cuales
son: Finca Los Andes, Las Pilas, Ahuachapan, San Andrés, Puente Cuscatlan y San Francisco
Gotera, el resto de las estaciones presentan anomalias positivas en la temperatura minima anual
entre 0y 1.4°C.

Grafico 4: Registro de temperatura minima diaria més baja de 2021

Porcentaje de veces en que una estacion registro la
temperatura mas baja a nivel nacional en 2021.
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Con el registro de temperatura minima a lo largo del afio 2021 se tienen los siguientes hallazgos:

o No se registraron récords de temperatura minima.

e La temperatura minima absoluta registrada en el afio fue de 4°C en la estacion Los
Naranjos el 15 de febrero

e La temperatura minima promedio diaria més baja a nivel nacional fue de 14.2°C, que se
registré el 4 de febrero, por lo que se puede decir que fue la noche mas fresca del afio
2021.

e Laestacion Las Pilas a lo largo del afio fue donde se tubo registro de temperatura minima
mas bajo a nivel nacional en mas ocasiones (138 veces — 37.7% de los dias del afio); por
lo que se puede considerar uno de los puntos mas frescos del territorio en 2021, estacion
en la cual se tiene una temperatura promedio anual de 12.5°C en 2021. (22)
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MITIGACION DE LOS EFECTOS DEL CAMBIO CLIMATICO

El territorio salvadorefio se encuentra ocupado por un 7% de cultivo de café segun datos de 2020.
En El Salvador se busca mantener el cultivo de una forma tradicional para no afectar al medio
ambiente evitando la deforestacion. Los cafetales sirven como area de mitigacion para los bosques
primarios, porque si desaparecieran los cafetales, los bosques corren peligro de desaparecer uno
de los servicios mas importantes que ofrecen es proteger el suelo de la erosion y asi estar

preservando las vertientes principales de las cuencas de agua.

Segun los informes de la Fundacién Salvadorefia para Investigaciones del Café (PROCAFE), los
mantos acuiferos son enriquecidos con 715 m3de agua, conservandose el 70%, esto significa que

cada hora, el bosque cafetalero aporta 500.5 m3de agua.

Por lo tanto, debido a la importancia en la escasez de agua que se ha venido pronunciando en las
ultimas décadas, la conservacion de estos bosques es de vital importancia para la calidad de vida

de los salvadorefios.

Fuente de energia e ingresos.

La cosecha de café tiene otros beneficios econdmicos entre los productores y las personas
empleadas en el area, tales como recurso energético para la combustién por medio de las
cascarillas del café pergamino, la poda de los arboles y diversificacion de otros cultivos, frutas,
vegetales, y arboles maderables, lo que ayuda proteger a productores contra fluctuaciones en el

mercado.

Captura de carbono.

En El Salvador, los cafetales mantienen una reserva de 32.2 millones de toneladas de carbono.

Lo que hace una fijacion de 13,178 toneladas de biéxido de carbono por dia (3).
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MOHOS PRODUCTORES DE “OCRATOXINA A”

ASPERGILLUS

Aspergillus spp. es un hongo filamentoso saprofito, perteneciente al filo Ascomycota y puede tener

reproduccion sexual y asexual.

Existen aproximadamente 180 especies de Aspergillus, pero solamente unas 40 causan infeccion
en humanos y animales. El Aspergillus fumigatus es la causa mas frecuente de infeccion por

Aspergillus en humanos.

Las especies se diferencian en tamafio, tiempo de crecimiento, textura y color de la colonia a nivel

macro; a nivel microscdpico se diferencian por sus estructuras y tipo de reproduccion.

Aspergillus es de los principales mohos productores de micotoxinas, estas son metabolitos
secundarios producidos y liberados por el moho durante el proceso de degradacién de la materia

organica, como un mecanismo de defensa ante a otros microorganismos.

El Aspergillus se considera un microorganismo ubicuo, el cual puede encontrarse en cualquier
ecosistema presente, como materia organica en descomposicion, alimentos como los granos,

cereales y frutos; pero sus hospederos son humanos, bovinos, equinos, aves y cetaceos.

La manera en que el aspergillus se mueve en el ambiente es por medio de sus conidios (esporas)
que se dispersan con el aire en forma de bioaerosoles, pudiendo resistir temperaturas altas de

70°C ya que son termotolerantes, pudiendo vivir entre los 12 a 57°C.

Se transmite principalmente por medio de los conidios que se encuentran presentes en el ambiente
de trabajo entrando al organismo por via respiratoria. También ocurre por medio de heridas o
mucosas, donde algunos producen efectos toxicos por ingerir alimentos con la presencia de estos

mohos.
Efectos sobre la salud

Causa infecciones locales y superficiales como las micosis (otomicosis, onicomicosis, queratitis) y
el aspergiloma o bola fungica que se desarrolla en una cavidad como en una lesién pulmonar,
producida por una enfermedad pulmonar previa 0 en un seno nasal y aspergilosis pulmonar

cronica.
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En individuos con el sistema inmune comprometido, pueden causar infecciones invasivas, como

la aspergilosis invasiva diseminada, afectando al pulmén y pudiéndose expandir a otros érganos.
Efectos toxicos

Los efectos toxicos se relacionan con intoxicaciones alimentarias, como consecuencia de ingerir
alimentos contaminados con micotoxinas y metabolitos extracelulares como las aflatoxinas
producidas por A. flavus y A. parasiticus se han relacionado con efectos hepatotoxicos e
inmunotoxicos y la ocratoxina producida por A. ochraceus y A. niger estan relacionadas con

efectos nefrotdxicos.

Los efectos cancerigenos segun International Agency for Research On Cancer — IARC mencionan
que A. flavus produce las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 que estan clasificadas en el grupo 1 de
cancerigenos del IARC (carcindgeno para el ser humano), pudiendo causar cancer hepatico en
humanos. También la aflatoxina M1 que esta clasificada en el grupo 2B de cancerigenos del IARC

(posiblemente carcindgeno para el ser humano).

Los efectos cancerigenos son principalmente por via digestiva debido a la ingesta de micotoxinas,
ya que no estan suficientemente demostrados por via respiratoria o dérmica por eso el principal

riesgo es la inhalacion de bioaerosoles.

Las formas mas peligrosas de contagio son de origen biolégico como: esputo, tejidos procedentes
de biopsias, aspirados traqueales o procedentes de broncoscopias y sangre. También muestras
procedentes de suelo o productos contaminados como: cereales, frutos secos, heno, cultivos del

hongo, etc.

Tabla 5: Efectos a la salud del Aspergillus spp.

AGENTE SUSTANCIA CLASIFICACION CARCINOGENICIDAD
BIOLOGICO CARCINOGENA IARC
A. Flavus. Aflatoxinas B1, B2, Grupo 1 Cancerigeno para el ser
G1Y G2. humano.
Aflatoxinas M1 Grupo 2B Posible cancerigeno para el
ser humano.
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Tabla 6: Efectos a la salud del Aspergillus spp.

AGENTE BIOLOGICO SUSTANCIA TOXICA EFECTO TOXICO
A. Clavatus Patulina Trastornos
gastrointestinales.
A. Flavus , A. Paraciticus Aflatoxina Hepatotdxico, Inmunotdxico.
A. Ochraceus , A. Niger Ocratoxina A Nefrotoxico
A. Terreus. Citrinina Nefrotdxico
A. Vesicolor. Esterigmatocistina Hepatotoxico
PENICILLIUM.

Penicillium es un hongo filamentoso hialino, sapréfito perteneciente al filo Ascomycota.

Macroscdpicamente las colonias son normalmente de crecimiento rapido; al principio de color
blanco y con el tiempo adquieren color azul, azul verdoso, verde, gris oliva o tonos rosados, con
reverso amarillo cremoso. La textura puede ser plana, filamentosa, aterciopelada o algodonosa

dependiendo de la especie; ademéas puede presentar gotas de exudado.

Microscopicamente presenta hifas hialinas septadas. Los conidi6foros tienen ramas secundarias,
denominadas métulas. Estas son de forma cilindrica, con paredes lisas y portan de 3 a 6 fialides
en forma de matraz; de las cuales surgen largas cadenas sin ramificar de esporas o conidios

formando el penacho o pincel caracteristico del género.
Reservorio

Suelo, vegetales (madera, paja), compost, alimentos (fruta, zumos, cereales, frutos secos,
hortalizas, carne, leche, quesos, embutidos) y fémites (papel, pintura, paneles de yeso, gomas,
fibra de vidrio e incluso gasoil).

Supervivencia ambiental
Ubiquista, se encuentra en el ambiente colonizando distintos sustratos.

Su temperatura dptima de crecimiento es de 20-30°C, aunque dependiendo de la especie puede
crecer en el intervalo de 5-37 °C, produciendo la alteracion de alimentos en refrigeracion; también
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tolera grandes variaciones de pH entre 3.5-10, aunque crece mejor y mas rapido a pH cercano a
4,

Sus esporas se encuentran en forma de bioaerosol en el aire, con una concentracion ambiental
mas o0 menos estable a lo largo del afio, aunque se dan concentraciones pico en invierno y

primavera.

Es un contaminante habitual en los edificios formando parte del polvo; principalmente en los
edificios humedos y mohosos donde deteriora diferentes materiales de construccion o decoracion
(aglomerados de madera, papel de decoracion, gomas o sellos aislantes de puertas y ventanas,
material de aislamiento del sistema de ventilacion y climatizacion, etc.). Ademas, es uno de los
principales productores de micotoxinas y de compuestos organicos volatiles de origen microbiano

(COVM), como alcoholes, cetonas, hidrocarburos, etc.
Mecanismo de propagacion y transmision

La transmision se produce por la inhalacion de bioaerosoles que contienen las esporas y por la
contaminacion de heridas o la inoculacion accidental, mediante el contacto y cortes o pinchazos

con herramientas o elementos contaminados (ramas, pajas).

La inhalacién de las esporas y de los COVM presentes en los ambientes laborales y en los edificios

produce, principalmente, procesos de irritacion, sensibilizacién y alergia.

La ingesta de alimentos contaminados puede provocar intoxicaciones.

Efectos a la salud
Infeccion

Patdgeno oportunista que causa infecciones respiratorias e infecciones locales o superficiales
como neumonias, queratitis, endoftalmitis, otomicosis, endocarditis, esofagitis e infecciones

cutaneas y de heridas quirdrgicas.
Efectos toxicos

Los efectos toxicos estan relacionados, principalmente, con intoxicaciones alimentarias, como
consecuencia de la ingesta de alimentos contaminados con micotoxinas. La relacién entre la
aparicion de estos efectos y la exposicion por via respiratoria 0 dérmica no esta bien estudiada en

la actualidad; aunque la exposicidn por via respiratoria a elevadas cantidades de polvo organico,
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en el que puede haber diferentes hongos, entre ellos Penicillium, se ha relacionado con el

sindrome tdxico por polvo organico.

Tabla 7: Efecto téxico de micotoxinas.

AGENTE BIOLOGICO SUSTANCIA TOXICA | EFECTO TOXICO
P. griseofulvum, P.expansum. Patulina Neurotoxico
P. citrinum, P.expansum, P.verrucosum | Citrinina Nefrotoxico

P.verrucosum Ocratoxina A Nefrotoxico
P.citreonigum, P.citreoviride Citreoviridina Enfermedad del arroz
amarillo (beri,beri
cardiaco agudo)
P.frequentans Citromicetina Hepatotdxico
P.crustosum, P.griseofulvum, | Toxinas tremorgenicas | Neurotoxico
P.roqueforti, P.puberrelum,
P.chrysogemun.
Tabla 8: Efectos cancerigenos (International Agency for Research On Cancer - IARC)
AGENTE BIOLOGICO SUSTANCIA CLASIFICACION | CARCINOGENICIDAD
CARCINOGENA | IARC
P.griseofulvum,P.expansum. | Patulina Grupo 3 No puede ser
clasificada respecto a
su  carcinogenicidad
para el ser humano.
P.citrinun,P.expansum Citrinina Grupo 3 No puede ser
,P.verrucosum. clasificada respecto a
su  carcinogenicidad
para el ser humano.
P.verrucosum. Ocratoxina A Grupo 2B Posiblemente
carcinogénico para el
ser humano.
P.griseofulvum. Griseofulvina Grupo 2B Posiblemente
carcinogénico para el
ser humano.
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Los efectos cancerigenos ocurren principalmente por via digestiva, ya que no estan

suficientemente demostrados por via respiratoria o dérmica (15).

OCRATOXINA A

La ocratoxina A (OTA) es un metabolito fungico toxico clasificado por el Centro Internacional de
Investigaciones sobre el Cancer (CIIC) como posible carcindgeno humano (grupo 2B). EI JECFA

establecio una ISTP de 100 ug/kg de peso corporal para OTA.

Unas cuantas especies de hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium producen OTA. En el
café sélo la producen algunas especies de Aspergillus, especificamente A. ochraceus y especies

afines (A. westerdijkiae y A. steynii), A. niger y especies afines, y A. carbonarius.

La OTA se produce cuando estan presentes las condiciones de actividad del agua, nutricién y

temperatura necesarias para el crecimiento y la biosintesis.

EFECTOS TOXICOS DE LA OCRATOXINA A

Los mohos producen metabolitos secundarios a partir de diversos parametros. El desarrollo, esta

influenciado por elementos nutricionales y ambientales principalmente.

Una sola especie puede generar una gran variedad de metabolitos secundarios bajo condiciones
de estrés. De los principales factores influyentes puede considerarse la temperatura, que influye
grandemente en el crecimiento y actividad de distintas cepas; como en el Fusarium que abunda

mas en climas frios; el Aspergillus en los tropicos y el Penicillium en zonas templadas.

El riesgo de las micotoxinas asociadas a los alimentos es que afectan a los consumidores
generando deterioro a largo plazo de su salud. Las entidades u organizaciones encargadas de la
seguridad alimentaria, preparan planes para minimizar los dafios o riesgos presentes en alimentos

mas susceptibles para las toxinas, como cereales y frutos secos.

La baja aw favorece la conservacion de la toxina cuando las condiciones del cultivo no son las
idéneas; pues, los mohos sintetizan las toxinas que al ser ingeridas por el consumidor, producen

micotoxicosis.
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La cantidad de toxina ingerida, asi como las condiciones de salud de cada individuo, determinan
los problemas que pueda presentar al consumir estos alimentos contaminados, que tienen

propiedades nefrotoxicas, cancerigenas, entre otros (23).

NORMATIVAS Y REGLAMENTOS QUE REGULAN EL CAFE EN EL SALVADOR

Actualmente en El Salvador los normativos y reglamentos no definen limites méaximos permisibles
de Ocratoxina A, tanto para café tostado, café molido y café soluble, tal como se detalla en la tabla

n°9.

Tabla 9: Normativas y Reglamentos Nacionales e Internacionales que regulan el café en El

Salvador.

Normativos que regulan el café y su contenido de OTA.

Nombre Identificacion Informacion
Relacionada.
Estandares de calidad para el café de | NSO 67.31.01:03. | -

comercializacién nacional e

internacional.

Estandares de calidad café tostado en | NSO 67.31.02:04 Mohos y levaduras.
grano y café tostado y molido

Estandares de calidad café soluble NSO 67.31.03:04 Mohos y levaduras.
instantaneo. OTA/ AOAC

Café. Café Verde (café oro). Requisitos | RTS 67.08.01:18 Hongos

de calidad.

Norma general para los contaminantes | Codex Alimentarius Refiere a cddigo de
y las toxinas presentes en los FAO / OMS practicas.

alimentos y piensos.

Caodigo de préacticas / Prevencion y Cadigo de practicas. | Informacién OTA.
reduccidn de la contaminacion del café | Organizacion

por la Ocratoxina A. Internacional de café.
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NOTA: De acuerdo a la revision realizada a la normativa salvadorefia sobre el café, no se
encontraron articulos relacionados que establezcan parametros o limites de trazas de OTA en

granos de café oro (Green Coffee).

Existen algunos beneficios de café en El Salvador que aplican normativos internacionales como
los sefialados en la tabla 9, que sugieren a nivel mundial los limites méaximos permisibles de OTA,

en granos de café grano oro (Green Coffee).

Normativos y Reglamentos Internacionales aplicados al café en El Salvador.

Tabla 10: REGLAMENTO (CE) No 1881/2006 DE LA COMISION de 19 de diciembre de 2006 por

el que se fija el contenido méximo de determinados contaminantes en los productos alimenticios.

Ocratoxina A

Producto Alimenticio Contenido maximo (ug/kg)

Café tostado en grano y café tostado molido, excluido el | 5.0

café soluble

Café soluble (café instantaneo) 10.0

Caféverde | e
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METODOS MICROBIOLOGICOS PARA EL ESTUDIO DE MOHOS

Para realizar de forma adecuada la purificacion e identificacion de muestras de mohos
provenientes de café grano oro (Green Coffee) se han utilizado a lo largo de la pasantia de
investigacion diversos métodos y técnicas con la finalidad del resguardo, desarrollo, identificacion

y purificacion de las muestras estudiadas.

Dentro de las principales técnicas utilizadas se resaltan la elaboracion de medios de cultivo los
cuales brindan un desarrollo 6ptimo de las cepas analizadas, gracias al contenido los nutrientes
necesarios para que las muestras puedan desarrollarse sin problema y poder realizar
descripciones de tipo macro y microscopicas. Asi mismo para determinar si existe produccion de
toxinas el ACC es de gran utilidad ya que para permite observar la presencia de fluorescencia en
distintos colores dependiendo del tipo de toxinas evaluadas al exponerse en una camara de luz

ultravioleta.

El desarrollo de las técnicas durante la pasantia de investigacion fue de gran utilidad para lograr
corroborar datos obtenidos de cada muestra, pudiendo acreditar la veracidad de los analisis
obtenidos, con el fin de llegar a un resultado que permita identificar especies de mohos productores
de toxinas basado en su identificacién morfoldgica mediante el uso de claves dicotémicas, con el

fin de explorar si las cepas resultantes estan relacionadas a los efectos del cambio climatico.
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MARCHA ANALITICA PARA LA ELABORACION DE CRIOVIALES.

Preparacion de Materiales:

El primer paso para la elaboracion de crioviales es preparar los materiales que se utilizaran en el
proceso, para comenzar se preparara el papel filtro cortando rectangulos de tamafio adecuado

para ser depositados dentro de los tubos eppendorf.
Esterilizacion:

Para lograr una correcta esterilizacion los materiales deben ser depositados dentro de recipientes

adecuados, cubrir con papel de aluminio y colocar cinta indicadora de esterilidad.
El proceso debera realizarse mediante esterilizacion humeda.
Inoculacion:

Una vez se tenga la seguridad de que los materiales se esterilizaron adecuadamente, usando las
pinzas colocar sobre la placa con medio una tira de papel posteriormente tomar la muestra y

realizar el procedimiento de inoculacion.

e Para tener certeza que el procedimiento se realizé correctamente colocar un control

ambiental a la hora de inocular.
Evaluacion de Crecimiento:

Luego de esperar un aproximado de 5 dias evaluar el desarrollo de la colonia inoculada, de ser

dptimo se procedera a la preparacion del criovial utilizando los tubos eppendortf.
Preparacion de Crioviales:

Por ultimo, utilizando cdmara de flujo laminar podra realizarse el montaje del criovial, utilizando
pinza, retirar la tira de papel filtro cubierta con la muestra y colocarla dentro del tubo eppendorf,

colocar solucion esteéril, rotular crioviales y resguardarlo en cepario.
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Diagrama 1: Marcha analitica para la elaboracién de Crioviales

MARCHA ANALITICA PARA LA ELABORACION DE CRIOVIALES.

Preparacion de Esterilizacion Inoculacion.
materiales. humeda

Preparacion del
criovial.

Evaluacion de
crecimiento.
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TECNICAS DE ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Procedimiento:
e Descripcion general para la elaboracion de medios de cultivo.
Calculo de materiales:

Segun las especificaciones de cada medio de cultivo, se realiza el calculo matematico (Factoreo)
para la cantidad de placas requeridas, para determinar la cantidad de producto a utilizar es

necesario conocer el numero de placas a realizar y la capacidad de estas.

e Para ACC: El medio crema de coco no suele encontrarse disponible en presentacion
comercial, para la realizacién de este medio debera de trabajarse el céalculo para
materiales por separado crema de coco, Agar-Agar y agua destilada, se recomienda

usar crema de coco en una concentracion del 50% (5) (6).
Pesaje:

Después de realizar el calculo de materiales se procedera al pesaje de estos, para tal fin se utilizara
balanza analitica y recipiente adecuado de capacidad Optima para realizar la medicién completa

en un solo pesaje.

e Para ACC: Para fines de pesaje se procedera a realizarse por separado tanto para

Crema de Coco y Agar-Agar.
Incorporacion de agua destilada:

Utilizando un frasco para dilucién se procedera a depositar en su interior la cantidad de medio de
cultivo pesado para posteriormente incorporarle la cantidad de agua destilada requerida, antes de
incorporar el agua deberéa tenerse el cuidado de verificar que esta posea las caracteristicas de
calidad necesarias para este fin.

e Para ACC: La Crema de Coco al poseer estado viscoso puede crear problemas para
calcular la cantidad de agua destilada requerida, por esto después de agregar Crema
de Coco y Agar-Agar se debera de complementar con agua destilada hasta conseguir
la cantidad suficiente para la incorporacion completa de soluto en el solvente,

posteriormente homogenizar y calentar.
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Calentamiento:

Utilizando un hotplate se procede a calentar el medio hasta llegar a ebullicion, teniendo especial

cuidado que el medio no reaccione de forma violenta y se derrame.

Esterilizacion:

Para este fin se realizara mediante el uso de autoclave para esterilizacion himeda, antes de
introducir el recipiente que contiene el medio de cultivo habra que colocarse un indicador para

esterilidad.

Climatizacion y calentamiento, segundo calentamiento:

Luego de comprobar que la esterilizacion del medio fue exitosa, se procedera a esperar que el

medio baje su temperatura

Si después de realizada la esterilizacion las circunstancias no permiten realizar el plaqueo, se

podra dejar el medio de cultivo hasta el dia siguiente dentro de autoclave sin manipular este.

Cultivo (Plaqueo):

Al tener el medio de cultivo preparado y estando a temperatura adecuada, puede procederse a
realizar el cultivo, para la realizacidn de esta técnica se debera de realizar dentro de una cdmara
de flujo laminar previamente preparada para este fin, al comenzar el cultivo se debera colocar
control ambiental, el cultivo puede realizarse para un calculo exacto mediante pipetas, asi también

utilizar placas Petri en estado estéril.

Refrigeracion:

Al terminar el plaqueo se hace la identificacion de las placas procesadas, para este fin puede
guardarse las placas procesadas en bolsas plasticas agrupadas en paquetes de 10 placas por
bolsa, luego de empacadas se debe sellar con cinta adhesiva y sobre esta colocar la fecha de
procesamiento y el nombre del medio de cultivo perteneciente, por ultimo, se resguardan los
paquetes de placas en una camara refrigerante (refrigerador).
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Diagrama 2: Marcha analitica para la elaboracién de medios de cultivo.

MARCHA ANALITICA PARA LA ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO.
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Diagrama 2.1: Marcha analitica para la elaboracién de medios de cultivo (ACC).

MARCHA ANALITICA PARA LA ELABORACION DE MEDIO DE CULTIVO AGAR CREMA DE COCO (ACC).

Calculo de Pesaje Incorporacion de .
i Calentamiento. ilizacis
materiales - — agua destilada. — — Esterilizacidn
& B \ hameda.
|2 o = =)
= ] !

Crema de coco.

Climatizacion y
calentamiento.

m:
Lienado de placas Petri con s d_

medio de cultivo en

. . camara de flujo laminar.
Refrigeracion. I

46



MARCHA ANALITICA PARA LA PURIFICACION DE MUESTRAS DE CAFE GRANO ORO
(GREEN COFFEE).

Procedimiento:

Utilizar guantes, mascarilla, redecilla y gabacha para este procedimiento.

Limpieza, higienizacion y esterilizacion en camara de flujo laminar.

Rotular placas para identificacion de cepa a inocular.

Colocar controles ambientales.

Una vez ya encendido el incinerador, proceder a esterilizar el asa en punta.

Tomar una placa con medio y el criovial.

Desenroscar el criovial e introducir el asa en punta y tocarlo una sola vez. Abrir la placa
con el medio y hacer una sola puncioén.

Al finalizar las inoculaciones, ya pueden ser resguardadas en un desecador a temperatura
ambiente y esperar su crecimiento de 3 a 5 dias.

Describir el crecimiento observado y realizar la identificacion mediante claves dicotomicas.
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Diagrama 3: Marcha analitica para la purificacién de muestras de café grano oro (Green Coffee)

MARCHA ANALITICA PARA LA PURIFICACION DE MUESTRAS
DE CAFE GRANO ORO (GREEN COFFEE)
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TECNICA DE TOMA DE MUESTRA MEDIANTE EL USO DE CINTA ADHESIVA Y TINCION CON
AZUL DE LACTOFENOL

Procedimiento:

o Utilizar guantes, mascarilla, redecilla y gabacha para este procedimiento.

e Limpieza e higienizacion del area donde se va a trabajar.

e Encender mechero haciendo una combustion completa.

e Paralatoma de la muestra colocar una gota de azul de lactofenol en el portaobjetos.

e Tomar un trozo pequefio de cinta adhesiva y con el dedo pulgar e indice de la mano y
doblarlo de manera que el lado que contiene el pegamento quede expuesto hacia afuera
y los dedos unidos.

e Abrirla placa con la colonia a muestrear.

e Tocar con la cinta adhesiva un extremo de la colonia para que esta se adhiera y poder
obtener la muestra.

e Tomar el portaobjetos y colocar la cinta adhesiva con la muestra en azul de lactofenol.
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Diagrama 4: Técnica de toma de muestra con cinta adhesiva
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TECNICA DE VISUALIZACION DE FLUORESCENCIA EMITIDA POR PLACAS AGAR CREMA
DE COCO (ACC)

Procedimiento:

Inoculacion: Mediante el uso de la camara de flujo laminar realizar la inoculacién de cepas en

ACC mediante la técnica de puncidn unica.

Almacenamiento: Resguardar las placas inoculadas cubriéndolas en papel aluminio y

almacenarlas a temperatura ambiente dentro de un desecador.

Evaluacién de crecimiento: Luego de 3 a 7 dias de realizar la inoculacion, si se percibe desarrollo

dptimo de la colonia podra realizarse la lectura.

Determinacion de fluorescencia: Colocar las placas dentro de la cdmara de luz ultravioleta y

seleccionar la longitud de onda larga.

Evaluacion de fluorescencia. Determinar si existe fluorescencia significativa en la colonia y el
color que presenta, este podria tornarse azul pastel en forma de anillo alrededor de la colonia para
el caso de A. Flavus, color blanco azulado para el caso de A. Paraciticus, verde amarillento en

forma de halo alrededor de la colonia para el caso de citrinina y azul verdoso para el caso de OTA.
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Diagrama 5: Marcha analitica para la determinacién de fluorescencia en medio de cultivo Agar Crema de Coco (ACC)

MARCHA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE FLUORECENCIA EN MEDIO DE CULTIVO AGAR CREMA DE COCO (ACC).
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TECNICA DE IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE MOHOS A TRAVES DE CLAVES
DICOTOMICAS.

La técnica se basa en un método de identificacion por comparacién de las estructuras macro y
microscopicas que forman los mohos en su crecimiento, forma de micelio vegetativo, apariencia
segun su forma de micelio, superficie, color y pigmento; como también a nivel microscépico,
pigmentacion, tipo de hifas segun su tamafio, tipo de reproduccion, cuerpos fructiferos, tipo de
hifas y forma de sus conidios; hasta determinar con precision la identificacion que debe
confirmarse verificando que los caracteres principales del género o especie que se esta

considerando son verdaderamente compatibles con el moho aislado.

Figura 6: Representacion de clave dicotomica segun St Germain.

Levaduras y organismos levaduriformes
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TECNICA DE TRATAMIENTO Y DISPOSICION FINAL DE MUESTRAS UTILIZADAS.

Recoleccion de muestras: una vez finalizado el procesamiento resguardar las muestras,

colocarles su identificacion correspondiente y colocarlas dentro de un desecador.

Empaquetado: para disponer las muestras deberan de colocarse las placas de Petri ya sea
plasticas o de vidrio dentro de una bolsa y asegurarse de serrarla bien, posteriormente colocar

indicador de esterilidad.

Esterilizacion Hameda: colocar las muestras empaquetadas dentro del autoclave, teniendo

especial cuidado en que el indicador de esterilidad ha sido colocado correctamente.

Disposicion de residuos sélidos: si el proceso de esterilizacion fue realizado con éxito logrando
se marcase el indicador de esterilidad completamente no habra peligro de contaminacion, de esta

manera puede depositarse directamente en el contenedor para desechos sélidos adecuado.

e En el caso que el indicador de esterilidad no se marcara completamente podra
considerarse si es necesario repetir una vez mas el proceso de empaquetado y
esterilizacion.

e En el caso que el procedimiento se realizara en placas Petri de vidrio estas pueden

reutilizarse haciendo su limpieza y desinfeccion después de la esterilizacion.
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Diagrama 6: Marcha analitica para el tratamiento de muestras utilizadas en el proceso de purificacion de cepas.

MARCHA ANALITICA PARA EL TRATAMIENTO DE MUESTRAS UTILIZADAS EN EL PROCESO DE PURIFICACION DE SEPAS.

Recoleccion de muestras. Empaquetado. Esterilizacion Himeda. Disposicion de residuos
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MOHOS IDENTIFICADOS DE MUESTRAS EN CAFE ORO (GREEN COFFEE).

Aspergillus: El Aspergillus, seccidn Flavi, ha sido el moho identificado con mas frecuencia en las
19 cepas seleccionadas para la investigacion; las especies mas frecuentes han sido, el Aspergillus

flavus 'y Aspergillus fumigatus, presentados a continuacion:

Aspergillus flavus:

La apariencia de la colonia macroscopicamente es micelio pulvurulento, de color verde amarillento

en la parte del anverso y al reverso un amarillo palido, y de rapido crecimiento.
Apariencia microscopica:

De micelio septado e hialino, las cabezas aspergilares son bastante pronunciadas, con conidios
reproducidos en masa que se van dividiendo en columnas en cadena que se van madurando; el
pie celular o conidioforo tiene paredes rugosas, especialmente cerca de la vesicula, con fialides
uniseriadas y biseriadas, de conidios redondos con paredes asperas en cadena; en algunos casos

se presenta una esclerocia marrdn en ciertos aislamientos.

El Aspergillus flavus, se caracteriza de otras especies de Aspergillus por sus brillantes columnas

de color verde amarillo y sus paredes comunmente asperas de la pared del conidiéforo.

A. flavus se distingue de otras especies de Aspergillus
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(m) (n) ()

Figura: colonias de Aspergillus flavus en agar Czapek (a, b, c, e,) PDA, (d, g, h, i, ) y agar DRB (f,

k, I, m, n, ).

Aspergillus Fumigatus:

Microorganismo termotolerante, aislado principalmente del compost, del suelo o de material
vegetal, ya que es uno de los microorganismos comunmente encontrado en la naturaleza,

creciendo en habitats calidos.

Su forma macroscépica es un poco lanoso a pulvurulento, puede ser de color azul verdoso a verde
gris en su anverso Yy reverso palido a amarillento y de crecimiento répido. Su forma microscépica
es de micelio cenocitico 0 no septado, hialino, de cabeza aspergilar cubierta con dos tercios de
fialides uniseriadas, conidios producidos en masa, reconocido por ser de conidios de paredes

rugosas y de color verde.
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Figura: colonias de Aspergillus fumigatus en agar Czapek.

Penicillium

Normalmente no es un agente patdgeno, a excepcion de Penicillium marnefei. EI Penicillium,
predomina en climas templados, y de las aproximadamente 150 especies identificadas, algunas

son productoras de toxinas.

La forma de micelio es aterciopelado a pulvurulento, de color azul verdoso, verde grisaceo, blanco,
amarillo o rosa en su parte anversa y al reverso amarillento palido, y en ocasiones marron de

crecimiento rapido.

Microscopicamente es de micelio septado, hialino, pie celular cubierto de dos tercios de fialides
uniseriadas en ella, agrupadas en cimulos en forma de pincel en los extremos del conidioforo; de
conidios unicelulares, redondos u ovoides, aveces pigmentados y de paredes asperas o lisas

producidas en cadena.

Normalmente el Penicillium se distingue por sus colonias con frecuencia verdosas y su ramificacion
monoverticilata, biverticilata o terverticilata, diferenciado del Paecilomyces que sus fialides son

mas alargadas.
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Figuras: colonia de Penicillium en agar Czapek (a), PDA (b, ¢c) DRB (d, e, f, g, h, i, m, n, i) y ACC
para determinacion de fluorescencia por posible produccion de toxinas (j, k, 1). En () conidios de

Penicillium.
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Acremonium:

El Acremonium se encuentra en el suelo o escombros de las plantas. De apariencia macroscdpica
de crecimiento moderadamente rapido, forma de micelio pulvurulento a aterciopelado, de color

blanquecino, amarillento o rosa palido en el anverso y reverso palido o grisaceo a oliva.

Forma de micelio microscdpico hialino y septado, con fialides erectos, alargados y estrechos de la
punta, normalmente con tabique en la base y collarete en el apice, con conidios ovoides
unicelulares (rara vez bicelulares), acumulados en masas viscosas en el apice de las fialides y en

cadenas.

Es importante evitar confundir el Acremonium del Fusarium, ya que la forma de sus fialides y

conidios son en cierta medida similares.

(d) (e) ()

Figuras: Crecimiento de colonias de Acremonium en agar CZ (a, d), PDA (b, e) y DRB (c, f).
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Fusarium

El fusarium es una especie de moho de crecimiento rapido, de micelio algodonoso o lanoso, puede
ser de color blanco, amarillo, rosa, purpura o marrén palido al anverso con reverso palido, rojo,
violeta, marrén o en ocasiones azulado. Microscopicamente es septado, hialino, reconocido por
sus fialides largas o poco cortas, cilindricas, simples o ramificadas con un collarete poco o0 nada
perceptible en el &pice. Conidios unicelulares y en ocasiones bi-celulares, ovoides o elipsoidales
en cadenas, algunos son curvados e incluso multicelulares con una célula pie en su base; con

algunas clamidosporas.

(d) (e) ()

Figuras: Colonias de Fusarium inoculadas en PDA (a, b) y DRB (b, c, d, e, f).

62



RESULTADOS PURIFICACION DE CEPAS DE MOHOS PROVENIENTES DE CAFE GRANO
ORO (GREEN COFFEE) 2022

El total de muestras pertenecientes a la investigacion principal es de 52 cepas resguardadas
mediante crioviales, de los cuales el total de muestras utilizado para fines de analisis
pertenecientes a pasantia de investigacion fueron 19 cepas que conforman el 36.53% del total

general y lo que para fines de pasantia representaria el 100% de muestras estudiadas.

Los resultados fueron determinados por medio de caracteristicas macros y microscopicas, se
utilizaron 4 medios de cultivo selectivos, realizando inoculaciones por triplicado para la
identificacion de mohos, como PDA, CZ, SBR, DRB; y para la determinacién de fluorescencia se

realizaron inoculaciones en medio ACC; pudiendo asi determinar su potencial toxigénico.

TABLA 11: Resultados obtenidos de cepas analizadas en laboratorio.

N° | CODIGO DE CEPA (MOHO) | GENERO

1 PEN 1 No recuperado

2 PEN 1* No recuperado

3 PEN 2 Aspergillus Flavus
4 PEN 2* Aspergillus Flavus
5 PEN 3 No recuperado

6 PEN 3* Fusarium

7 PEN 4 No recuperado

8 PEN 4* Acremonium

9 PEN 2/14 Aspergillus Fumigatus
10 | PEN 2/14Y Aspergillus Flavus
11 | PEN 2114Z Penicillium

12 | PEN 2/16 Aspergillus Flavus
13 | PEN 2/18A-1 Penicillium

14 | PEN 2/18A-2 Penicillium

15 | PEN 2/20 Aspergillus Flavus
16 | PEN 2/21 Aspergillus Flavus
17 | PEN 2/25 No recuperado

18 | PEN 2/25B Penicillium

19 | PEN 2-10-1 No recuperado
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Porcentaje de especies identificadas a partir de criobiales analizados para muestras de café

grano oro (Green Coffee):

Tabla 12: Porcentaje de especies identificadas de los 19 crioviales analizados de muestras de café

grano oro (Green Coffee).

ESPECIE CANTIDAD PORCENTAJE.
Aspergillus Flavus 6 32%
Penicillium 4 21%
Aspergillus Fumigatus | 1 5%

Fusarium 1 5%
Acremonium 1 5%

No recuperado 6 32%

Total 100%

Grafico 5: porcentaje de especies identificadas de los 19 crioviales analizados de muestras de café

grano oro (Green coffee).

ESPECIES DE MOHOS PURIFICADOS

o Aspergillus Flavus

M Penicillium

m Aspergillus Fumigatus
Fusarium

B Acremonium

¥ No recuperado

Segun los resultados obtenidos, del total de cepas estudiadas (19 Criobiales), el 32% equivale a
Aspergillus flavus, lo que denota una gran mayoria presente en las muestras de café grano oro
(Green coffee); aun asi, existe el mismo porcentaje de muestras no recuperadas. Seguido en
segundo lugar por el género Penicillium, abarcando el 21% del total de muestras estudiadas; el

resto de las especies identificadas abarcan no mas del 5%.
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RESULTADOS DE MOHOS QUE PRESENTARON FLUORESCENCIA EN ACC

Las muestras provenientes de grano oro (Green coffee) 19 cepas resguardadas en crioviales se
analizaron mediante el uso de agar ACC para determinar su potencial toxigénico por medio de
fluorescencia al ser observados en luz U.V a 366nm de esta manera indicando la posible

produccion de Ocratoxina A.

Tabla 13: Resultados obtenidos de fluorescencia en mohos de muestras de café grano oro (Green

coffee).
ESPECIE IDENTIFICADA | CANTIDAD DE MUESTRAS | PORCENTAJE EQUIVALENTE
Penicillium Pen 2/14Z 21.05%
Pen 2/18A -1
Pen 2/25B
Pen 2/18A -2
Otras especies Ausencia 78.95%
Total: 100%

Grafico 6: Resultados obtenidos de fluorescencia en mohos de muestras de café grano oro (Green

coffee).

FLUORESCENCIA EN MOHOS

Penicillium
21%

Ausenda
79%

m Penicillium = Ausencia

Basado en los resultados obtenidos, la fluorescencia se presenta con un 21.05% del total de las
muestras analizadas, lo que indica que, aunque se encuentren en menor cantidad, si hay

presencia de mohos productores de toxinas.
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V.

CONTRIBUCIONES DEL TRABAJO Y LIMITACIONES.

CONTRIBUCIONES DEL TRABAJO:

Las principales contribuciones al perfil profesional de Licenciatura en Salud Ambiental mediante la

pasantia de investigacion fueron:

REALIZACION DE MARCHAS DE LABORATORIO PARA ANALISIS BROMATOLOGICO DEL
CAFE GRANO ORO (GREEN COFFEE):

Adecuacion de condiciones para el laboratorio.

Preparacion de medios de cultivo no comercializados (ACC).

Planificacién y desarrollo de actividades bromatoldgicas.

Desarrollo de practicas de laboratorio (tedrico y experimental) con estudiantes de
Licenciatura en Salud Ambiental (quimica general, introduccidn a analisis microbioldgico,
analisis bromatoldgico, andlisis de mohos filamentosos, tincidn al Gram, analisis de agua
potable) y estudiantes de la Licenciatura en Quimica y Farmacia (preparacion de muestras

para analisis bromatoldgico y toxicoldgico).

Estudio de proceso de fermentacion, purificacion de etanol y preparacion de reactivos

quimicos para desarrollo de practicas estudiantiles.

CAMBIO CLIMATICO Y SU RELACION CON OTA EN CAFE GRANO ORO (GREEN COFFEE):

Descripcion y purificacion de cepas resguardadas en crioviales producto de investigacion
principal.
Estudio del fendmeno del cambio climatico y su relacién con cepas purificadas.

Identificacién de informacién relacionada a OTA en reglamentos y normativos vigentes.

OTRAS CONTRIBUCIONES:

Participacion en proceso de caracterizacién microbiolégica de Atol Shuco para el articulo cientifico “Atol

Shuco,” a Traditional Corn-Fermented Salvadorian Beverage: Phytochemical, Microbiological and

Nutritional Considerations, perteneciente al libro Hispanic Foods: Chemistry of Fermented Foods /

American Chemical Society / Drexel University, Philadelphia, Pennsylvania, United States / University of
Illincis at Urbana-Champaign, Urbana, lllinois, United States. / 2021 — 2022.

Utilizacion y preparacion de medios de cultivo GYC y MRS.

Adecuacion de condiciones para el laboratorio.
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Preparacién de medios de cultivo no comercializados (ACC).
Planificacion y desarrollo de actividades bromatoldgicas.
Analisis microbioldgico.

Anélisis bromatoldgico.

Anélisis de mohos filamentosos.

Tincién al Gram.

Preparacion de muestras para analisis bromatoldgico y toxicologico.

Estudio de proceso de fermentacion, purificacion de etanol y preparacion de reactivos
quimicos para desarrollo de practicas estudiantiles.

Utilizacion de Medios de cultivo, generales y especificos, Coli-lert, Compact Dry y Petri

Film.
Limitaciones:

1. Tecnologias disponibles (camara fotogréafica).

2. Horarios de trabajo limitados segun la disponibilidad de laboratorio.

3. Cierres aleatorios de instalaciones por pandemia COVID19.

4. Pérdida de muestras procesadas debido al sobre crecimiento de cepas al no ser
identificadas en el tiempo requerido.

5. Desfase de lecturas por desarrollo incompleto de muestras.

6. Contaminacion de muestras por bacterias y otras clases de mohos.
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VL.

DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos del procesamiento de las muestras de café grano oro (Green Coffee)
indican resultados positivos en la deteccion de cepas con potencial toxigénico, la especie que se
logré identificar después de completar el proceso de purificacion e identificacion mediante el uso
de clave dicotomica fue principalmente Penicillium, las muestras identificadas como Pen 2/14Z,
Pen 2/18A -1, Pen 2/25B y Pen 2/18A -2 representan un 21.05% del 100% de muestras estudiadas
segun R. Russell y Paterson algunas de las especies principales de mohos ligados a la produccion
de toxinas son Aspergillus y Penicillium al encontrarse en condiciones Optimas de humedad y
temperatura; estos hallazgos demuestran una relacion directa entre los efectos del cambio
climatico que sufre El Salvador, puesto que estas variaciones favorecen a que dichas especies de
mohos se adapten a los distintos climas que pueden encontrarse en el territorio, afectando de esta
manera no solo el cultivo del café si no también los cultivos de cereales, uvas, trigo, cebada,

centeno, cacao, entre otros.

El aumento de temperaturas ha llegado a un promedio de 35.7°C registrados por el MARN en
2021; parametros que benefician a los mohos de distintas especies del género Penicillium, siendo

su temperatura dptima de crecimiento entre 20 a 30°C.

Se verifico el potencial toxigénico siguiendo lo descrito por Sonya K. Dyer y Sharee McCammon,
para elaborar Agar Crema de Coco, dicho principio también fue replicado por S. Mohamed
indicando que es un medio de deteccion simple y econdmico para la deteccion de la produccion
de toxinas; comparando diferentes medios para determinar la capacidad de deteccion por medio
de fluorescencia; entre los medios estudiados se podria mencionar leche de coco al 100%
(Leecan, Penang, Malasia), leche de coco en polvo al 40, 50 y 60% (Nestlé, Sri Lanka) y crema
de coco al 30, 40, 50 y 60% (Trident, Tailandia). Concluyendo que para replicar el método de

manera correcta el medio debe estar compuesto por crema de coco (50%) y agar (1 -5%).

Para fines de investigacion se afiadié agar (1 -5%) a todos los medios que se dispensaron a razon
de unos 20 ml por placa de Petri de acuerdo con la dimension de la placa (9 cm de diametro)
reemplazando la marca Trident por Roland, debido a la inexistencia en el pais, pero cumpliendo
las especificaciones necesarias para la formulacién. En los resultados observados de la
fluorescencia a 336 nm en Luz U.V, en el caso de los Penicillium, es de un color verde claro que
algunas veces suele rodearse de un halo de tonalidad azul claro como lo muestra la seccion de

procesamiento de resultados. Lo que indica que, aunque se encuentren en menor cantidad, si
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existe presencia de mohos productores de toxinas presuntamente del tipo Ocratoxina A (OTA) que
al estar catalogada dentro del grupo 2B segln IARC se considera posible cancerigeno humano
ademas de potencial Nefrotdxico segun la especie; y, en el caso de los Aspergillus, se identifico la
especie Aspergillus Flavus en PEN 2, PEN 2%, PEN 2/14Y, PEN 2/16, PEN 2/20 y PEN 2/21;
catalogado como posible productor de Aflatoxinas del tipo B1, B2, G1 y G2 que estan clasificadas
en el grupo 1 de cancerigenos del IARC; sin embargo, a pesar de tener el potencial de ser un
productor de toxinas , la cepa no fue capaz de generar fluorescencia debido a que se vio afectada
por las condiciones de humedad (Aw 0.80 e) y temperatura (33 — 35C°) en estas condiciones

puede desarrollarse el hongo pero no produce toxinas.

Segun los resultados anteriormente mencionados se identifica que los efectos del cambio climatico
pueden afectar de manera directa al café y otros cultivos, esto ademas de generar efectos dafinos
a la salud de la poblacion podria repercutir de manera negativa en su consumo como bebida
generando pérdidas a la economia relacionada con este fruto desde la disminucién de niveles de
compra internacionales, disminucion de fuentes de empleo hasta el decaimiento del mercado de
subproductos generados a base de café , por lo cual es necesario seguir desarrollando estudios
para comprender de mejor manera este fenémeno a fin de realizar monitoreos periédicos de los
niveles de OTAy junto a estas acciones definir limites maximos de contenido para el café tanto en
su etapa grano oro (Green Coffee), café soluble, café tostado y molido, asi también generar
estudios cientificos a fin de determinar su relacion existente en otros cultivos y su incidencia directa

en la salud de la poblacién salvadorefia.

69



VI. CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos de las 19 cepas utilizadas en pasantia de Investigacion que

representan el 36.53% del total general (52 cepas 100% de la investigacion principal), se concluye

que:

De acuerdo con las técnicas utilizadas en el proceso de purificacion de las muestras de
mohos provenientes de café grano oro (Green Coffee), los principales géneros
identificados fueron Aspergillus spp. y Penicillium spp. evidenciando de esta manera que

los efectos del cambio climatico pueden afectar de manera directa al café y otros cultivos.

Se determind mediante el uso de claves dicotomicas de las bibliografias utilizadas
Campbell & Johnson y St. Germain, que las especies de mohos descritos fueron
Aspergillus Flavus (32%), Penicillium (21%), Aspergillus Fumigatus (6%), Fusarium (5%),

Acremonium (5%) y con un total de muestras no recuperadas de (32%).

Al visualizar las muestras de mohos provenientes de café grano oro (Green Coffee),
utilizando la camara de luz ultravioleta (onda larga 366nm), se identifico que las cepas de
genero Penicillium spp Pen 2/14Z, Pen 2/18A -1, Pen 2/25B y Pen 2/18A -2 que
representan un 21.05% del 100% de muestras estudiadas presentaron fluorescencia, lo
cual significo que poseen potencial toxigénico; evidenciando la presencia de toxinas
presuntamente del tipo Ocratoxina A, que al estar catalogada dentro del grupo 2B, segun
IARC se considera posible cancerigeno humano, ademas de su potencial nefrotdxico

segun la especie.
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VIl

RECOMENDACIONES

Se sugiere al Consejo Salvadorefio del Café y OSARTEC, incorporen en la
reglamentacion salvadorefia los limites méximos permisibles de OTA en café grano oro

(Green Coffee), sugeridos en la Normativa Internacional (1881/2006 Unidn Europea).

Los datos obtenidos en pasantia de investigacion basandose en la investigacion principal
sirven como base para la creacion de nuevos estudios donde se pueda monitorear la
afectacion del cambio climéatico y mohos productores de toxinas, se sugiere hacer uso de
la técnica de cromatografia en capa fina para evaluar los niveles de OTA (ug/kg) en Café
y otras matrices alimentarias (cultivos de cereales, uvas, trigo, cebada, centeno, cacao,

vino, zumo, cerveza entre otros).

Para asegurar la inocuidad en el proceso de beneficiado es necesario crear programas de
vigilancia y monitoreo utilizando equipo tecnoldgico especializado para verificar cambios
en la temperatura, humedad, actividad del agua, que puedan servir de parametros de
control por un posible crecimiento de mohos en el café y los efectos que pueda causar en
él el cambio climatico, segun lo sugerido por Codex Alimentarius (Norma general para los
contaminantes y las toxinas presentes en los alimentos y piensos) y Cddigo de practicas
de Organizacion Internacional del café (Prevencién y reduccion de la contaminacién del
café por la OTA).

Sugerir al gremio médico el uso de los resultados de esta investigacion para generar
nuevos estudios que relacionen el contenido de OTA en el cuerpo humano y los posibles
efectos negativos que pueda ocasionar a la salud, ejemplo de ello se puede mencionar el
cancer y la insuficiencia renal, segun Centro Internacional de Investigaciones sobre el
Cancer (IARC) Francia. OMS. Afio 2022.
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X.  ANEXOS.

ANEXO 1. CARTA DE FINALIZACION PASANTIA DE INVESTIGACION

MHP

Astrid Violeta Villalobos Velasquez
Directora de licenciatura en salud ambiental
Facultad de Medicina.

Presente.

Respetable MHP Astrid Violeta Villalobos Velasquez

Por este medio hago constar que la bachiller Brenda Estefany Hernandez Ramos con carné
N.2 HR13044, ha finalizado la pasantia de investigacion, en Laboratorio de Analisis
Bromatoldgico, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador, ejecutando el
Proyecto de investigacién denominado “Purificacién de cepas provenientes de mohos
extraidos de café (Coffea ardbica) en su etapa grano oro (Green coffee) e identificacion de
su potencial toxigénico”, durante el periodo comprendido del 8 de Julio del 2021 al 07 de
Octubre del 2022, dando cumplimiento a los requisitos establecidos en el manual de
normas y procedimientos para nuevas modalidades de trabajo de grado de la escuela de
tecnologia médica, pasantia de investigacion.

Y para los trdmites correspondientes, firmo y sello la presente carta, a los veintiocho dias
del mes de noviembre del afio dos mil veintidés.

Atentamente

“Hacia la Libertad por la Cultura”

= q
-
- i\ X

Lic.Juan Agustin Cuadra Soto
Profesor universitario e investigador
Facultad de Quimica y Farmacia
Universidad de El Salvador.
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MHP

Astrid Violeta Villalobos Velasquez
Directora de licenciatura en salud ambiental
Facultad de Medicina.

Presente.

Respetable MHP Astrid Violeta Villalobos Velasquez

Por este medio hago constar que el bachiller Enrique Stanley Argumedo Ochoa con carné
N.2 A013019, ha finalizado la pasantia de investigaciéon, en Laboratorio de Analisis
Bromatoldgico, Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad de El Salvador, ejecutando el
Proyecto de investigacion denominado “Purificacién de cepas provenientes de mohos
extraidos de café (Coffea ardbica) en su etapa grano oro (Green coffee) e identificacion de
su potencial toxigénico”, durante el periodo comprendido del 8 de Julio del 2021 al 07 de
Octubre del 2022, dando cumplimiento a los requisitos establecidos en el manual de
normas y procedimientos para nuevas modalidades de trabajo de grado de la escuela de
tecnologia médica, pasantia de investigacidn.

Y para los trdmites correspondientes, firmo y sello la presente carta, a los veintiocho dias
del mes de noviembre del afio dos mil veintidds.

Atentamente

“Hacia la Libertad por la Cultura”

2l ___—

Lic. Juan Agustin Cuadra Soto
Profesor universitario e investigador
Facultad de Quimica y Farmacia
Universidad de El Salvador.
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ANEXO 2. FICHA PARA EL CONTROL DE TUTORIAS EN PROYECTO DE INVESTIGACION.

Nombre Completo

Brenda Estefany Hernandez Ramos

Carrera:

Licenciatura en Salud Ambiental Carné:HR13044

Nombre del Proyecto de
Investigacion:

identificacion mohos productores de Ocratoxina A.

Purificacion de mohos extraidos de café verde, provenientes de Beneficios
de café y aplicacion de Técnica cromatogréfica en capa fina para la

Institucion:

Universidad de EI Salvador, Facultad de Quimica y Farmacia

Fecha de inicio del
proyecto de
investigacion.

08 de Julio de 2021

Nombre del Tutor:

Lic. Juan Agustin Cuadra Soto

FECHA ACTIVIDADES REALIZADAS Numero de horas
08/JULIO/2021 e Capacitacion de elaboracion de medio de cultivo Agar Czapek Dox Agar y capacitacion 6
de cdmara de Flujo Laminar.
09/JULIO/2021 e Capacitacion de elaboracion de medio de cultivo Agar Papa Dextrosa y plaqueo. 5
12/JUL10/2021 e Capacitacion de elaboracion de medio de cultivo Agar Crema de Coco y plaqueo. 7
13/JULI0/2021 e Inoculacion para aislamiento de mohos de criobiales en placas agar PDA Y CZ. 7
16/JULI0/2021 e Capacitacion de Criterios para la identificacion de hongos filamentosos. 7
19/JULI0/2021 e  Capacitacion de uso de microscopio y observacién de mohos aislados con técnica de 7
tincion con azul de lactofenol.
20/JULIO/2021 e Ejercicio practico de uso de microscopio. 6
21/JULIO/2021 e Inoculacién de mohos en agar PDA, CZ 'Y ACC. 7
23/JULI0/2021 e Reunion para planificacion de itinerario. 8
e  Observacién al microscopio de mohos aislados.
26/JULI0/2021 e  Limpieza y adecuacion de areas de trabajo € inventario. 6
27/JULI0/2021 e Preparacion de medios de cultivo Agar PDA, CZ, Sabouraud, ACC y Agar-Agar. 9
28/JUL10/2021 e Identificacion de mohos en microscopio con técnica de tincion con azul de lactofenol. 8
29/JULI0O/2021 e Planificacion de proyectos de investigacion. 8
09/08/2021 e Ensayo de preparacion de medios de cultivo e inoculacion para atol shuco. 4
e  Preparacion de agua peptonada bufferada.
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Preparacion de agar Sabouraud y Dicloran Rosa de Vengala.

10/08/2021

Inoculacion de mohos de criobiales en placas con medio de cultivo CZ, PDA Y
Sabouraud.

13/08/2021

Identificacién de mohos a los 3 dias de crecimiento después de inoculados.

16/08/2021

Vista al microscopio de inoculacion de mohos después de 6 dias de crecimiento por
medio de la técnica de tincidn con azul de lactofenol.

Observacion e identificacion por medio de sus caracteristicas morfoldgicas.

17/08/2021

Reunién con Lic. Juan Cuadra para organizacion de actividades a realizar durante la
semana.

Vista al microscopio de inoculacion de mohos después de 7 dias de crecimiento por
medio de tincién con azul de lactofenol.

Observacion e identificacién por medio de sus caracteristicas morfoldgicas.

10

18/08/2021

Vista al microscopio de inoculacion de mohos después de 8 dias de crecimiento por
medio de tincién con azul de lactofenol.

Observacion e identificacion por medio de sus caracteristicas morfoldgicas.

19/08/2021

Identificacion de mohos segun bibliografia de St. Germain y Jonhson y Campbell;
vaciado de datos en documento Excell de los mohos identificados e inoculados el
10/08/21

20/08/2021

Identificacion de mohos segun bibliografia de St. Germain y Jonhson y Campbell;
vaciado de datos en documento Excell de los mohos identificados e inoculados el
10/08/21

Vista al microscopio e identificacion de mohos inoculados en agar coco (ACC) el
16/08/21 por tincion con azul de lactofenol.

7hy 30 min

23/08/2021

Identificacion de mohos por medio de claves dicotomicas de St. Germain y vaciado de
datos de caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas de mohos
inoculados el 10-08-21 y 16-08-21.

Lavado de 100 porta objetos para reutilizar en tinciones de mohos con azul de
lactofenol para observar al microscopio.

Reuniodn para revisidn de trabajos escritos y diarios virtuales.

Planificacion de actividades para itinerario de investigacion de atol shuco.

24/08/2021

Vaciado de album fotografico de mohos inoculados, de forma macroscépica y
microscopica.

Vaciado de datos de caracteristicas morfologicas de mohos inoculados el 10-08-21y
16-08-21

Re inoculacion de mohos no recuperados en agar PDA, ACC, SBR'Y CZ

25/08/2021

Vaciado de informacion morfolégica de mohos aislados.
Elaboracion de 20 placas de petri de agar Salmonella Shigella.

Inoculacion de Salmonella spp. en 10 placas de medio selectivo Salmonella Shigella
por medio de la técnica de extension en placa.

26/08/2021

Vaciado de Ultimos datos de caracteristicas morfologicas macroscopicas y
microscopicas de inoculaciones del 10-08-21 y 16-08-21.

Reunién y presentacion de investigacion por medio de Licenciado Juan Agustin
Cuadra Soto a docentes de la Faculta de Medicina, Licenciatura en Salud Ambiental,
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directora de carrera, Licda. Astrid Violeta Villalobos y Docente asesor de Pasantia de
Investigacion, Lic. Oscar Iraheta Blanco y estudiantes en funcién de clarificacion de
pasantia de investigacion y delegacion de actividades segun objetivos.

Reinoculacion de mohos aislados en cepario que no se lograron recuperar, en agar
Crema de Coco

Finalizacién de vaciado de datos de caracteristicas morfoldgicas de mohos aislados
en fechas 10-08-21y 16-08-21.

27/08/21

Preparacion de medio de cultivo Agar Crema de Coco
Preparacién de materiales para elaboracién de medio de cultivo.

Realizacion de calculos matematicos para formulacion de cantidad de materiales en
gramos.

31/08/21

Exposicién de tema Introduccion de “Criterios para la Identificacion de Hongos
Filamentos”

Ejercicio practico para la identificacion de mohos al microscopio.

Identificacion macroscopica de mohos inoculados el 24/08/21 en agar Papa dextrosa,
Sabouraud, Agar crema de coco y Czapeck.

Identificacion macroscopica de mohos imoculados en Agar Crema de coco inoculados
el 26/08/21.

Planificacion de itinerario para el dia 01 de septiembre para elaboracién de atol shuco.

01/09/21

Adecuacion de instalaciones de laboratorio para crear un espacio para elaborar el atol
shuco para investigacion.

02/09/21

Adecuacion de areas de trabajo.
Preparacion de Camara de Flujo Laminar.

Capacitacion de Técnica de Extension en Placa, con medio selectivo Agar Salmonella
Shigella para 20 placas.

03/09/21

Esterilizacion de materiales a utilizar para investigacion en Autoclave, Esterilizacion
en humedo.

Célculos para la preparacion de medios de cultivo para investigacion de Atol Shuco:
Agar EMB, CETRIMIDE, CZ, PDA, PLATE COUNT, MRS y GYC.

Preparacion por célculos, solucion de etanol al 70% para higienizacién de areas de
trabajo.

06/09/21

Inicio de preparacion de Atol shuco:

Limpieza e higienizacion de equipos y utensilios de trabajo.

Limpieza e higienizacién de area de trabajo.

Preparacion de fermentacion de maiz negrito.

Preparacion de medios de cultivo por medio de calculos matematicos

Elaboracién de medios de cultivo y plaqueo.

07/09/21

Esterilizacion de medios de cultivo agar MRS y GYC.
Esterilizacion de material a utilizar en laboratorio.

Calentar y homogenizar medios de cultivo ya preparados 24 horas antes; SBR, PLATE
COUNT Y CETRIMIDE.
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Plaqueo de medios de cultivo
Elaboracién de medio Agar EMB para 10 placas.

Inoculacion de “Muestra Grano entero Fermentado” en nueve medios de cultivo: CZ,
PLATE COUNT, CETRIMIDE, EMB, GYC, MRS, PDA y ACC.

08/09/21

Inoculacion de “Muestra de masa A” en ocho medios de cultivo: PLATE COUNT,
CETRIMIDE, EMB, GYC, MRS, PDAY ACC.

Inoculacion de “Muestra de Sobrenadante B” en los ocho medios de cultivo.

09/09/21

Inoculacion de muestra “Producto final (sin complementos)” en los ocho medios de
cultivo

10/09/21

Preparacion de camara de Flujo Laminar.
Esterilizacion de cristaleria a utilizar.

Vista de posible levadura o bacteria en agar Cz de “muestra de Maiz sin lavar’,
inoculado el 06/09/21.

Técnica de tincién al Gram y aceite de inmersion.

Inoculacion de muestra “Producto Final con complementos ( alhuashte, chile jalisco,
sal y frijoles enteros)” en nueve medios de cultivo.

Adecuacion de instalaciones para trabajar.

8hy 30min

13/09/21

Reunion de discusion de primeros resultados:
Progreso de investigacion

Primeros resultados obtenidos.

Experiencias.

Pro y contras.

Revision de placas inoculadas a partir del 06/09/21 hasta el 10/09/21.

14/09/21

Lectura de placas inoculadas el 06/09/21 en medios de cultivo ACC Y PDA;
descripcidn macroscopica y microscopica.

16/09/21

Lectura de placas inoculadas el 07/09/21 y 08/09/21 en agar PDA y Sabouraud por
descripcion macroscopica y microscopica.

Tincion al Gram de muestras de PDA y SABOURAUD.

8hy 30min

20/09/21

Identificacion microscopica de placas en agar Sabouraud grano entero y grano molido.

Reunién para revisién y organizacion de itinerario de laboratorio.

7 horas

21/09/21

Identificacion microscopica de placas inoculadas en agar Sabouraud y PDA; Grano
fermentado, masa, sobrenadante y producto final.

7 horas

22/09/21

Identificacion microscopica de placas inoculadas en agar Sabouraud y PDA;
sobrenadante y Producto final.

7 horas

23/09/21

Trabajo en casa: Vaciado de datos en fichas para la identificacién de mohos.

5 horas

24/09/21

Revision y correccidn de fichas para reporte microbioldgico.
Esterilizacién humeda de materiales para realizar inoculaciones.

Llenado de fichas de identificacion de mohos macroscopicamente y
microscopicamente.

6 horas
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27109/21 Trabajo en casa: Llenado de fichas de identificacién macroscépica y microscopica de 2 horas
mohos.
28/09/21 Trabajo en casa: Llenado de fichas de identificacion macroscopica y microscopica de 2 horas
mohos.
29/09/21 Trabajo en casa:  Traduccion de claves dicotémicas pertenecientes a la 2 horas
bibliografia Identificacién de hongos patdgenos, segunda edicion. Colin K. Campbell,
Elizabeth M. Johnson y David W. Warnock. © 2013 Agencia de Proteccion de la
Salud. Publicado en 2013 por Blackwell Publishing Ltd.
30/09/21 Trabajo en casa:  Traduccion de claves dicotémicas pertenecientes a la 3 horas
bibliografia Identificacién de hongos patdgenos, segunda edicion. Colin K. Campbell,
Elizabeth M. Johnson y David W. Warnock. © 2013 Agencia de Proteccion de la
Salud. Publicado en 2013 por Blackwell Publishing Ltd.
Del 04/10/21 al Traduccion de claves dicotémicas pertenecientes a la bibliografia Identificacion de 10 horas
08/10/21 hongos patdgenos, segunda edicién. Colin K. Campbell, Elizabeth M. Johnson y David
W. Warnock. © 2013 Agencia de Proteccion de la Salud. Publicado en 2013 por
Blackwell Publishing Ltd.
11/10/21 Trabajo en casa: traduccion de claves dicotomicas. 3 horas
13/10/21 Plaqueo de medios de cultivo, 60 placas de Agar Crema de Coco 6 horas
Plaqueo de medio de cultivo PDA, 30 placas.
Prueba de equipo para medicion en porcentaje de azlicar de una muestra.
15/10/21 Restauracién de mohos preservados en criobiales seleccionados. 7 horas
Inoculacion de nuevos criobiales en agar selectivo, PDA, SBR, CZapeck.
Reunién para adecuacion de itinerario de trabajo.
Del 18 al 20 de Elaboracion de presentacion de claves dicotomicas de bibliografia “Identificacion de 12 horas
octubre hongos patdgenos, segunda edicién. Colin K. Campbell, Elizabeth M. Johnson y David
W. Warnock. © 2013 Agencia de Proteccion de la Salud. Publicado en 2013 por
Blackwell Publishing Ltd"; por medio del programa Power Point.
Jueves 21/10/21 Presentacion en Power Point, de claves dicotomicas en video conferencia a través de 2 horas
la Plataforma Google Meet; segun bibliografia de Colin K. Campbell, Elizabeth M.
Johnson y David W. Warnock. © 2013.
Del 25 al 29 de Traduccion de bibliografia: Deteccién de aislados toxigénicos de Aspergillus flavus y 10 horas
octubre especies afines en agar crema de coco
Sonya K. Dyer y Sharee McCammon
Del 03 al 05 de Traduccién de bibliografia: Filogenia, identificacion y nomenclatura del género 8 horas
noviembre Aspergillus. RA Samson1, CM Visagie1, J. Houbraken1, S.-B. Hong2, V. Hubka3,
CHW Klaassend, G. Perrone5, KA Seifert6, A. Suscab, JB Tanney6, J. Varga7, S.
Kocsub-e7, G. Szigeti7, T. Yaguchi8y JC Frisvad.
Del 08 al 12 de Traduccion de bibliografia: Café, micotoxinas y cambio climatico 10 horas
noviembre
R. Russell M. Paterson a,*, Nelson Lima a, Marta H. Taniwaki B
IBB-Centro de Ingenieria Biologica, Universidad de Minho, 4710-057 Braga, PortugalB
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Av. Brasil, 2880, Campinas, SP CEP
13.07178, Brasil.
Del 15 al 19 de Elaboracion de resumenes: 8 horas
noviembre

1. Mohos aislados toxigénicos de Aspergillus flavus y especies afines en agar
crema de coco K. Dyer y Sharee Mc Cammon.
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2. Café, micotoxinas y cambio climatico.

R. Russell M. Paterson a,*, Nelson Lima a, Marta H. Taniwaki B

IBB-Centro de Ingenieria Bioldgica, Universidad de Minho, 4710-057 Braga, PortugalB
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Av. Brasil, 2880, Campinas, SP CEP
13.07178, Brasil.

22111121 Reunidn para presentacion de itinerario de actividades para el mes de noviembre. 7 horas
Limpieza general del laboratorio (higienizacion) para mantener las condiciones
adecuadas de trabajo.
Destruccion de placas inoculadas.
Lavado de cristaleria de laboratorio.
Limpieza e higienizacion de camara de flujo laminar para realizar plaqueo e
inoculaciones de nuevas cepas.
Seleccidn y separacidn de cepas a reconstituir.
Inoculacion de tres cepas nuevas en medios Czapek, Agar PDA y ACC.
24111/21 Elaboracién de medios de cultivo, PDA, Sabouraud y CZ. 7 horas
Inoculacion de tres cepas en agares, PDA, ACC y CZ.
Lavado de cristaleria.
26/11/21 Higienizacion de camara de flujo laminar. 5 horas
Plaqueo de agares: PDA, CZ y Sabouraud, 40 placas por medio.
Reunién y préactica de laboratorio de “Procesamiento de muestras de agua para
consumo humano por método de Filtracion por membrana, Colilert y Compact Dry.
Explicacion de:
Uso de camara de flujo laminar.
Método de toma de muestras de mohos inoculados para ver al microscopio.
Tincién con azul de Lactofenol
Explicacién de lo que se puede observar y encontrar en el portaobjetos debido a las
estructuras que presentan los mohos del género Aspergillus y Penicillium.
29/11/21 Higienizacion de camara de flujo laminar. 6 horas
Restauracion de 18 cepas con 200 micro litros.
Inoculacion de 2 nuevas cepas en agares: CZ, PDA, ACC y Sabouraud.
Re-inoculacion de 3 cepas en agar Crema de coco.
Lavado de portaobjetos para microscopio.
01/12/21 Higienizacion de camara de flujo laminar. 6 horas 30 min
Inoculacion de 3 cepas nuevas.
Visualizacion de cepas inoculadas el 22/11/21.
Lavado de cristaleria.
03/12/21 Higienizacion de area de trabajo. 6 horas 30 min
Inoculacion de cuatro cepas a recuperar, en medios selectivos, agar PDA, CZY SBR.
06/12/21 Higienizacion de camara de flujo laminar. 6 horas 30 min

Elaboracion y plaqueo de agar PDA Y SBR.
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08/12/21

Higienizacion de &rea de trabajo.
Plaqueo de agar Sabouraud 46 placas y agar Czapek, 36 placas-

Reunién sobre Andlisis de causa de inoculaciones, segun Ishikawa.

6 horas 30 min

10112121

Preparacion e higienizacion de area de trabajo.
Re- Inoculacién de cinco cepas

Lectura de placas inoculadas, con crecimiento, andlisis de moho segin St. Germain.

6 horas 30 min

14112121

Ultimo dia de lectura de placas inoculadas el 10-12-21.
Verificacion de caracteristicas microscopicas.

Reordenamiento de laboratorio para cierre.

4 horas

2022

21/02/22

Inicio de labores.

Limpieza general de laboratorio

Higienizacion de areas de trabajo.

Acondicionamiento de laboratorio y planificacion de actividades.

Conteo de inventario de medios de cultivo preparados en placas de Petri.

6 horas

23/02/22

Preparacion de medios de cultivo, agar Dicloran Rosa de Bengala.

6 horas

25/02/22

Limpieza e higienizacion de camara de flujo laminar.

Inoculacion de cepa (Pen 1) en medios de cultivo selectivos, agar PDA, ACC y Cz.

6 horas 30 min

01/03/22

Lectura de placas de Petri inoculadas el 25 de febrero: Pen 2, Pen 1y PEN 2/14z. por
técnica de scotch en azul de lactofenol al microscopio al 40x.

6 horas

02/03/22

Vista al microscopio de Ultima cepa inoculada el 25-02-22.

Elaboracion de marcha analitica para purificacion de muestras de café de mohos
recuperados en ceparios, con el programa VIZIO.

7 horas

03/03/22

Destruccion de placas ya analizadas. Destruccion por autoclave.

Elaboracién de medio agar PDA.

7 horas

04/03/22

Limpieza de camara de flujo laminar.

Inoculacion de tres cepas distintas (PEN 2, PEN 2-10-1 y PEN 2/14Y)

7 horas 30 min

07/03/22

Lectura de placas inoculadas el 04/03/22

Presentacion de estudiantes en servicio social de metodologia de trabajo.

7 horas 30 min

09/03/22

Lectura de placas en microscopio, de cepas inoculadas el 04/03/22 y el 07/03/22.
Revision de crecimiento de cepas inoculadas el 07/03/22.

Andlisis de una cepa y sus caracteristicas microscopicas.

6 horas

11/03/22

Reunién con Lic. Oscar Iraheta, docente de la Licenciatura en Salud Ambiental, en la
cual se revisaron las actividades realizadas en la pasantia y se planificacion las futuras
actividades a desarrollar.

7 horas

14/03/22

Lectura de placas inoculadas el 11/03/22. ( pen 3*, 4%, 1%)

7 horas
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16/03/22 Reconfirmacién de identificacion al microscopio de pen 3*, 4%y 1* 6 horas
21/03/22 Identificacion de claves dicotémicas. 6 horas
Elaboracion de recuadro comparativo de mohos inoculados.
23/03/22 Preparacion y esterilizacion de material de vidrio de laboratorio para siguiente 7 horas
inoculacion. (Esterilizacion en seco en estufa).
Visualizacién de mohos para reconfirmacion de mohos inoculados.
RE-inoculacion de todas las cepas en investigacion en ACC.
25/03/22 Confirmacion de fluorescencia en cepas inoculadas en agar coco, inoculadas el 7 horas
23/03/22
Preparacion de ACC para 10 placas.
30/03/22 Verificacion de fluorescencia en todas las cepas de investigacion inoculadas en ACC 6 horas
01/04/22 Rehidratacion de criobiales con agua estéril las cepas en investigacion. 8 horas
Elaboracion de medios de cultivo agar PDA, CZ, ACC y DRB
04/04/22 Plaque de medios PDA, 18 placas; DRB 33 placas. 8 horas.
Inoculacion de cepas en medios plaqueados.
06/04/22 Revision de cepas Re-inoculadas en medios PDA'Y DRB el 04/04/22 6 horas
Inicio de descripcion de claves dicotémicas.
Adecuacion de areas de trabajo de laboratorio.
07/04/22 Continuacion de adecuacion de areas de trabajo de laboratorio. 8 horas
Revision de cepas inoculadas el 04/04/22
Descripcion de crecimientos y toma de muestras fotograficas para reporte de
morfologia.
Capacitacion de uso de equipo nuevo de laboratorio (AQUALAB APP 4TE) para
lectura de humedad en muestras de alimentos.
05/05/22 Ambientacion de laboratorio. 7 horas
Calendarizacion de inoculaciones
Destruccion de muestras procedentes de proceso de analisis.
Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café.
Inoculacion de 3 cepas.
06/05/22 Destruccion de muestras ya analizadas. 7 horas
Lavado de placas y de cristaleria de laboratorio.
Esterilizacidn en seco de placas de vidrio para continuidad de los procedimientos de
investigacion.
Continuacion de identificacion de claves dicotomicas.
09/05/22 Visualizacién de crecimiento, documentacion fotografica de mohos de grano de maiz. 7 horas

Preparacion para destruccion de muestras de grano de maiz.
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Lavado de cristaleria y esterilizacion en seco.

Célculo para elaboracion de medios Agar, PDA, CZ y DRB.

11/05/22

Esterilizacion de cristaleria para continuacion de procesos.
Re-inoculacion de 3 cepas,

Agar PDA, CZ y DRB.

6 horas

16/05/22

Lectura de placas de cepas inoculadas el 11/05/22

Inicio de identificacion de claves dicotémicas.

5 horas

18/05/22

Identificacion de claves dicotomicas y revision de crecimiento de cepas (sin cambios).

5 horas

20/05/22

Revision y crecimiento de cepas.

Identificacion de claves dicotomicas.

5 horas

23/05/22

Destruccion de muestras ya analizadas.
Célculos para nuevos plaqueos.

Elaboracién de medio agar DRB.

6 horas

25/05/22

Esterilizacion himeda en autoclave para medios PDA y DRB.
Preparacion de camara de flujo laminar.
Plaqueo de medios.

Inoculacion de cepas en agar DRB.

7 horas

30/05/22

Inoculacion en agar PDA.

5 horas

06/06/22

Observacion de inoculaciones, morfologia y crecimiento.

5 horas

13/06/22

Revisién macroscdpica y microscdpica de mohos inoculados el 25/05/22

Asesoria para revision de correcciones de plan de accién.

7 horas

16/06/22

Revision de cepas inoculadas.
Documentacion de crecimiento.
Muestreo.

Elaboracion de medio agar CZ

6 horas

20/06/22

Revisién al microscopio de cepas inoculadas el 06/06/22
Documentacion de informacion.

Elaboracion de medio agar DRB.

6 horas

24/06/22

Purificacion de criobiales con 2 0 mas cepas.
Elaboracion de medio agar PDAy CZ.
Purificar cepas inoculadas el 16/06/22.

Reunién para determinacion de nuevos c+alculos para cepas restantes.

7 horas

27/06/22

Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café.

Preparacion de reactivos para laboratorio.

6 horas
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28/06/22 Laboratorio de microscopia desarrollado con estudiantes de primer afio de 7 horas
Licenciatura en Salud Ambiental.

01/07/22 Laboratorio de microscopia desarrollado con estudiantes de primer afio de 7 horas
Licenciatura en Salud Ambiental.

08/07/22 Laboratorio de quimica general desarrollado con estudiantes de primer afio de 7 horas
Licenciatura en Salud Ambiental.

11/07/22 Reunion con Lic. Oscar Iraheta para revisar avances del proceso de investigacion. 7 horas

12/07/22 Exposicion semana del estudiante de quimica y farmacia 5 horas

15/07/22 Lavado de cristaleria. 5 horas
Elaboracion de fichas de mohos

25/07/22 Readecuacion de instalaciones de laboratorio.
Elaboracion de cronograma de actividades de investigacion. 7 horas
Inoculacion de cepas en ACC.

27/07/22 Preparacion de medios ACC y DRB.

29/07/22 Verificacion de crecimiento de mohos en placas acc. 6 horas
Determinacion de fluorescencia.
Elaboracion de bebida fermentada.

08/08/22 Reordenamiento de cristaleria 5 horas
Destruccion de muestras utilizadas en procesos de analisis.

10/08/22 Revision de placas en ACC para determinacion de fluorescencia. 5 horas
Elaboracion de higienizante para laboratorio.

11/08/22 Inoculacion de cepas para aislamiento y purificacion en nuevos criobiales.
Inoculacion de cepas en analisis.

15/08/22 Plaqueo de medios para andlisis de atol shuco. 7 horas
Revision de crecimiento en muestras de café.
Revision de fluorescencia en muestras en ACC.

17/08/22 Revisién de placas inoculadas y su crecimiento. 6 horas
Documentacién de hallazgos.

19/08/22 Plaqueo e inoculacion de nuevas cepas aisladas en nuevos criobiales (purificacion). 7 horas
Plaqueo de muestras en DRB.
Inoculacion de nuevas cepas para su purificacion.

22/08/22 Revision de crecimiento de cepas aisladas para su purificacion. 6 horas
Elaboracion de medio Plate Count para muestras de shuco.

24/08/22 Elaboracion de higienizantes para laboratorio. 6 horas

Realizacion de inoculacion de placas EMB, CETRIMIDE vy plate count por la técnica
de estriado.
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26/08/22

Revisién de mohos aislados ya purificados inoculados el 19/08/22

Documentacién macro y microscopica de muestras.

5 horas

29/08/22

Revision y registro fotografico de cepas aisladas.
Revision de crecimiento de cepas purificadas.
Preparacion de higienizante para laboratorio.

Inicio de claves dicotéomicas.

5 horas

07/10/22

Capacitacion: Cémo hacer una discusion de resultados de investigacion.

1 hora
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Nombre Completo

Enrique Stanley Argumedo Ochoa.

Carrera:

Licenciatura en Salud Ambiental.

Carne: AO13019

Nombre del Proyecto de
Investigacion:

Purificacién de mohos extraidos de café verde, provenientes de Beneficios
de café y aplicacion de Técnica cromatografica en capa fina para la

identificacion mohos productores de Ocratoxina A.

Institucion:

Universidad de El Salvador, Facultad de Quimica y Farmacia

Fecha de inicio del
proyecto de
investigacion.

26/07/21

Nombre del Tutor:

Lic. Juan Agustin Cuadra Soto

FECHA ACTIVIDADES REALIZADAS
Numero de horas
Del 8 al 23 de e  Capacitacion para uso de instrumental analitico y técnicas aplicadas al 65 horas.
julio de 2021 procesamiento bromatolégico.
e  preparacion de medios de cultivo.
e  Capacitacion para la identificacion de mohos.
26/07/21 e  Adecuacion de condiciones de laboratorio para el desarrollo de procesos 7 horas.
(ordenamiento).
e Planificacién de procesos.
27107121 e Adecuacion de condiciones de laboratorio para el desarrollo de procesos 7 horas.
(ordenamiento).
e  Preparacion y esterilizacion de medios para cultivo: CZ, PDA, SBR, ACC.
28/07/21 e Preparacion de medios de cultivo: CZ, PDA, SBR, ACC. 8 horas.
o  Entrevista para SIC UES.
e  Plaqueo (cultivo) de medios utilizando camara de flujo laminar.
29/07/21 ¢ Instalacion de equipo de computacion. 7 horas.
e Planificacion de proyectos.
09/08/21 e Calibracion de balanza analitica (Nivelacion). 8 horas.
e  Preparacion de medios de cultivo: SBR, PDA, PLATE COUNT, CETRIMIDE, ROSA
DE BENGALA.
e  Esterilizacion seca para instrumental.
10/08 /21 e  Esterilizacion Himeda para medios de cultivo: SBR, PDA, PLATE COUNT, 9 horas.
CETRIMIDE, ROSA DE BENGALA.
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Adecuacion de condiciones de laboratorio para el desarrollo de procesos
(ordenamiento).

Lavado de Cristaleria.

Inoculacién con Atol Shuco procedente del mercado a medios de cultivo,
utilizando la técnica de placa Vertida.

Procesamiento de muestras de sistema de agua potable mediante el uso de Coli
Lert.

13/08/21 Discusion de forma de trabajo y creacion de protocolo en referencia a pasantia. 5 horas.
Lectura de resultados para muestra de agua potable mediante el uso de Coli Lert.
Verificacion de crecimiento de microorganismos y conteo de colonias en placas
inoculadas con Atol Shuco procedente de mercado de mejicanos y trabajadas
mediante la técnica de placa vertida.

16/08/21 Preparacion de solucion salina.

Lavado de cristaleria.
Esterilizacion de cristaleria y medios de cultivo.
Inoculacién con Horchata mediante el método de placa vertida.
Inoculacién de medios de cultivo con muestra de queso roquefort (CZ, PDA,
ACC, SBR).
Lavado de camara de flujo laminar.

17/08/21 Creacion de cuenta en yandex. 10 horas
Planificacion de métodos de trabajo para elaboracion de shuco (Publicacion
Cientifica).
Inoculacién de medios con moho procedente de muestras de Shuco (Mercado).
Reordenamiento de areas de trabajo ubicadas en el laboratorio de bromatologia.
Identificacion de mohos procedentes de café mediante tincion con lactofenol
para ser vistos al microscopio.
Preparacion de medios de cultivo.

18/08/21 Verificacion de crecimiento de colonias en medios de cultivo para muestras de 4 horas
queso roquefort y horchata.
Asistencia en el proceso de preparacion para soluciones.
Aislamiento de moho no identificado procedente de shuco (Mercado).

19/08/21 Esterilizacion en seco de espatula y pipetas. 10 horas
Preparacién de medios CZ y PDA.
Inoculacién de salmonella a requeson para practica estudiantil.
Verificacion de mohos procedente de muestras de shuco (Mercado).
Inoculacién de salmonella en placas compact dry TC.
Destruccion de placas inoculadas con mohos y bacterias mediante el uso de
autoclave.

20/08 /21 Asistencia en practica estudiantil para identificaciéon de salmonella. 8 horas.
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Adaptacion de medios electronicos para facilitar la identificacion de
microorganismos y su registro fotografico (Prueba Piloto).

Identificacion de mohos procedentes de muestras de shuco y queso Roquefort
Esterilizacion de cristaleria
Lavado de camara de flujo laminar

Calculo de cantidades para preparacion de medios de cultivo.

23/08/21

Preparacion de medios de cultivo.
Esterilizacion hiumeda de medios de cultivo.

Identificacion de crecimiento de moho en muestras de queso roquefort (Descarte
de muestras).

Revision de informe Atol Shuco

8 horas

24/08/21

Planificacion de proceso de investigacion para pasantia.
Redaccion de plan de accién para pasantia.

Inoculacion de medios de cultivo PDA, CZ, ACC, SBR con muestras de criobiales
procedentes de muestras de café.

9 horas.

25/08/21

Conteo de colonias de salmonella en placas compact dry pertenecientes a
practica estudiantil.

Elaboracion de plan de accién para pasantia.
Esterilizacion humeda de soluciones a utilizar en practica estudiantil.

Toma de muestra en mohos de descarte (Muestras para reunion).

7 horas.

26/05/21

Reunién para coordinacion de pasantia y presentacion de proyecto de
investigacion Identificacion de mohos en café verde y deteccion OTA por parte
de Licenciado Juan Cuadra.

Verificacion de crecimiento de mohos y descripcion de morfologia.

8 horas.

27/08/21

Identificacion de crecimiento de mohos y descripcion de colonias.

Discusion investigacion cientifica: Atol Shuco.

7 horas.

31/08/21

Exposicion: Identificacion morfolégica de mohos.

01/09/21

Adecuacion de condiciones del laboratorio para el desarrollo de actividades de
investigacion cientifica.

7 horas.

02/09/21

Conversion de microscopio analdgico a digital mediante el uso de la aplicacion
IVcam, Tripie para celular y router de laboratorio.

Adecuacion de condiciones del laboratorio para el desarrollo de actividades de
investigacion cientifica.

Inoculacién de Salmonella procedente de piel de pollo en solucién salina a placa
con agar S.S mediante el uso de la técnica de extension en placa.

Identificacion de mohos procedentes de muestras aisladas de café verde.

8 horas.

03/09/21

Esterilizacion humeda de materiales a utilizar en proyecto de investigacién Atol
Shuco

Preparacion de Etanol al 70%.

4 horas.
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06/09/21

Limpieza y desinfeccion de refrigerador para almacenamiento de medios de
cultivo.

Conteo de medios de cultivo en existencia.

Inoculacién de muestras de Maiz Negrito en medios de cultivo: CZ, PDA, ACC,
EMB Y CETRIMIDE.

Plaqueo de Agar MRS.
Lavado de cristaleria.

Destruccion de material de descarte.

8 horas.

07/09/21

Plaqueo de medios de cultivo.

Preparacion de maiz para procesamiento y muestreo.

8 horas.

08/09/21

Elaboracion de Atol Shuco para la identificacion de posibles mohos y bacterias.
Determinacion de humedad relativa de grano de Maiz Negrito.

Descripcion y conteo de colonias bacterianas.

7 horas.

09/09/21

Descripcion y conteo de colonias bacterianas y mohos.

7 horas.

10/09/21

Descripcion y conteo de colonias bacterianas y mohos.

8 horas.

13/09/21

Determinacion de fluorescencia en ACC para muestras de maiz.
Esterilizacion Himeda de materiales a utilizar en procesos de laboratorio.
Preparacion de Etanol.

Asistencia en preparacion de vino a base de Maraion, con el fin de demostrar
los procesos quimicos y microbiolégicos que participan en la generacion de
alcohol.

Lavado de cristaleria.

7 horas.

14/09/21

Inoculacién de muestras de Atol Shuco en placas GYC.

Conteo de colonias bacterianas en agar MRS y comprobacion de
microorganismos mediante tincion Gram.

Aislamiento e inoculacion de mohos procedentes de muestras de Maiz Negrito
en placas ACC.

8 horas.

16/09/21

Conteo e Identificacion de colonias bacterianas en medios: EMB, GYC, PLATE
COUNT Y CETRIMIDE.

8 horas.

20/09/21

Limpieza (Desobstruccion) de autoclave digital.

Lavado de cristaleria y demas materiales a utilizar en los procesos de
investigacion.

Lavado y desinfeccién de portaobjetos.

7 horas.

21/09/21

Lavado de cristaleria.
Destruccion de material utilizado en el proceso de investigacion.

Inoculacién de medios para cultivo SBR, EMB, PLATE COUNT, GYC y MRS con
muestras de producto final.

Preparacion y esterilizacion humeda de medio para cultivo MRS.

Identificacion morfologia de mohos.

8 horas.
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24109/ 21

Revision y correccion de fichas para reporte microbiolégico.
Esterilizacion himeda de materiales para realizar inoculaciones.

Descripcion de crecimiento de microorganismos en medios de cultivo: GYC,
MRS, AMBIENTE(EMB), EMB, PLATE COUNT, SBR.

Tincidn con lactofenol para identificacion microscopica de microorganismos.
Tincién Gram.

Reinoculacién de medios de cultivo: MRS, GYC, EMB y CETRIMIDE con muestras
de proceso de Atol Shuco.

7 horas.

27109/ 21

Identificacion morfolégica de microorganismos.
Tincion Gram.
Destruccion de material utilizado en el proceso de investigacion.

Inoculacién en medio de cultivo GYC y ACC.

7 horas.

Del 4 al 8 de
octubre.

Traduccion de claves dicotomicas pertenecientes a la bibliografia Identificacién
de hongos patdgenos, segunda edicion. Colin K. Campbell, Elizabeth M. Johnson
y David W. Warnock. © 2013 Agencia de Proteccion de la Salud. Publicado en 2013
por Blackwell Publishing Ltd.

10 horas.

11710/21

Elaboracion de medios para cultivo microbiolégico ACC, PDA.

Identificacion macroscopica de colonias bacterianas.

Preparacion de camara de flujo laminar.

Inoculacién de muestras almacenadas en crioviales procedentes de muestras de
café: PEN1, PEN2, PEN3, PEN4, PEN5, PEN1#, PEN2#, PEN3#, PEN4# y PEN5#,
inoculados en ACC, CZ Y PDA.

8 horas.

15/10/21

Lectura de muestras almacenadas en crioviales procedentes de muestras de café.
Planificacion de procesos para investigacion.

7 horas.

Del 18 al 20 de
octubre

Elaboracion de presentacion de claves dicotomicas de
bibliografia “Identificacion de hongos patdgenos, segunda edicion. Colin K.
Campbell, Elizabeth M. Johnson y David W. Warnock.© 2013 Agencia de
Proteccion de la Salud. Publicado en 2013 por Blackwell Publishing Ltd”; por
medio del programa Power Point.

12 horas

21110/21

Presentacion en Power Point, de claves dicotomicas en video conferencia a través
de la Plataforma Google Meet; segun bibliografia de Colin K. Campbell, Elizabeth
M. Johnson y David W. Warnock. © 2013.

2 horas

Del 25 al 29 de
octubre

Traduccion de bibliografia: Deteccidn de aislados toxigénicos de Aspergillus
flavus y especies afines en agar crema de coco

Sonya K. Dyer y Sharee McCammon

10 horas

Del 03 al 05 de
noviembre

Traduccion de bibliografia: Filogenia, identificacion y nomenclatura del género
Aspergillus. RA Samson1, CM Visagie1, J. Houbraken1, S.-B. Hong2, V. Hubka3,
CHW Klaassend, G. Perrone5, KA Seifert6, A. Susca5, JB Tanney6, J. Varga7, S.
Kocsub-e7, G. Szigeti7, T. Yaguchi8y JC Frisvad.

6 horas

Del 08 al 12 de
noviembre

Traduccién de bibliografia: Café, micotoxinas y cambio climatico
R. Russell M. Paterson a,x, Nelson Lima a, Marta H. Taniwaki B

IBB-Centro de Ingenieria Biolégica, Universidad de Minho, 4710-057 Braga,
PortugalB Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Av. Brasil, 2880, Campinas,
SP CEP 13.07178, Brasil.

10 horas

Del 15 al 19 de
noviembre

Elaboracio de resiimenes:

2.  de aislados toxigénicos de Aspergillus flavus y especies afines en agar
crema de coco K. Dyer y Sharee McCammon.

10 horas
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2. Café, micotoxinas y cambio climatico.

R. Russell M. Paterson a,*, Nelson Lima a, Marta H. Taniwaki B

IBB-Centro de Ingenieria Biolégica, Universidad de Minho, 4710-057 Braga,
PortugalB Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Av. Brasil, 2880, Campinas,
SP CEP 13.07178, Brasil.

22111121

Lavado de cristaleria y autoclave.

Destruccion de muestras utilizadas durante procesamiento de muestras para
deteccion de mohos en café.

Adecuacion de condiciones para desarrollo de proyectos.

7 horas.

24111121

Planificacion de actividades para continuacion de proyectos.
Lavado de autoclave

Esterilizacion de medios para cultivo bacteriano y demas materiales a utilizar en
procedimientos de laboratorio.

Destruccion de material procedente del procesamiento de muestras fungicas y
bacterianas.

Participacion en proceso de destilamiento de bebida fermentada a base de
marafion.

8 horas.

26/11/21

Elaboracion de medio de cultivo para analisis de microorganismos PDA.

Capacitacion a estudiantes de Licenciatura en Salud Ambiental referente a
técnicas para procesamiento de muestras pertenecientes a sistemas de
abastecimiento de agua potable / Técnica Coli Lert, Filtracion por membrana, uso
de Placas Compac Dry.

Limpieza de autoclave y camara de flujo laminar.

7 horas.

29/11/121

Procesamiento e identificacion de mohos pertenecientes a muestras de café.

7 horas.

01/12/21

Preparacion de higienizantes para uso en procedimientos practicos de laboratorio
de bromatologia / Etanol 80%.

Procesamiento e identificacion de mohos pertenecientes a muestras de café.

7 horas.

03/12/21

Identificacion de mohos pertenecientes a muestras de café.
Lavado de cristaleria de laboratorio.
Esterilizacion en seco de cristaleria.

Destruccion de material procedente del procesamiento de muestras flingicas y
bacterianas.

7 horas.

06/12/21

Identificacion de mohos pertenecientes a muestras de café.

Presentacion: Identificacion de mohos y levaduras.

7 horas.

08/12/21

Identificacion de mohos pertenecientes a muestras de café.

Destruccion de material procedente del procesamiento de muestras flingicas y
bacterianas.

Analisis de causa segun Ishikawa.

7 horas.

10/12/21

Identificacion de mohos pertenecientes a muestras de café.

5 horas.

14712121

Identificacion de mohos pertenecientes a muestras de café.

4 horas.
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2022

21102 /22

Adecuacion de condiciones de laboratorio.
Calendarizacion de actividades.
Lavado de autoclave

Esterilizacion de muestras y medios de cultivo para destruccion.

7 horas.

23/02/22

Preparacion de medios de cultivo.
Planificacion de actividades en laboratorio.
Lavado de autoclave.

Revision Bibliografica.

7 horas.

25/02/22

Inoculacién de mohos en medios: PDA, CZY ACC.

7 horas.

28/02/22

Identificacion de crecimiento en muestras inoculadas pertenecientes a las cepas,
2-14-z ,Pen1,Pen 2.

7 horas.

03/03/22

Preparacion de medios de cultivo (Calculo).
Plaqueo de medios de cultivo.
Esterilizacion medios de cultivo.

Planificacion de actividades.

9 horas.

04/03/22

Lavado de cristaleria.
Planificacion de actividades.

Inoculacién Pen 2#, Pen 2 -10 -1, Pen 2-14y en medios ACC , PDA, CZ ,DRB.

7 horas.

07/03/22

Lectura de placas.

7 horas.

09/03/22

Lectura de placas.

7 horas .

10/03/22

Lavado de cristaleria.

Asistencia en practica de laboratorio.
Preparacion de medios de cultivo.
Plaqueo de medios de cultivo.

Lectura de placas.

8 horas.

117103 /22

Reunioén con Lic. Oscar Iraheta, docente de la Licenciatura en Salud Ambiental, en
la cual se revisaron las actividades realizadas en la pasantia y se planificacion las
futuras actividades a desarrollar.

7 horas.

147103 /22

Lavado de autoclave.

Reabastecimiento de agua destilada, por problemas de contaminacioén quimica.
Lavado de cristaleria.

Lectura de placas.

Destruccion de muestras utilizadas para la determinacion de mohos en muestras
de café.

7 horas.

16/03/22

Toma de muestras para lectura de placas.

20 min.
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23/03/22

Lavado de cristaleria.

Esterilizacion en seco de materiales a utilizar en procesos de laboratorio.

Revision de documentacion.

Lavado de autoclave.

7 horas.

30/03/22

Calculo y preparacion de medio de cultivo DRB.
Revision de desarrollo de mohos en medios de cultivo.

Tincion gran en muestras de maiz.

8 horas.

01/04/22

Preparacion de medios de cultivo: PDA + ACIDO LACTICO, CZ, ACC, DRB.

Lavado de cristaleria.

7 horas.

04/04/22

Calentamiento de medios de cultivo.

Revision y destruccion de placas procedentes de muestras de mohos.

Verificacion de fluorescencia en ACC.
Plaqueo de PDA + ACIDO LACTICO y placas restantes de DRB.

Inoculacion de PEN 3, PEN 4* y PEN 1*.

7 horas.

06/04/22

Lectura de muestras para mohos procedentes de café.

7 horas

07/04/22

Adecuacion de condiciones de laboratorio.
Lectura de muestras para mohos procedentes de café.
Capacitacion uso de medidor de Aw.

Preparacion de etanol.

8 horas

05/05/22

Destruccion de muestras procedentes de proceso de analisis.

Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café.

7 horas

06/05/22

Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café.

7 horas

09/05/22

Capacitacion para elaboracion de criobiales.
Lavado de cristaleria.
Destruccion de muestras procedentes de proceso de analisis.

Discusion de métodos para potabilizar agua.

7 horas

11/05/22

Lavado de autoclave y camara de flujo laminar.
Preparacion de etanol.

Verificacion de crecimiento de mohos.

7 horas

16/05/22

Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café.

4 horas

18/04/22

Preparacion de medio de cultivo Czpek.

Esterilizacion de papel filtro.

Asistencia al proceso de preparacion de muestras para laboratorio de toxicologia.

8 horas

20/05/22

Lavado de camara de flujo laminar.

Re inoculacion de PEN: 3,4*y 1*.

7 horas.
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23/05/22 Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café. 7 horas.
Destruccion de muestras procedentes de proceso de analisis.

25/05/22 Preparacién de medio de cultivo. 7 horas.
Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café.
Elaboracion de criobial.

30/05/22 Re inoculacion de PEN: 3,4*y 1*. 6 horas.

08/06/22 Creacion de marcha analitica para elaboracion de criobial. 4 horas.

13/06/22 Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café. 8 horas.
Revision y correcciones para plan de accion.
15/06 /22 Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café. 7 horas.
16/06/22 Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café. 7 horas.
Comprobacion mediante tincion al gran de contaminantes en muestras.
20/06/22 Preparacion de medios de cultivo. 8 horas.
Capacitacion sobre armado de destilador fraccionado.
Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café.
Esterilizacion de materiales.

24/06/22 Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café. 7 horas.
Revision de documentos de investigacion.

27/06/22 Lectura de muestras para mohos procedentes de muestras de café. 6 horas.
Preparacion de reactivos para laboratorio.

28/06/22 Laboratorio de microscopia desarrollado con estudiantes de primer afio de 7 horas.
Licenciatura en Salud Ambiental.

01/07/22 Laboratorio de microscopia desarrollado con estudiantes de primer afo de 7 horas.
Licenciatura en Salud Ambiental.

08/07/22 Laboratorio de quimica general desarrollado con estudiantes de primer afo de 7 horas.
Licenciatura en Salud Ambiental.

11/07/22 Reunién con Lic. Oscar Iraheta para revisar avances del proceso de investigacion. 7 horas.

12/07/22 Exposicion semana del estudiante de quimica y farmacia 5 horas.

15/07/22 Lavado de cristaleria. 6 horas.
Revision de avance en documentos de investigacion.
Planificacion de procesos.

25/07/22 Adecuacidn de condiciones para trabajos de laboratorio. 6 horas.
Revision de vaciado de datos para muestras de mohos en café.
Reinoculacion de sepas en ACC.

2710722 Lavado de cristaleria. 6 horas.

Procesamiento de materias primas para elaboracion de bebida fermentada.
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29/07/22

Verificacion de crecimiento de mohos en placas acc.
Determinacion de fluorescencia.

Elaboracion de bebida fermentada.

6 horas.

08/08/22

Reordenamiento de cristaleria
Reinoculacion Pen 1*
Verificacion de fluorescencia en ACC

Destruccion de muestras utilizadas en procesos de analisis.

7 horas.

10/08/22

Verificacion crecimiento de muestras de café grano oro
Capacitacion de medidor grados Brix

Discusion acerca de procesos para inactivar fermentacion.

7 horas.

11108 /22

Planificacion de actividades.
Destruccion de muestras utilizadas en analisis bromatolégico.
Verificacion de crecimiento de cepas pertenecientes a mohos en café grano oro

Reinoculacion Pen 2-14x y pen 3

7 horas.

12/08/22

Planificacion de proyecto Atol Shuco.

Destruccion de muestras pertenecientes a muestras de café grano oro.
Preparacion de medios de cultivo EMB, CETRIMIDE, PLATE COUNT, GYC, MRS.
Esterilizacion de cristaleria.

Preparacion de agua peptonada.

8 horas.

15/08/22

Continuacion de preparacion de medios de cultivo y plaqueo
Lavado de cristaleria.

Determinacion de fluorescencia en Pen 2-14x, Pen 1, Pen 2-10-1, Pen 2-16, Pen 4#

7 horas.

16/08/22

Preparacion de medios de cultivo.
Esterilizacion de materiales de laboratorio.

Lectura de Pen 1*, pen3, Pen 2-14 x.

7 horas.

18/08/22

Preparacion de camara de flujo laminar.

Inoculacion de medios de cultivo con muestras de Atol Shuco.

8 horas.

19/08/22

Lectura de muestras pertenecientes a Atol Shuco.

7 horas.

20/08/22

Lectura de muestras pertenecientes a Atol Shuco.

Realizacion de tinciones gran.

4 horas.

22/08/22

Clarificacion de experimento fermentacion.

Destruccion de muestras pertenecientes a Atol Shuco y Café grano oro.

7 horas.

23/08/22

Reinoculacion de muestras de Atol Shuco.

8 horas.

24/08/22

Lectura de muestras pertenecientes a Atol Shuco.

Inoculacién de muestras para practica Estudiantil.

7 horas.
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Analisis de causa segun Ishikawa.

26/08/22 Lectura de muestras pertenecientes a Atol Shuco. 7 horas.

30/08/22 Procesamiento de datos obtenidos en proyecto Atol Shuco. 8 horas.

30/09/22 Preparacion de materiales y medios de cultivo para laboratorio estudiantil de 7 horas.
analisis en agua potable

05/10/22 Laboratorio estudiantil de analisis para agua potable. 7 horas.

06/10/22 Discusion de resultados preliminares para laboratorio estudiantil de analisis para 7 horas.
agua potable.

07/10/22 Capacitacion: Como hacer una discusion de resultados. 1 hora.
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ANEXO 3. FICHAS DE PROCESAMIENTO PARA MUESTRAS DE MOHOS.

Universiciad de EI Satvador
P AT v

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y CONTAMINACION AMBIENTAL

SECCION DE MICROBIOLOGIA

No de Ficha:

Metodo de Conservacién:

papel filtro en agua destilada

Clave dicotdmica:

St. Germain y Summerbell. 2011. Identifying Fungi: A Clinical

Laboratory Handbook

Género:

Fecha de Recoleccién:

jul-17

Fecha de Conservacién

oct-19

Lugar de Recolecccion:

EA12507T1608H Hongo 6

Fuente de Recoleccidn

café pergamino

Condiciones de Crecimiento:

Temperatura ambiente

Condiciones de Almacenamiento

Temperatura ambiente

IDENTIFICACION

Pruebas Bioquimicas:

Resultado:

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Caracter

isticas Macroscopicas

Caracteristicas Microscopicas

Fechade

Medio de Cultivo Esterilizacion

Descripcion del
Crecimiento

Fotografia

Observaciones generales

Fotografia

Czapeck

PDA

Abundante presencia de bacterias de
tipo bacilo. Muestra no recuperada.

Crema de coco

Tipo de Micelio Tipo de Hifa Tipo de Espora Tipo de Conidios
Unicelular Microsifonada Ascosporas Fialoconidia
Pluricelular ____ Macrosifonada __ Basidiosporas _____ Blastoconidia
Dimorfico Septada Zygosporas Aneloconidia ___

Aseptada Poroconidia

Observacién:

Arthroconidia

DRB

Aleuroconidia
Clamidospora

ANALISTA:

FIRMA:
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UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICAY FARMACIA

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICAY CONTAMINACION AMBIENTAL
SECCION DE MICROBIOLOGIA
PEN 2/16A-2 Melodo de Conservacion: | papel filro en agua destiada
St Germain y Summerbell. 2011, Identifying Fungi: A Clinical Laboratory Handbook Senwre:
Jul-17 Fecha de Conservacion Oct-19
EA12507T1608H Hongo Fuente de Recoleccion café pergamino
Temperatura ambiente Condiciones de Almacenamiento Temperatura ambiente
IDENTIFICACION
FR“ tado:
|
CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Medio de Cultivo E

Czapeck Aug-21
PDA Aug-21
Crema de coco Aug-21

Dicloran Rosa de Bengala:
PURIFICADO DEBIDO AL
CRECIMIENTO DE 2
CEPAS EN EL MISMO
CRIOBIAL

ANALISTA;

29a, 33a, 7

Fotografia reverso IObsgrinones generales
Secuencia clave dicotomica: 21

135. Penicillium

Caracteristicas Microscopicas
Fotografia
a, ' V‘
5a, 86a, 122a, 131a, 132a, 134, b A ~ v
L A
&- : B
- |
{ ] e - % |

Tipo de Micelio Tipo de Hifa |
i Unicelular Microsifonada scosporas Fialoconidia X
Pluricelular _ X Macrosifonada ___ X__ asidiosporas Blastoconidia
Dimorfico Septada X ygosporas IAneloconidia
Cenocitica
septada Poroconidia

FIRMA;

IArthroconidia




Anexo 4. Desarrollo de actividades durante Pasantia de Investigacion.

Actividades Pasantia de Investigacion.

Fotografia

Descripcion

Toma de muestras de mohos inoculados,
para visualizacidn en microscopio, utilizando

la técnica de la cinta adhesiva.

. YSUES Radio Universitaria

P 4037/4500 —m -

9 YSUES Radio Universitaria

analisis quimico instrumental es nuestro invitado este jueves. iN

hitps://www.facebook com/294546065201/posts/10159178461245202/

https://www.facebook.com/294546065201/posts/10159178461245202/

se aborda el trabajo que se realiza en la Facultad de Quimica y
d de El Salvador, el Lic. Juan Cuadra Soto, docente del departamento
0 se lo pierda!

Entrevista realizada por YSUES Radio

Universitaria al Lic. Juan Cuadra, sobre el
trabajo que se realiza en el laboratorio de
Bromatologia y las investigaciones que se
llevaban a cabo; (nuestra pasantia en ese

momento).
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Manejo de equipos pertenecientes a
laboratorio de andlisis quimico e instrumental
para el desarrollo de actividades

bromatolégicas.

Elaboracién de medios de cultivo para estudio
de microorganismos presentes en café y

otras matrices alimentarias.
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Inoculacién de medios de cultivo con sepas
de mohos resguardadas en Crioviales, con el
fin de determinar sus caracteristicas

morfolégicas y potencial toxigenico.

Desarrollo de practicas estudiantiles
pertenecientes a técnicas
microbioldgicas,quimicas y agua para

consumo humano.
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Lectura y confirmacién de microrganismos
(Mohos y Bacterias) por medio del método de
tincion al gran y fluorescencia utilizando luz

ultravioleta.

Purificacién de etanol para utilizarlo con fines
de higienizacion en areas de trabajo, por

medio de destilacion.

Elaboracion de reactivos (Biuret) para el
apoyo a practicas de laboratorio de los
estudiantes de primer afio de Lic. En Salud
Ambiental.
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Desarrollo de estudios bromatolégicos
utilizando métodos tradicionales y pruebas

bioquimicas rapidas.

Estudio del proceso de Fermentacion de
frutas para la obtencion de subproducidos.

Reunidn y presentacion de avances y
resultados encontrados en la investigacion de
Atol Shuco. “An traditional Corn-Fermented
Salvadorian Beverage: Phytochemical,
Microbiological and Nutritional

Considerations”.
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Participacién en actividades bromatolégicas
(Disefio experimental, Representacién
estudiantil durante divulgacion de articulo
cientifico, Analisis microbioldgico,
Interpretacion de resultados y Redaccion de
informes técnicos) durante el desarrollo de
investigacion en coordinacion con universidad

de lllinois.
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