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RESUMEN

Los nutrientes representan la principal fuente de energia para los seres humanos y los
animales; a su vez, son indispensables para la salud de dichos organismos. Se han
estudiado alternativas sustentables para la produccién de nutrientes, siendo un ejemplo la
produccion de biomasa celular en medios de cultivo a base de sustratos renovables (como

las frutas) y subproductos de procesos industriales.

Por este motivo, se evalud el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en medios de
cultivo a base de papaya (Carica papaya) (MCBP), con y sin aireacién (2.4 L/min),
empleando el medio minimo de sales (MMS) como medio de cultivo de control y los
parametros cinéticos de dicho microorganismo en las condiciones mencionadas. Las
concentraciones para MCBP y MMS fueron 33.33%Peso/Volumen y 100 g/L sacarosa,

respectivamente.

Para el cultivo de S. cerevisiae, se inocularon 3,500,000 cel/ml en 800 ml de los medios de
cultivo mencionados (experimentos triplicados); se monitore6 la poblacién celular cada
cuatro horas (mediante conteo directo en camara de Neubauer), obteniéndose de cada

curva de crecimiento celular los parametros cinéticos promedio correspondientes, siendo

éstos: la velocidad especifica de crecimiento (,u) la velocidad de division promedio (5)
el tiempo de duplicacién (t,), el nimero de generaciones (n), y la méxima poblacién

celular alcanzada durante la fase exponencial (Cnmax )

Para ello, se obtuvo un crecimiento de S. cerevisiae favorecido en ambos medios de cultivo

(MMS y MCBP) cuando se suministra aire (reflejandose en N y Cnmax). Tomando como
referencia el MMS, se determind que en condicibn anaerobia el microorganismo se

reprodujo rapidamente en el MCBP (&, o, t; y N aumentaron), sin embargo, el valor
de Cnmax se redujo; en condicién aerobia el microorganismo se reprodujo rapidamente (4
, O y ty aumentaron), se obtuvo mayor I en ese medio de cultivo, el valor de Cnmax
disminuyé.

Palabras clave: Aireacién, Carica papaya, cinética microbiana, condiciones de crecimiento

celular, medio minimo de sales, parametros cinéticos, Saccharomyces cerevisiae.
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CAPITULO | - PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Introduccién

Los nutrientes son sustancias quimicas que engloban los glacidos, lipidos, proteinas,
elementos quimicos esenciales (Ca, P, Mg, S, Fe y Se, entre otros), agua, electrolitos (Na,
K, Cl) y vitaminas. Son requeridos por los organismos para la obtencion de energia, y
correcto desarrollo, mediante la construccién de componentes celulares y la regulacion de

procesos metabdlicos (Cervera et al, 2004).

La biomasa microbiana ha sido considerada como una fuente conveniente para la
sustitucién de nutrientes de origen animal y vegetal, ya que en general, los microorganismos
empleados tales como algas, levaduras y bacterias cuentan con un alto contenido proteico,

con aminoacidos de alto valor bioldgico, asi como de acidos nucleicos (Gamboa et al, 2017).

Las levaduras fueron de los primeros microorganismos empleados para la obtencion de
proteina, en especial Saccharomyces cerevisiae, la cual ha sido la principal fuente de
proteina unicelular (Single Cell Protein, SCP), con una produccion de 200,000 toneladas de
proteina seca anualmente (Chacoén, 2004). La levadura S. cerevisiae, es considerada como
GRAS (Generally Recognized As Safe) segun la FDA (American Food and Drug
Administration) (Zumbado et al, 2006), por lo que su empleo para la produccion de biomasa
es aceptable, ya que no representa algun efecto negativo en la salud del consumidor.
Ademas, S. cerevisiae es un microorganismo facultativo dado que posee la capacidad para

poder desarrollarse tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.

Para la produccion de biomasa, se emplean sustratos que confieren la fuente de carbono a
los microorganismos; éstos pueden ser de dos tipos: 1) fésiles y 2) renovables (Palmerin et
al, 2011); siendo la segunda de mayor importancia, pues hoy en dia se busca el empleo de
técnicas sustentables, para satisfacer necesidades humanas sin afectar al medio ambiente.
Unos de algunos ejemplos de fuentes de carbono renovables para el crecimiento de

microorganismos son;

» Las frutas, como la papaya (Carica papaya), la cual es producida en areas subtropicales

y tropicales de todo el mundo debido a su alta demanda (Rivas, 2003).



Los parametros cinéticos son valores que reflejan el comportamiento del crecimiento celular
durante la fase exponencial en condiciones especificas (tipos de sustratos y condiciones de
aireacion); dichos parametros abarcan:

e Velocidad de crecimiento celular, r,: La velocidad a la que se reproduce el

n

microorganismo.

e Velocidad de division promedio, O : El nimero de generaciones que se tienen a un
tiempo determinado.

e Tiempo de duplicacion celular, tg : El tiempo en que el microorganismo se divide.

e Velocidad especifica de crecimiento celular, £ : La relacion entre I;, y su respectiva

concentracion celular durante la fase exponencial.

1.2 Planteamiento del problema

Dado que la salud humana y animal dependen en gran parte de la nutricién, se han
estudiado alternativas para la produccion de nutrientes de forma sustentable; una de ellas
es el uso de microorganismos no patdgenos (en este caso S. cerevisiae) para el
aprovechamiento de los nutrientes contenidos en su biomasa. El desarrollo de tales
microrganismos esta en funcién a factores de crecimiento, algunos de éstos son: los
nutrientes, la temperatura y el pH del medio de cultivo, asi como la presencia o ausencia

de oxigeno.

Existen medios de cultivo definidos que favorecen el crecimiento de microorganismos
especificos; sin embargo, son de costo elevado. Esto ha impulsado la investigacion de
medios de cultivo alternativos y de bajo costo, que favorezcan el crecimiento de los
microorganismos. Con base en lo anterior, el estudio de medios de cultivo a base de
sustratos de alta disponibilidad (C. papaya), han demostrado ser capaz de propiciar el

crecimiento de S. cerevisiae.

De las fases de crecimiento de un microorganismo, la fase exponencial es la de mayor
interés, dado que en ella se tiene la maxima reproduccion celular (y con esto, el aumento
en la cantidad de biomasa celular). Para estudiar dicha fase, se emplean los parametros
cinéticos, ya que permiten la evaluacion del crecimiento de los microorganismos en medios

de cultivo especificos.



1.3 Justificacion

Dada la busqueda de fuentes nutritivas, se han estudiado alternativas para su produccion
sustentable; una de ellas es la produccion de biomasa celular mediante el uso de medios
de cultivo a base de sustratos de bajo costo (en comparacion con los medios de cultivo
definidos) y alta disponibilidad, ya que en la composicion de dicha biomasa se encuentran
nutrientes tales como carbohidratos, lipidos, y proteinas que son capaces de ser

aprovechados por los seres humanos y los animales.

S. cerevisiae es un microorganismo de facil manipulacién y de rapido crecimiento; es
utilizado para la produccién de alimentos como el pan y bebidas alcohdlicas (Jamieson,
1992). Por otra parte, su biomasa es aceptada para consumo humano y animal, dado que
este microorganismo es considerado GRAS por la FDA. La biomasa celular es entonces,
una fuente alternativa de proteinas, las cuales pueden sustituir algunas de consumo
tradicional, como lo son las proteinas de origen animal y vegetal (Chacén, 2004). Ademas,
S. cerevisiae puede ser cultivado en medios de cultivo con y sin aireacion, dado que es un
microorganismo aerobio facultativo; estas caracteristicas permiten entonces, evaluar la

eficiencia de su desarrollo en ambas condiciones.

Para el estudio del crecimiento de S. cerevisiae, se emple6 el medio de cultivo a base de:

» Papaya (C. papaya), por ser una de las frutas mas producidas en México, siendo
Veracruz, el estado con el quinto lugar de su produccién a nivel nacional.

Este sustrato renovable posee nutrientes que favorecen el crecimiento de microorganismos,

tales como azlcares y compuestos nitrogenados; esto representa una alternativa en el uso

de medio de cultivo definido.

Por lo tanto, se evalla el crecimiento de S. cerevisiae en el medio de cultivo mencionado,
con y sin aireacion, mediante el uso del medio minimo de sales como medio de cultivo de
control y los parametros cinéticos, que muestran detalladamente el comportamiento del
crecimiento celular en las condiciones en que se desarrolla el microorganismo, con el fin de
analizar la eficiencia del crecimiento celular y a su vez, la factibilidad de la produccién de

biomasa celular.



1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Evaluar los pardmetros cinéticos de S. cerevisiae en medio de cultivo a base de C. papaya,

con y sin aireaciéon, como indicadores de la eficiencia de su crecimiento.

1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar los parametros cinéticos de S. cerevisiae en medio de cultivo a base de
C. papaya y medio minimo de sales, con y sin aireacion.

e Analizar el crecimiento de S. cerevisiae en los medios de cultivo mencionados
cuando se suministra aire, mediante la comparacion de los parametros cinéticos de
dicho microorganismo.

e Comparar el crecimiento de S. cerevisiae en los medios de cultivo a base de C.
papaya, tomando como referencia los parametros cinéticos correspondientes al
medio minimo de sales, tanto en condicién aerobia como anaerobia.

e Evaluar el crecimiento de S. cerevisiae a base de C. papaya en el Biorreactor del

ITSM, y comparar los parametros cinéticos con el medio minimo de sales.

1.5 Hipotesis
Mediante la evaluacion de los parametros cinéticos de S. cerevisiae en diferentes
condiciones metabdlicas (medio de cultivo a base de C. papaya, con y sin aireacion), es

posible determinar la eficiencia de su crecimiento.



1.6 Alcances

La evaluacion del crecimiento de S. cerevisiae involucra la obtencién y analisis de los
parametros cinéticos; para ello es necesaria la elaboracion de los medios de cultivo a base
de C. papaya y medio minimo de sales, asi como el monitoreo de la concentracién celular

de dicho microorganismo en los medios de cultivo mencionados, con y sin aireacion.

El desarrollo experimental se realizé en el laboratorio de Ingenieria Bioquimica del ITSM,
debido a que en sus instalaciones se cuenta con el espacio adecuado para alojar el equipo
de agitacion y aireacion de los medios de cultivo en los que se desarrolla S. cerevisiae, asi

como para realizar los conteos celulares.

1.7 Limitaciones

A pesar que la biomasa es un producto de importancia, la cantidad obtenida al término de
cada experimento fue minima, por este motivo se omite el analisis de la cantidad generada

en los medios de cultivo estudiados; en su lugar, se emplea la concentracion celular maxima
obtenida (Cnmax) como parametro cinético, para mostrar indirectamente la cantidad

maxima de biomasa generada.



CAPITULO Il - MARCO TEORICO

2.1 Levaduras
2.1.1 Generalidades

La levadura Saccharomyces cerevisiae es considerada como el microorganismo mas usado
por el ser humano a través de los afios, pues ha sido empleado para la elaboracion de
muchos alimentos, siendo algunos ejemplos el pan y las bebidas alcohdlicas (Aranda et al,
2004).

Algunas levaduras se forman sobre los medios de cultivo como colonias pastosas, las
cuales se constituyen por células aisladas que suelen estar en forma esférica, ovoide,
elipsoide o alargada (ver figura 1); unas pocas pueden presentar hifas. Algunas pueden
medir de 1 a 9 ym de ancho y de 2 a mas 20 um de longitud; esto depende de la especie y

edad del microorganismo, asi como de la nutricién y algunos otros factores.

. @ M B K =

Puntiforme  Circular ~ Filamentosa lrregular Rizoide Fusiforme

Elevacion

—_— - A A

Plana Elevada Convexa Pulvinada Umbonada

Entero  Ondulado Lobulado Erosionado Filamentoso Rizado

Figura 1. Morfologia de colonias microbianas (Prescott et al, 2002).

Las levaduras son microorganismos aerobios; muchas especies son fermentadoras,
algunas otras no, como por ejemplo los géneros Cryptococcus y Rhodotirula. Las levaduras
pueden a llegar a fermentar algunos pocos glucidos, principalmente hexosas y disacaridos.
Los microorganismos del género Saccharomyces, son fermentadores energéticos de los
azUcares bajo condiciones anaerobias (sin oxigeno). Dekkera, su anamorfo Brettanomyces
y algunas otras, llegan a fermentar la glucosa mucho mas rapido en aerobiosis (Carrillo et
al, 2007).



Los primeros microorganismos mas utilizados como fuente de proteina fueron las
levaduras, destacando S. cerevisiae; dicho microorganismo es, hasta el dia de hoy, la
principal fuente de proteina unicelular, la cual es obtenida de su biomasa (Suarez et al,
2016).

2.1.2 Saccharomyces cerevisiae

La levadura S. cerevisiae constituye el grupo de microorganismos mas profundamente
asociado al progreso y bienestar de los seres humanos; su nombre se deriva del vocablo
Saccharo (azucar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). Es una levadura heterétrofa, que
obtiene su energia a partir de la glucosa y tiene una elevada capacidad fermentativa.
También puede aislarse con facilidad en plantas y en la tierra, asi como en el tracto

gastrointestinal y genital humano.

Esta levadura es utilizada en la panificacién y en las industrias de fabricacion de cerveza,
vinos, asi como de alcohol. La levadura inactivada por temperatura, se usa como fuente de
nutrientes en la alimentacién animal y humana, consumiéndose directamente, al igual que

algunos de sus derivados.

S. cerevisiae es una levadura considerada como microorganismos GRAS, por lo que se ha
llegado a emplear como aditivo alimentario. Se ha analizado que la crema de la levadura S.
cerevisiae concentrada, alcanza valores de materia seca (MS) de 18 a 20%, con un
contenido de proteina bruta (PB) de 32 a 36% sobre base seca (se llegaron a registrar

valores inferiores a 39%).

2.1.3 Recuperacion de levadura

Durante el proceso de la fermentacion, S. cerevisiae se desarrolla factiblemente,
reproduciéndose y generando mas células (producto valioso); este microorganismo puede
emplearse como alimento animal (en crema seca) o recuperarse para recircularla al proceso
e iniciar de nuevo la fermentacion. La calidad de la levadura recuperada depende del modo
en gue se lleve a cabo el proceso fermentativo, asi como de su manejo durante operaciones

gue la involucren.

2.1.4 Factores de crecimiento y desarrollo de la levadura
a) Presion osmética: La alimentacion de la levadura es un proceso practicamente
osmoético; es importante evitar que los medios de cultivo sean hiperténicos o
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b)

f)

hipotonicos, puesto que podria darse lugar a plasmoptisis y la plasmadlisis de las células.
El estrés osmotico puede llegar a causar la disminucion en el volumen celular, afectando
al mismo tiempo, la velocidad de la fermentacion, asi como la viabilidad celular.
Temperatura: Temperaturas elevadas ocasionan la disminucién de la biomasa celular;
esto es producto del descenso en el contenido de las proteinas y el &cido ribonucleico
(ARN). El &cido desoxirribonucleico (ADN) y los aminoacidos que se encuentran libres,
inducen la rigidez de la membrana celular. Temperaturas muy bajas pueden llegar a
provocar un estado de latencia en las células, deteniendo asi su crecimiento.
Desecacién: Es uno de los principales agentes que inhiben las actividades y desarrollo
de los microorganismos.

Luz: En general, la luz es perjudicial para los microorganismos que carecen de clorofila,
o cualquier otro pigmento que les permita usar la energia de las radiaciones en el
proceso de fotosintesis.

pH: El pH 6ptimo en el cual se pueden desarrollar los microorganismos, oscila entre 4
y 5. Las levaduras poseen una gran ventaja, al soportar medios mas acidos que otros
microorganismos; esta caracteristica ha sido aprovechada en los procesos industriales,
evitando asi, el crecimiento de bacterias que compitan por los nutrientes contenidos en
el medio de cultivo.

Alcohol: El efecto del etanol en la célula es una combinacién de inhibicién (anulacién)
del crecimiento y la disminucién de la viabilidad (capacidad de reproduccion); puede
llegar a actuar como inhibidor de la fermentacion a partir del 8% en volumen. Se ha
determinado que no es recomendable terminar la fermentacion con un grado de alcohol

muy elevado (Suarez et al, 2016).

2.2 Medio minimo de sales (MMS)

El medio minimo de sales es un medio de cultivo quimicamente definido, empleado

generalmente para el crecimiento de microorganismos poco exigentes nutricionalmente

(Aquiahuatl et al, 2004). Dicha composicion (ver tabla 1) representa una ventaja para ser

utilizado como medio de cultivo de control, y evaluar el crecimiento de microorganismo

especificos (tal es el caso de la levadura S. cerevisiae) en determinados medios de cultivo.



Los componentes de éste medio de cultivo se resumen en sales y una fuente de carbono
(glucosa); dichos nutrientes son los minimamente requeridos por los microorganismos para

propiciar su desarrollo.

Tabla 1. Composicion del MMS.
Componente g/L
Glucosa 10
(NH4)2S04 5
MgSOg4-7H.0 2
K2HPO4 2
FeS0O4-7H.0 0.1
pH 6.5-7.0

2.3 Carica papaya

La papaya (C. papaya) pertenece a la familia Caricaceae, género Carica (Badillo, 2002). Es
una planta herbacea, un arbol pequefio con tallo tnico (raras veces ramificado) y frondoso
en la parte superior (ver figura 2). Su fruto se conoce cominmente como papaya, papayon
y olocotdn; es una fruta tropical con forma oval a periforme, perfumada, de sabor dulce y

muy jugosa (Gémez et. al, 2008).

Figura 2. Carica papaya (Koehler,1887).



La papaya es un fruto climatérico, es decir, sigue madurando tras su cosecha. El estado
climatérico es un estado de auto estimulacion, en el cual se produce un cambio de
crecimiento a envejecimiento de los frutos, observdndose un incremento repentino en la
actividad respiratoria, asi como cambios bioquimicos iniciados por la produccion auto
catalitica de etileno (Badillo, 2002). Con este fruto se preparan purés, jugos, mermeladas,
gelatinas, dulces, almibar, entre otros productos (Upadhyay, 2014; Kurozawa, 2014).

El papayo es nativo de los tropicos americanos; es cultivado en &reas subtropicales y
tropicales de todo el mundo debido a la alta demanda de su fruto, asi como para la
extraccion de papaina (Rivas, 2003). La papaya es la tercera fruta tropical mas consumida
en el mundo, y por el dinamismo en su comercializacién es considerada una de las més
importantes econémicamente. México ocupa el sexto lugar como productor mundial con
712,917 toneladas, de las cuales una quinta parte de la produccion se destina al mercado
exterior. Estados Unidos de América es el principal mercado de papaya producida en
México (Evans y Vallen, 2012; SAGARPA, 2013).

Cabe resaltar que, en México los estados productores mas importantes de este fruto son:
Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Colima, Guerrero y Michoacéan, los cuales aportaron el 79%
del volumen total (SIAP, 2014).

2.3.1 Propiedades

C. papaya es muy apreciada por sus propiedades nutritivas y delicioso sabor. Es ideal para
regimenes (dietas), por contener vitaminas Bi1, B2 y niacina o Bs, todas del Complejo B,
mismas que regulan el sistema nervioso y el aparato digestivo, fortifican el musculo
cardiaco, protegen la piel y el cabello; dichas vitaminas son esenciales para el crecimiento.
Contiene también vitaminas A y C, es rica en minerales como calcio, fésforo, magnesio,

hierro, azufre, silicio, sodio y potasio (Rivera et al, 2010).

La papaya es conocida como fruta de consumo, tanto en forma directa como en jugos y
dulces; tiene magnificas propiedades para facilitar la digestion de alimentos de dificil
asimilacién, debido a su alto contenido de papaina. De dicha enzima, se producen mas de
1,000 toneladas anuales en el mundo entero; se utiliza en la fabricacién de cerveza,
cosméticos e industria alimenticia (Netsuwan, 2013). La papaina degrada las proteinas y
acelera el proceso digestivo. Son conocidas también sus propiedades antiacidas y laxantes.

Dado su bajo aporte calérico, es muy utilizada en dietas de adelgazamiento (Badillo, 2002).
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Este fruto es usualmente consumido crudo, sin cascara ni semillas; en estado verde
(inmaduro), puede ser consumido en ensaladas y estofados. Posee una cantidad
relativamente alta de pectina, la cual puede ser usada para preparar mermeladas. En
algunas partes del mundo, las hojas de papaya son utilizadas como té para el tratamiento
contra la malaria; sin embargo, se desconoce su mecanismo y no se ha demostrado

cientificamente.

2.3.2 Composicion quimica

Gomez et al (2008), analizaron cuatro cultivares de C. papaya sin llegar a la madurez,
enfocandose en el contenido en azlcares, acidos organicos, aminoacidos, vitaminas y
minerales. El contenido de humedad varié de 87 a 94%, los carbohidratos de 2 a 12%
(sacarosa 7-50%, glucosa 14-78% vy fructosa 13-50% del contenido total de carbohidratos).
La materia seca aumenté un 7% a los 15 dias de la formacion del fruto, y 13% tras la
cosecha. Durante este periodo, hay una débil disminucién del contenido de sélidos
insolubles en alcohol, almidén y algunos minerales; a su vez, se presenta un aumento en
la cantidad de azucares. La concentracion de acidos varia mucho durante la maduracion
del fruto. El contenido de hierro aumentd durante el desarrollo del fruto, mientras que el
potasio, fésforo y calcio no sufrieron cambios significativos. El contenido de las vitaminas A

y C aument6 durante la maduracion (al igual que las proteinas).

El cambio mas significativo que ocurre en la maduracién del fruto es la aparicion de
azUcares solubles en C. papaya. Los polisacaridos se metabolizan en azlcares, por lo que
incrementa el dulzor. El azlicar predominante en C. papaya madura es sacarosa (48.3%),
seguido de glucosa (29%) y fructosa (21 %), y trazas de pseudoheptulosa (Rivas, 2003). El
enzima que cataliza la inversién de sacarosa (rompimiento de dicha molécula para dar lugar
a glucosa y fructosa), B-fructofuranosidasa, también esta presente (Chan y Kwok, 1975). Al
ser mas elevado el contenido en azulcares que en acidos, el sabor dulce predomina. La
acidez titulable aumenta a medida que el fruto madura a 24 °C, pero una vez alcanzada,
disminuye. El contenido en acidos organicos de la papaya madura es mas bajo que el de

otras frutas y esto contribuye a su agradable sabor dulce.

A diferencia de la mayoria de las frutas, C. papaya aumenta el contenido de vitamina C a
medida que se desarrolla, alcanzandose el maximo valor en la madurez (55 mg/100 g de

producto comestible). EI mineral mas abundante encontrado en este fruto es el potasio, que
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se suele encontrar combinado con algunos acidos organicos (Upadhyay, 2013). Netsuwan
(2013) determiné que la calidad organoléptica, el perfil de compuestos volatiles y el
contenido lipidico dependian del estado de madurez del fruto.

En la tabla 2 se muestra la proporcion de los componentes principales de C. papaya
correspondientes a 100 g de fruto.

Tabla 2. Composicion de C. Papaya por cada 100g (USDA, 2018).
Carbohidratos 10.82¢g
Azlcares 7.82¢9
Fibra alimentaria 15¢g
Grasas 0.26 ¢
Proteinas 0479
Tiamina (vit. B1) 0.023 mg
Riboflavina (vit. B2) 0.027 mg
Niacina (vit. B3) 0.357 mg
Acido pantoténico (vit. B5) 0.191 mg
Acido félico (vit. B9) 37 ug
Fésforo 14 mg

2.4 Crecimiento celular

2.4.1 Curva de crecimiento celular

Las colonias de microorganismos raramente tienen un crecimiento exponencial prolongado;
si esto llegara a ocurrir en un determinado tiempo 0 muy poco tiempo, la tierra estaria
totalmente cubierta por una masa de microorganismos, mayor que la de la misma tierra. El
crecimiento normalmente estd limitado por el metabolismo microbiano; la principal
consecuencia es que, al cabo de un cierto tiempo, el crecimiento llega a disminuir hasta
detenerse (ver la fase exponencial en la figura 3). Cuando se realiza el monitoreo del
crecimiento de un microorganismo en particular, se realizan este tipo de graficas (curva de
crecimiento celular); generalmente se analiza la fase exponencial, dado que en ella los
microorganismos se reproducen rapidamente hasta agotar los nutrientes presentes (se

presenta el mayor incremento en la poblacion celular).
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2.4.2 Fases del crecimiento celular

En la figura 3, se muestran las cuatro fases tipicas del crecimiento microbiano:
1. Fase de latencia

2. Fase exponencial

3. Fase estacionaria

4. Fase de muerte

r 3

Fase de
muerte

Fase
estacionaria

Fase de ! Fase
latencia;  exponencial

Log(Numero de células viables)

v

Tiempo

Figura 3. Curva de proliferacién tipica de una poblacion microbiana (Fuente: elaboracion
propia).

1) Fase de retardo o de latencia: Existe un aparente retardo en el aumento de la
poblacion celular; durante esta fase, las células sintetizan enzimas para llevar a cabo
las actividades metabdlicas necesarias. Cuando se monitorea la concentracion celular
durante esta fase, los valores no presentan cambios significativos.

El microorganismo se prepara para que los nutrientes puedan ser absorbidos
adecuadamente; durante esta fase, el microorganismo se adapta al medio y aumenta
la masa celular (tamafio de células) pero no la poblacidn celular (nimero de células). El
tiempo de latencia del microorganismo depende de las condiciones en las que se
encuentre el inoculo (células a reproducir), es decir, el tiempo que ha permanecido
dentro del medio de cultivo (dado que disminuye la cantidad de nutrientes y se acumulan
productos toxicos); por este motivo, se llega a decir que los inéculos viejos alargan la

fase de latencia del microorganismo a cultivar.
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2)

3)

4)

Fase exponencial: ElI microorganismo entra en la fase de crecimiento exponencial,
donde la velocidad de crecimiento llega a ser la maxima. La velocidad de crecimiento
gue llega a alcanzar un cultivo, depende del tipo de microorganismo, asi como de los
factores de crecimiento (intrinsecos y extrinsecos al medio de cultivo) tales como la
temperatura, el pH, la oxigenacion, etc. En la mayoria de los casos, esta fase presenta
una tendencia lineal; gracias a esto se han desarrollado modelos mateméaticos para el
estudio del crecimiento de los microorganismos.

Fase estacionaria: Al final de la fase exponencial, la velocidad de crecimiento
comenzard a disminuir hasta hacerse nula; es entonces cuando el microorganismo llega
a la fase estacionaria, ya que la composicion del medio de cultivo se ha modificado
(cambios en la concentracion de oxigeno presente o de pH) y la concentracion de
nutrientes ha disminuido; esto desencadena la regulacion de la actividad enzimatica. Se
acumulan productos metabdlicos que pueden ser tdxicos para el cultivo celular. En esta
fase se llegan a equilibrar el nimero de las células nuevas con las células que mueren.
Fase de decadencia o de muerte: Al final de la fase estacionaria, el microorganismo
comienza la fase de muerte, en la cual el nimero de células comienza a disminuir (las
células comienzan a morir). La pendiente de esta fase puede ser mas o menos

pronunciada; esto depende del microorganismo en cuestion.

2.4.3 Métodos de mediciéon del crecimiento

El aumento de la poblacidn celular se determina mediante mediciones sucesivas en tiempos

determinados; existen varias maneras para determinar la poblaciéon microbiana:

a)

Conteo directo en microscopio: Es el método mas comun y rapido; consiste en contar
las células presentes en un volumen determinado. Para que estos recuentos puedan
llevarse a cabo, generalmente se utilizan las cdmaras de recuento, también conocidas
como cdmaras de Neubauer (ver figura 4). Una de las mayores ventajas de dichas
camaras es que brindan informacién adicional sobre el tamafio real y la morfologia de
los objetos contados. La muestra que contiene al microorganismo puede utilizarse tal
cual, siempre y cuando se encuentre en estado liquido; también se pueden preparar

diluciones (tanto para muestras liquidas como sélidas).
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Figura 4. Camara de Neubauer observada en el microscopio (Fuente: elaboraciéon
propia).

El conteo celular en camara de Neubauer, se basa en conocer el nimero de células en
un volumen de muestra. Con base en la figura 4, el volumen de muestra se determina

de la siguiente manera: La cuadricula central (CC) esta dividida en 25 cuadros

pequefios (CP) (cada uno de 0.2X0.2 mm), cada uno dividido en 4X4 cuadros diminutos
(CD); el area de CC es de 1mm?, mientras que el espacio entre dicha area y el

cubreobjetos es de 0.1mm, lo cual da como resultado un volumen de conteo de 0.1mm?3,

o bien, 1X10“*ml. Para el conteo celular en cuadro chico (en CC) se consideran las
células que se encuentren dentro de cada CD, asi como aquellas que toquen sus bordes

izquierdo e inferior (conteo en forma de L); para la determinacién de la concentracién

celular (C) se emplea la siguiente formula:

C=N-10"-D
Donde:
C: Concentracion celular, cel/ml.
Indica el nimero de células presentes en un mililitro de muestra.
N : Promedio de células presentes en 1 mm?, cel.
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Si se cuentan las células presentes en los cuadros CP central y extremos de

CC, el valor de N serd la division de la suma total de dichas células entre

los 5 cuadros CP contados.
10%: Constante, unidad de volumen para el area contada (1 mm?), ml2.

Dado que las unidades de C son cel/ml, debera dividirse N entre el

volumen de muestra para 1 mm? , es decir, entre 10 ml, o bien, multiplicar
N por 10* ml?.
D: Factor de dilucion empleado para realizar el conteo celular.

Por ejemplo, si se realiz6 una dilucion con 1ml de muestray 2ml de agua sin

células, el valor de D sera 3.

b) Conteo de células viables: Este método se basa en que el crecimiento implica el
aumento de los microorganismos capaces de formar colonias; el método puede hacerse
con medios solidos o liquidos.

* Conteo en placas o cajas Petri: Este método permite determinar solo las células
microbianas viables en las condiciones de crecimiento estudiadas (nutrientes,
atmosfera, temperatura, entre otros). Para esto, se siembra una cantidad conocida de
la suspension microbioldgica en el medio de cultivo sélido.
En un medio sélido, cada bacteria se llegara a multiplicar formando una colonia visible
capaz de ser contada a simple vista. Ya que las colonias pueden originarse tanto de
una célula como de un grupo de células, se utiliza el término llamado: Unidades
Formadoras de Colonias (UFC); esto puede ser una desventaja ya que si dos bacterias
no se separan daran una sola colonia, llegando a subestimar de esta forma el nimero
de microorganismos en la suspension.
Considerando que todas las células presentes en una placa dispongan de los nutrientes,
y que los errores en la metodologia sean menores, se establece que las condiciones
Optimas de conteo se dan cuando se desarrollan entre 30 y 300 colonias.
* Determinacién del NiUmero Mas Probable (NMP): Algunas bacterias son dificiles de
contar en los medios soélidos; para esto se recurre a esta técnica, la cual se basa en la
presencia o ausencia de un determinado tipo de microorganismo (capaz de reproducirse
o de producir una determinada reaccion en el medio) en varias cantidades de muestra.
Para determinar el NMP de un microorganismo, se tiene que diluir la muestra hasta que
se tenga una densidad menor a 1 célula por cada mililitro de diluyente.
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La interpretacion de los resultados se hace con base en una distribucion estadistica, y
en general se emplean tablas preparadas de acuerdo a la cantidad de muestra que se
siembra en cada serie de tubos (teniendo en cuenta la dilucibn que se observa la
proliferacion de los microorganismos).
Este método se emplea para los recuentos microbianos de nitratadores por la dificultad
en la visualizacion de las colonias en los medios soélidos. Es Util para determinar cargas
microbianas bajas, menores a 10 por gramo, asi como para cargas mayores utilizando
las diluciones adecuadas. Se prefiere este método cuando los microorganismos son de
muy lento crecimiento, o cuando han sido sometidos a condiciones adversas, por
ejemplo: altas temperaturas, desecacion, cambios en el pH, etc.

c) Otros métodos para poder contar:

» Determinacién de adenosin trifosfato (ATP): Es un método que permite determinar

indirectamente la masa microbiana de una poblacién. Se considera que la proporcion de

ATP encontrado en una muestra es proporcional con respecto a las células vivas.

* Recuento electrénico: Los contadores electrénicos permiten realizar recuentos de
bacterias o levaduras no filamentosas, asi como protozoarios, pero no el de los hongos, ni
microorganismos filamentosos o micelares. Este instrumento consta de electrodos que
llegan a medir la resistencia eléctrica del sistema. Un volumen fijo de una suspensién de un
microorganismo es forzado a pasar desde un compartimiento al otro a través del pequefio
conducto. Cuando pasa un microorganismo, la resistencia al pasar de una corriente
eléctrica se incrementa debido a que la conductividad del microorganismo es menor que la

del medio. Estos cambios en la resistencia son convertidos en pulsos y son contados.

Este tipo de recuentos presentan algunas desventajas, ya que no pueden medirse los
pulsos en soluciones muy concentradas de microorganismos, debido a que el paso de mas
de una célula en un breve periodo de tiempo, serd considerado como una célula mas
grande, y es comun la obstruccion del orificio debido a los microorganismos de gran tamafio
(Brock et al, 1993).
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2.5 Parametros cinéticos

La concentraciéon celular (Cn) hace referencia al nUmero de células presentes en un

volumen de muestra conocido. En consecuencia, la tasa de crecimiento celular puede

definirse de varias maneras diferentes, tales como:

dd% = Cambio de concentracion celular respecto al tiempo (cel/ml -h)
r, = Velocidad de crecimiento celular (cel/ml-h)

N = Numero de generaciones

S = Velocidad de division promedio (h™)

U= Velocidad especifica de crecimiento (h’l)

t, = Tiempo de duplicacion (h)

Los valores de dCn/dt y I, son iguales s6lo cuando el microorganismo se cultiva en un

fermentador por lotes, debido a que el microorganismo se desarrolla en un sistema cerrado
(sin entrada ni salida de materia, a excepcion del aire filtrado) y su crecimiento depende de
la concentracion de sustrato inicial (la cual disminuye con el paso del tiempo, hasta agotarse
totalmente). Cuando el cultivo del microorganismo es en un fermentador de operacién
continua (sistema abierto), el crecimiento no se ve afectado por la concentracion de sustrato
inicial dado que permanece constante; por este motivo, dicho crecimiento se ve afectado
por factores tales como el flujo volumétrico del medio de cultivo, el tiempo de residencia del

cultivo y otras condiciones operativas. Por lo tanto, en operacion continua dCn/dt y r,

no son iguales (ya que intervienen factores externos).

La velocidad de crecimiento celular basada en el nimero de células (rn) y la que se basa

en el peso celular (rx) no son necesariamente las mismas, porque el tamafio promedio de

las células puede variar considerablemente de una fase a otra (de fase liquida a fase sélida).
Cuando la masa de una célula individual aumenta sin division, la tasa de crecimiento basada
en el peso celular aumenta, mientras que la que se basa en el nimero de células

permanece igual.
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A veces la velocidad de crecimiento es confundida con la velocidad de division, por lo que
ésta ultima se define como la tasa de division celular por unidad de tiempo, es decir, qué
tanto se ha dividido la célula en un tiempo determinado o bien, el nUmero de generaciones

producidas por unidad de tiempo.

2.5.1 Determinacion de los pardmetros cinéticos

2.5.1.1 Numero de generaciones (n):

Si después de un tiempo inicial {; = 0, todas las células contenidas en un matraz (nimero
de células inicial Cn,) se han dividido después de un cierto periodo de tiempo (t), la

poblacién celular habra aumentado a Cn, -2, ya que la divisién celular da origen a dos

células hijas. Si las dos células generadas se dividen | veces después del tiempo 1, el
namero total de células (nimero de células final Cn) sera
Cn=Cn,-2",

Para despejar I de la ecuacién anterior, pueden emplearse algunas estrategias:
1) Aplicar logao:

Cn=Cn,-2"

log,,[ Cn=Cn,-2" |

log,, (Cn) = log,, (Cn, -2")
log,, (Cn) = log,, (Cn, ) +log,, (2")
log,, (Cn)=log,, (Cny)+n-log,,(2)
n-log,, (2)=1log,,(Cn)—log,, (Cn,)
o l0gy (Cn)—log,, (Cny)

log,, (2)

N log,, (Cn)—log,, (Cn,) )
0.301
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2) Aplicar logy:
Cn=Cn,-2"
log,| Cn=Cn,-2" |
log, (Cn) =log, (Cn, -2")
log, (Cn) =log, (Cn, ) +log, (2")

1

log, (Cn)=1log, (Cn,)+n-log, (2)
log, (Cn) =1log, (Cn,)+n
n=log, (Cn)-log,(Cn,) (2)

2.6.1.2 Velocidad de divisién promedio (&).
Indica el ndmero de generaciones (n) producidas por unidad de tiempo (t);

matematicamente se expresa de la siguiente manera:

5=1. (3)

La velocidad de divisién promedio puede representarse de dos maneras, dependiendo de

la forma en que se exprese Il:

Representacion 1

Sustituyendo [ (ecuacion 1) en la ecuacion 3, se tiene que:

log,, (Cn)—logy, (Cny)

5 0.301
t
5= log,, (Cn)_logm (Cno) (4)
0.301-t

Representacién 2
Sustituyendo [ (ecuacion 2) en la ecuacion 3, se tiene que:

(5:Iogz(Cn)—Jogz(Cno)
0.301-t '

Si el tiempo final es el tiempo de duplicacion (t =t ) entonces el nimero de células finales

serd el doble del nimero de células iniciales:

Cn=2-Cn, .
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Dicho esto, se sustituye Cn y { en la ecuacion 4:

5o log,, (2-Cn,)—log,, (Cn,)
0.301-t,

_ log, (2) +1log,, (Cny) —log,, (Cny )
0.301-t,

o

5o log,, (2) (5)
0.301-t,

0301
0.301-t,

5:25: (6)

2.5.1.3 Tiempo de duplicacion (tq).
El tiempo de duplicacion indica el tiempo en el cual se produce una generacion de

microorganismos; para calcularlo, se despeja de la ecuacion 6:

1
t, =—|
)
A partir de la ecuacion 5, se despeja 1 :
¢ logy, (2) ;
¢ 03016
se sabe por bibliografia que
0.301-6 = u,
por lo tanto
_log,, (2)
d — .
Y7,
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2.5.1.4 Velocidad de crecimiento celular (rn).

Representacion 1:

Se sabe que la velocidad de crecimiento celular es el cambio de la concentracion celular
respecto al tiempo en el caso del cultivo de microorganismos en un fermentador por lotes,

por lo que matematicamente se denota de la siguiente manera:

ey
Integrando la ecuacion 7 se tiene que
r,-dt=d(Cn)
rnj'ot dt = Iccn: d(Cn)
r.-t=Cn-Cn;

de la ultima expresion, se despeja Cn :

Cn=r -t+Cn,| (8)
LI

La ecuacion 8 obedece el modelo de la ecuacién general para una linea recta; de la cual,

la pendiente (b,) indica directamente el valor de T, .

Representacion 2:
Es importante mencionar que I, puede expresarse con la siguiente forma:
r=u-Cn.
La expresion anterior es una ecuacion de velocidad de primer orden, ya que la velocidad

de crecimiento celular (T,) depende de un solo factor, la concentracion celular (Cn), el

cual se multiplica por un factor de proporcionalidad (,u) :

2.5.1.5 Velocidad especifica de crecimiento celular (u).

La velocidad especifica de crecimiento celular puede representarse de la siguiente forma.

d(Cn) 1 d(In(Cn))

dt Cn dt

(9) (10)

22




La igualdad anterior puede comprobarse desarrollando las ecuaciones 9 y 10. Partiendo de

la ecuacion 9, se resuelve la ecuacion diferencial de la siguiente manera:

integrando la expresion anterior, se obtiene la ecuaciéon 11:

‘LIJ-tdt _ Cn d (Cn)

0 C  Cnh
u-t=In(Cn)—In(Cn,) (11)

Partiendo de la ecuacion 10, se resuelve la ecuacion diferencial de la siguiente manera:

d(In(Cn))
dt
p-dt=d(In(Cn));

integrando la expresion anterior, se obtiene la ecuacién 12:

ﬂj; dt :j;:d (In(Cn))

p-t=In(Cn)-In(Cny) (12)

Dado que las ecuaciones 11 y 12 son idénticas, se demuestra que las ecuaciones 9y 10

pueden ser empleadas para representara 4 .

Partiendo de la ecuacién 11, se despeja In(Cn); esto da como resultado la siguiente

ecuacion:

In(Cn)= -t +In(Cny)
ot h

bO

de la cual, la pendiente (bl) indica directamente el valor de 4 .
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CAPITULO Ill - MATERIALES Y METODOS.
Para la evaluacion de los parametros cinéticos de Saccharomyces cerevisiae en medios de
cultivo a base de Carica papaya, y medio minimo de sales, con y sin aireacion, se plante6
y llevé a cabo la siguiente metodologia (ver figura 5).

Basqueda y revision
bibliogréafica.
Carica

papaya.

A 4

Elaboracion del disefio
experimental

completamente al azar.

A 4

Obtencion de la materia prima

(Carica papaya).

\ 4

Elaboracion de las curvas de crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae en medios de cultivo a base de Carica papaya y

medio minimo de sales.

\ 4
A

[ Sin oxigeno. } [ Con oxigeno. ]

A 4

Determinacion y evaluacion de los parametros cinéticos de

Saccharomyces cerevisiae.

Figura 5. Esquema general del trabajo.
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3.1 Busqueda y revision bibliografica

Se investigaron referencias acerca del crecimiento de S. cerevisiae en medios de cultivo a
base de C. papaya, para identificar la composiciéon de dichos medios. De esta manera, se
tomaron como base las mejores condiciones en las que se desarroll6 dicho

microorganismo.

3.2 Elaboracién del disefio experimental completamente al azar

El disefio de experimentos es la aplicacion del método cientifico para generar conocimiento
acerca de un sistema o proceso, por medio de pruebas planeadas adecuadamente (Roman,
2004). Para la elaboracion del disefio experimental completamente al azar, se decidié
evaluar el crecimiento de S. cerevisiae en medio de cultivo a base de C. papaya y medio
minimo de sales (dos medios de cultivo), con y sin aireacién (dos formas de airear),
haciendo tres replicas para cada condicion. El analisis anterior se resume con el nimero
total de tratamientos, el cual se representa de la siguiente manera:
NUmero total de
_ = (2 Medios de cultivo) (2 Formas de airear) (3 Réplicas) = 12.
tratamientos
Por lo tanto, se realizaran 4 cinéticas a las cuales llamaremos tratamientos, estos se
realizaran por triplicado. El orden de los tratamientos se describe a continuacion.
T1 = Medio minimo de sales con aireacion.
T2 = Medio minimo de sales sin aireacion.
T3 = Medio minimo a base de Carica Papaya con aireacion.
T3 = Medio minimo a base de Carica Papaya sin aireacion.
Como complemento para evaluar el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, se opto por
realizar dos cinéticas en el Biorreactor Batch del ITSM, a estos dos ultimos experimentos
guedaran de la siguiente manera:
T5 = Medio de cultivo de papaya en Biorreactor con aireacion.
T6 = Medio de cultivo de papaya en Biorreactor sin aireaciéon

Para este caso solo se tendran dos tratamientos.
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Tabla 3. Disefio experimental:
Medio de cultivo . Alreacion —
Con aire Sin aire
Medio Minimo de Sales Repetfc!c,)n L Repet!c!(?n L
(MMSM) T1 Repet!c!?n 2 T2 Repet!c!(?n 2
Repeticion 3 Repeticion 3
Medio de Cultivo a Base Repeticion 1 Repeticion 1
de Carica papaya T3 Repeticion 2 T4 Repeticion 2
(MCBCP) Repeticion 3 Repeticion 3
Medio Cultivo a Base de
C. papaya en Biorreactor | T5 Repeticion 1 T6 Repeticion 1
(MCBPB)

3.3 Obtencion de la materia prima

C. papaya se consigui6 en el Mercado Municipal del municipio de Misantla; dicho fruto fue
seleccionado con base en un estado de madurez adecuado. El medio minimo de sales se

preparé con los reactivos disponibles en el Laboratorio de Quimica del ITSM.

3.4 Seleccion del microorganismo

Lalevadura S. cerevisiae utilizada fue suministrada por el Laboratorio de Quimica del ITSM,;

dicha levadura se encontraba liofilizada, por lo que se realiz6 su reactivacion.

3.5 Reactivacion de la cepa

Las concentraciones empleadas para los medios de activacion a base de C. papaya fueron
30 g/L (Carillo et al, 2010) y 33.33% Peso/Volumen (con base en la concentracion utilizada
por Ojokoh et al, 2005, que fue de 1/3 de extracto de papaya en 2/3 de agua estéril),
respectivamente. Cabe mencionar que a estos medios de cultivo no se les ajusté el pH (no

se acidificaron).

El medio minimo de sales (MMS) se utiliz6 como medio de control; éste es un medio
guimicamente definido de uso general para el cultivo de microorganismos poco exigentes
(Ramos, 2004). La cantidad de sales y azlcar que se emplearon se describen en la tabla
4; cabe sefalar que se sustituy6 la glucosa por sacarosa, debido a su alta disponibilidad y
gue la concentracién correspondiente se cambié de 10 a 100 g/L, debido a que se tiene

referencia del buen desarrollo de S. cerevisiae en estas condiciones.
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Tabla 4. Composicion del MMS empleado.

Componente g/L

Sacarosa 100.0
(NH4)2S04 5.0
MgSQO4-7H20 2.0
K2POq4 2.0
FeS04-7H20 0.1

pH 6.5-7.0

Los medios de cultivo se esterilizaron en la autoclave, cumpliendo las condiciones
estandarizadas (1 bar y 121 °C, durante 15 min); posteriormente se dejaron enfrian hasta
alcanzar la temperatura ambiente. Para la inoculacion de S. cerevisiae (reactivacion), se
adicionaron 15 g del mismo en 400 ml de cada uno de los tres medios de cultivo. Los
matraces de activaciobn se colocaron en un agitador a 250 rpm, durante un tiempo

aproximado de 12 h, a temperatura ambiente y sin aireacion.

3.6 Realizacion de las cinéticas microbianas

Al igual que los medios de cultivo preparados para la reactivacion de la levadura, las
concentraciones para los medios de cultivo a base de C. papaya y medio minimo de sales

fueron 30 g/L, 33.33%Peso/Volumen, y 10 g/L sacarosa, respectivamente.

Se cultivé a S. cerevisiae en los medios de cultivo mencionadas, con y sin aireacion, por
triplicado. Para el suministro de aire se utilizaron bombas de aire para peceras, con flujo de
aire de 2.4 L/min. Para el experimento en matraces de 1L, se preparé 800ml de medio de
cultivo, en el caso del biorreactor de 3L, se preparé 2.4L de medio de cultivo, previamente
se estilizaron en la autoclave, bajo las siguientes condiciones; a 121°C durante un lapso de
tiempo de 15 minutos, a esa temperatura el vapor saturado puede destruir en 10-12 todas
las células vegetativas y endosporas presentes en un volumen pequefio de muestra
(Prescott, 2004). La cantidad inoculada de S. cerevisiae (tomada de los matraces de

reactivacién) a cada uno de los matraces de los tratamientos fue de 3,500,000 cel/ml.

La poblacién celular se monitore6 cada 4 horas, mediante conteo directo en camara de
Neubauer; al mismo tiempo, los datos recolectados se graficaron. La duracién de las

cinéticas microbianas fue de aproximadamente de 3 a 5 dias.
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3.7 Determinacion y evaluacion de los parametros cinéticos de S.

cerevisiae

Para cada curva de crecimiento de S. cerevisiae, se identificd la fase exponencial. Con los
datos de dicha fase se determinaron los parametros cinéticos: Velocidad especifica de

crecimiento (), velocidad de division promedio (&), tiempo de duplicacion (ty ), numero
de generaciones (n), concentracion celular maxima (Cn, ) y las velocidades de

crecimiento celular (T, ); esto con el fin de evaluarlos, considerando:

a) El suministro de aire para cada medio de cultivo,
b) La condicién anaerobia y el medio minimo de sales como medio de control y

c) La condicion aerobia y el medio minimo de sales como medio de control.
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CAPITULO IV — RESULTADOS Y DISCUSION

Para la evaluacion de los parametros cinéticos de Saccharomyces cerevisiae en medios de
cultivo a base de Carica papaya (MCBP), con y sin aireacion, se utilizé el medio minimo de
sales (MMS) como medio de cultivo de control; para cada uno de ellos se realizaron las
curvas de crecimiento celular por triplicado, para asi disponer de valores comparativos en
tiempo real. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de acuerdo al medio de
cultivo empleado, asi como la condicion de aireacion (aerobia y anaerobia). Para la
condicion aerobia, el flujo de aire suministrado a los medios de cultivo fue de 2.4 L/min. Es
importante mencionar que, dada la gran cantidad de gréficas obtenidas, se decidié mostrar
s6lo las mas representativas para cada experimento (curvas de crecimiento celular y fase

exponencial).

4.1 Medio minimo de sales (MMS)

Para la evaluacion de los parametros cinéticos de S. cerevisiae, se decidio utilizar el MMS
como medio de cultivo de control, con el fin de contar con parametros cinéticos de control

y compararlos con los parametros cinéticos de los medios de cultivo a base de C. papaya.

4.1.1 Sin aireacion

En la figura 6 se muestran los cultivos de S. cerevisiae en medio minimo de sales y en
condicion anaerobia; en todas las cinéticas microbianas realizadas, el contenido de los
matraces se mantuvo mezclado gracias a los agitadores de rotacion horizontal que los
contenian. A su vez, la turbiedad de los medios de cultivo aument6 conforme la poblacién

celular incrementaba (al igual gue en todos los experimentos realizados).
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Figura 6. Cultivo de S. cerevisiae en MMS sin aireacion (Fuente: elaboracion propia).

Enlafigura 7, se muestran las curvas de crecimiento de S. cerevisiae en MMS sin aireacion,
obtenidas del experimento triplicado. EI comportamiento de dichas curvas es similar, lo cual

indica que el crecimiento de éste microorganismo es especifico para estas condiciones.

160,000,000

140,000,000

120,000,000

100,000,000

Cn (cel/ml)

80,000,000
60,000,000
40,000,000
20,000,000 +Repetfc?o’n 1
—s—Repeticion 2
~=—Repeticion 3
0
0 S 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (h)

Figura 7. Curva de crecimiento de S. cerevisiae en MMS sin aireacion (Fuente:

elaboracion propia).
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Considerando el comportamiento caracteristico de la fase exponencial de un
microorganismo (ver figura 3), en la figura 8 se muestran dichas fases correspondientes a

cada una de las curvas de crecimiento de S. cerevisiae mostradas en la figura 7.

160,000,000

140,000,000

120,000,000

100,000,000

80,000,000

Cn (cel/ml)

60,000,000

40,000,000

Repeticion 1
20,000,000 Repeticién 2

Repeticién 3

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (h)

Figura 8. Fase exponencial de S. cerevisiae en MMS sin aireacion (Fuente: elaboracion
propia).

4.1.1.1 Parametros cinéticos

A partir de los datos representados en la figura 8, se muestra a continuacion la
determinacion de los parametros cinéticos de S. cerevisiae para cada uno de los tres

tratamientos:

1) Velocidad especifica de crecimiento (u):

Para la determinacién del valor de 4, se emplea la siguiente ecuacion lineal:
In(Cn)= -t +In(Cny)
y b b,
Sin embargo, s6lo puede emplearse cuando los datos tienden a ajustarse al modelo

lineal (R2 > 0.95). En caso contrario, se realiza un ajuste polindmico a la curva de datos,

la cual cumpla con un ajuste adecuado (R2 > 0.95), tal como se muestra en la figura 9.
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R?=0.9955
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Figura 9. Fase exponencial de S. cerevisiae en MMS sin aireacion, tratamiento 1

(Fuente: elaboracién propia).

Posteriormente, se deriva dicho ajuste y se obtienen los valores de 4 a cada tiempo
de la fase exponencial. Se promedian los valores mas altos de 4 , dado que éstos son

representativos al inicio la fase exponencial, e indican la maxima velocidad especifica

de crecimiento (,umax) para estas condiciones de crecimiento de S. cerevisiae.

Tratamiento 1:
En la figura 9 se presenta el ajuste polindmico (de tercer grado) para la curva del

logaritmo natural del crecimiento celular respecto al tiempo, del tratamiento 1 (T1):

y =0.0001x> —0.0117x* +0.4011x +13.6719 ,
la cual puede representarse de manera correcta:

In (Cn) =0.0001t> —0.0117t? + 0.4011t +13.6719. (13)
Se aprecia que In(Cn) esté en funcién del tiempo:
In(Cn)=f(t);

si se deriva la ecuacién anterior respecto al tiempo, se tiene que:

d(In(Cn)) B

a1
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Al derivar la ecuacion 13 (Respecto al tiempo), se obtiene la siguiente:

d(In(Cn))

p=—— " =0.0003t" ~0.0234t +0.4011, (14)

la cual permite obtener los valores de 4 alos distintos tiempos de la fase exponencial.

En la tabla 4, se presentan los valores de £ correspondientes a los tiempos de la fase
exponencial (obtenidos al emplear la ecuacion 14); de las cuales, se seleccionaron los

valores mas altos (en negritas) para promediarlos (;) .

Tabla5. & de S. cerevisiae en MMS sin aireacion, T1.

t (h) Cn (cel /ml) (b)) | ow(h)
7.0000 9,012,500 0.2520

11.0000 17,820,000 0.1800

15.0000 40,325,000 0.1176

18.5000 60,500,000 0.0709 0.2160

24.0000 89,000,000 0.0123

31.5000 106,900,000 -0.0383

34.5000 124,200,000 -0.0491

39.6667 154,687,500 -0.0551

De igual manera, se determinaron los valores de ,, para los tratamientos 2 (T2) y 3
(T3), mostrando dichos valores en las tablas 5 y 6, respectivamente.

Tratamiento 2:

y =0.0001x° —0.0127x* +0.4305x +13.6916 R2=0.9795
4 =0.0003t” — 0.0254t +0.4305

Tabla 6. & de S. cerevisiae en MMS sin aireacion, T2.

t (h) Cn (cel /ml) (b)) | ou(h)
7.5167 12,812,500 0.2565

11.4167 21,297,500 0.1796

15.5000 61,740,000 0.1089

19.0000 81,500,000 0.0562 0.2181

24.5000 105,300,000 -0.0117

32.0833 116,437,500 -0.0756

35.0000 138,262,500 -0.0910

40.3333 146,375,000 -0.1059
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Tratamiento 3:

y =0.0001x* —0.0076x” +0.3357 x +13.9099 R2 =0.9906
4 =0.0003t* —0.0152t +0.3357

Tabla 7. ; de S. cerevisiae en MMS sin aireacion, T3.

t (h) Cn (cel /ml) p(h) | ou(h?)

8.3333 12,162,500 0.2299
11.9167 19,065,000 0.1972
16.1667 42,735,000 0.1684
19.5000 69,450,000 0.1534

25.0000 113,570,000 0.1432 0.2135

32.6667 128,362,500 0.1593
35.5000 137,925,000 0.1742
41.6667 149,125,000 0.2232

En los siguientes calculos, se utilizan los subindices 1, 2 y 3 en los parametros cinéticos

para hacer referencia a los tratamientos correspondientes.

2) Velocidad de division promedio (8):

u=0.301-6
P
0.301
Para los 3 tratamientos se tiene que:
4 0.2160 h™ 07176 h
' 0301 0.301 '
-1
5=t 02BN _ 42006 h
0.301 0.301
-1
5=te 02BN 4003,
0.301 0.301

3) Tiempo de duplicacién (tq):
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4)

5)

6)

Para los 3 tratamientos se tiene que:

t,=s=— L _13935h
t7s, 07176 h
t,=—=—— T~ ___13801h
275, 07246h

i L _14008h

t,. =
935, 0.7093h7

Numeros de generaciones (n):

o log,, (Cn)-log,, (Cn,)
0.301

Para los 3 tratamientos se tiene que:
o _10gy (154,687,500)—log,, (9,012,500)

\ — 41017
0.301
log,, (146,375,000) - log,, (12,812,500
n, = o ) 100, ) 35102
0.301
log,, (149,125,000) — log,, (12,162,500
n, = s 0)30 109“’( ) _36164

Concentracion celular maxima (Cnmax):
La maxima concentracion celular obtenida corresponde al ultima valor de concentracion
celular de la fase exponencial, para cada tratamiento fue:

Cn,..: =154,687,500 cel/ml

Cn,.., =146,375,000 cel/ml

Cn,. ., =149,125,000 cel/ml

max,3
Velocidad de crecimiento celular (rn):
Los valores de I, se obtienen mediante la ecuacién: I',=x-Cn. Dicho esto, se

determinaron las velocidades de crecimiento celular para cada uno de los tratamientos
(ver tablas 8, 9 y 10).
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Tabla 8. Valores de I, , para S. cerevisiae en MMS sin aireacion, T1.

t (h) Cn (cel /ml) w (h™) r, (cel/mlh)
7.0000 9,012,500 1,946,700
11.0000 17,820,000 3,849,120
15.0000 40,325,000 8,710,200
18.5000 60,500,000 0.2160 13,068,000
24.0000 89,000,000 19,224,000
31.5000 106,900,000 23,090,400
34.5000 124,200,000 26,827,200
39.6667 154,687,500 33,412,500

Tabla 9. Valores de I, , para S. cerevisiae en MMS sin aireacion, T2.

t (h) Cn (cel /ml) w (h™) r, (cel/mlh)
7.5167 12,812,500 2,794,406.25
11.4167 21,297,500 4,644,984.75
15.5000 61,740,000 13,465,494.00
19.0000 81,500,000 17,775,150.00
24.5000 105,300,000 0.2181 22,965,930.00
32.0833 116,437,500 25,395,018.75
35.0000 138,262,500 30,155,051.25
40.3333 146,375,000 31,924,387.50

Tabla 10. Valores de I, , para S. cerevisiae en MMS sin aireacion, T3.

t (h) Cn (cel /ml) w(h™) r, (cel/mlh)
8.3333 12,162,500 2,596,693.75
11.9167 19,065,000 4,070,377.50
16.1667 42,735,000 9,123,922.50
19.5000 69,450,000 0.2135 14,827,575.00
25.0000 113,570,000 24,247,195.00
32.6667 128,362,500 27,405,393.75
35.5000 137,925,000 29,446,987.50
41.6667 149,125,000 31,838,187.50
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4.1.2 Con aireacion

En la figura 10 se muestran los cultivos de S. cerevisiae en medio minimo de sales y en
condicion aerobia; para el suministro de aire se utilizaron bombas de aire para pecera con
flujo volumétrico de 2.4 L/min. En los extremos de cada manguera transparente (conectados
con las mangueras de hule de los matraces) se colocé un trozo de algodon (filtro de aire)
sujetado con una aguja atravesada, para evitar que dicho filtro fuera arrastrado por el flujo
de aire; esto con el fin de evitar el paso de microorganismos externos y con ello, la

contaminacion de los medios de cultivo.

CVCLING VIRKATOR CIVEQ ARH-5
AGITADOR R(:# ~HORYS WTAL DE VELOCIDAD VARIBLE CIVEQ ARE.S

Figura 10. Cultivo de S. cerevisiae en MMS con aireacion (Fuente: elaboracion propia).

En la figura 11, se muestran las curvas de crecimiento de S. cerevisiae en MMS con
aireacion, obtenidas del experimento triplicado. Se observa un comportamiento similar entre
dichas curvas, lo cual indica que el crecimiento de este microorganismo es especifico para

estas condiciones.
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Figura 11. Curva de crecimiento celular de S. cerevisiae en MMS con aireacion (Fuente:

elaboracion propia).

Considerando el comportamiento caracteristico de la fase exponencial de un
microorganismo (ver figura 3), en la figura 12 se muestran dichas fases correspondientes a

cada una de las curvas de crecimiento de S. cerevisiae mostradas en la figura 11.
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Figura 12. Fase exponencial de S. cerevisiae en MMS con aireacion (Fuente: elaboracion

propia).

4.1.2.1 Parametros cinéticos

Con base en la metodologia utilizada para la determinacion de los pardmetros cinéticos de

S. cerevisiae en MMS sin aireacién, se obtuvieron los siguientes resultados para los datos

representados en la figura 12:

1) Velocidad especifica de crecimiento (u):

A continuacion, para cada tratamiento se presentan los ajustes polinbmicos de las

curvas del logaritmo natural de la concentracion celular respecto al tiempo (con

R? >0.95), asi como su derivada (respecto al tiempo) y el valor de ; (ver tablas 10,

11y 12).

39




Tratamiento 1:

Tratamiento 2:

y = 0.0002x° —0.0168x* +0.5633x +12.2771
4 =0.0006t* —0.0336t + 0.5633

R2=0.9943

Tabla 11. ; de S. cerevisiae en MMS con aireacion, T1.
t (h) Cn (cel /ml) u (h™) w (h™)

11.2333 18,375,000 0.2616
15.2500 42,200,000 0.1904
18.5833 80,250,000 0.1461
24.0000 107,200,000 0.1025 0.2260
31.5000 148,875,000 0.1003 '
34.8333 193,200,000 0.1209
39.8333 228,300,000 0.1769
42.8333 280,000,000 0.2249

y =0.0001x> —0.0134x* + 0.5149x +12.5095 R2=0.9952

4 =0.0003t* —0.0268t +0.5149

Tabla 12. ; de S. cerevisiae en MMS con aireacion, T2.

t (h) Cn (cel /ml) u (h™) w(h™)

11.7333 21,030,000 0.2417

15.9167 61,987,500 0.1643

19.2500 86,687,500 0.1102

24.5000 152,900,000 0.0384 0.2030

32.0000 245,750,000 -0.0355

35.2500 270,000,000 -0.0570

40.3333 297,600,000 -0.0780
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Tratamiento 3:

y =-0.003x* +0.2379x +14.761 R2=0.9921
u =-0.006t +0.2379

Tabla 13. ; de S. cerevisiae en MMS con aireacion, T3.

t (h) Cn (cel /ml) u (h™) w (h™)
8.9167 18,137,500 0.1844
12.2500 26,370,000 0.1644
16.3333 54,487,500 0.1399
20.7500 102,125,000 0.1134 0.1744
24.9500 168,000,000 0.0882 '
32.5833 218,350,000 0.0424
35.8333 241,200,000 0.0229
42.1667 279,500,000 -0.0151

2) Velocidad de division promedio (8):
1 =0.301-0
s=_H_
0.301
Para los 3 tratamientos se tiene que:
-1
- Mo 0.2260 h _0.7508 h
0.301 0.301
-1
5=t 020004600
0.301 0.301
-1
P 017440~ 5794 1
0.301 0.301

3) Tiempo de duplicacién (tq):

td =

S
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4)

5)

6)

Para los 3 tratamientos se tiene que:

S S S
75 07508 h
td2=i=%=1.4828h
275, 06744h

N N T

t =
s, 05794h
Numeros de generaciones (n):

.- log,, (Cn)-log,, (Cn,)
0.301

Para los 3 tratamientos se tiene que:
- log,, (280, 000, OOO) —log,, (18, 375, OOO)

1 ~3.9300
0.301
log,, (297,600,000)— log,, (21,030,000
n, = %l ) =100, ( ) 3803
0.301
log,, (279,500,000) — log,, (18,137,500
n, = 1%l : )3010910 ( ) _3.9462

Concentracion celular maxima (Cnmax):
La maxima concentracion celular obtenida corresponde al ultima valor de concentracion
celular de la fase exponencial, para cada tratamiento fue:

Cn,.., = 280,000,000 cel/ml

Cn,., = 297,600,000 cel/ml

Cn,s = 279,500,000 cel/ml

Velocidad de crecimiento celular (rn):
Los valores de I, se obtienen mediante la ecuacién: I',=x-Cn. Dicho esto, se

determinaron las velocidades de crecimiento celular para cada uno de los tratamientos
(ver tablas 13, 14 y 15).

Tabla 14. Valores de I, , para S. cerevisiae en MMS con aireacion, T1.

t (h) Cn (cel /ml) w (h™) r, (cel/ml-h)
11.2333 18,375,000 0.2260 4,152,750
15.2500 42,200,000 9,537,200
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18.5833 80,250,000

24.0000 107,200,000
31.5000 148,875,000
34.8333 193,200,000
39.8333 228,300,000
42.8333 280,000,000

18,136,500

24,227,200

33,645,750

43,663,200

51,595,800

63,280,000

Tabla 15. Valores de I, , para S. cerevisiae en MMS con aireacion, T2.

t (h) Cn (cel /ml) w(h™) r, (cel/mlh)
11.7333 21,030,000 4,269,090
15.9167 61,987,500 12,583,463
19.2500 86,687,500 17,597,563
24.5000 152,900,000 0.2030 31,038,700
32.0000 245,750,000 49,887,250
35.2500 270,000,000 54,810,000
40.3333 297,600,000 60,412,800

Tabla 16. Valores de I, , para S. cerevisiae en MMS con aireacion, T3.

t (h) Cn (cel /ml) w (h™) r, (cel/ml-h)
8.9167 18,137,500 3,163,180
12.2500 26,370,000 4,598,928
16.3333 54,487,500 9,502,620
20.7500 102,125,000 17,810,600
24.9500 168,000,000 0.1744 29,299,200
32.5833 218,350,000 38,080,240
35.8333 241,200,000 42,065,280
42.1667 279,500,000 48,744,800
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4.1.3 Resumen de los parametros cinéticos
En la tabla 16, se muestran de forma resumida los parametros cinéticos de S. cerevisiae en

medio minimo de sales (MMS), con y sin aireacion.

Tabla 17. Resumen de los parametros cinéticos de S. cerevisiae en MMS.

Sin aireacién Con aireacion

T| H o t, Cn H o t, Cn

n max n max

(hil) (h™) | (h) (cel /ml) (hfl) (h*) | (h) (cel /ml)

0.2160 | 0.7176 | 1.3935 | 4.1017 154,687,500 0.2260 | 0.7508 | 1.3319 | 3.9300 280,000,000

0.2181 | 0.7246 | 1.3801 | 3.5192 146,375,000 0.2030 | 0.6744 | 1.4828 | 3.8232 297,600,000

1
2
3| 02135 | 0.7093 | 1.4098 | 3.6164 149,125,000 0.1744 | 0.5794 | 1.7259 | 3.9462 279,500,000
P | 02159 | 0.7172 | 1.3945 | 3.7458 150,062,500 0.2011 0.6682 | 1.5135 | 3.8998 285,700,000

T=Tratamiento, P=Promedio, [A{ =Velocidad especifica de crecimiento, 5=Vel0cidad de division promedio,

td =Tiempo de duplicacion, N =Numero de generaciones, Cnmax =Concentracion celular maxima.

4.2 Medio de cultivo a base de Carica papaya (MCBP)

Para la elaboracion del MCBP se tom6 como referencia la concentracion utilizada por
Ojokoh et al, 2005, que fue de 1/3 de extracto de papaya (jugo) en 2/3 de agua estéril.
Debido a que el extracto de papaya obtenido fue minimo, se decidié preparar el medio de
cultivo con 1/3 de fruta fresca (en gramos) en 2/3 de agua (en mililitros), empleando la
licuadora industrial ubicada en el Laboratorio de Alimentos del ITSM, para lograr una mayor
extraccion de nutrientes de dicho fruto en el agua; es decir, por cada 33.33 g C. papaya se
adicionaron 66.66ml de agua, lo cual da como resultado una concentracion de
50%Peso/Volumen y se representa de la siguiente manera:

33.33g C. papaya y

100 ml Agua

La concentracion empleada también se puede representar como el resultado de la relacién

33.33%Peso/Volumen = 100.

gramos de papaya - mililitros de agua, como se muestra a continuacion (CP) :

C - 33.33g C. papaya 03333 g C. papaya _ 333'39 C. papaya
" 100 ml Agua ml Agua L Agua

La solucidn fue filtrada con tela de pafalina, obteniéndose asi, un medio de cultivo libre de

macroparticulas (ver figura 19a) que dificultarian el conteo celular en la camara de
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Neubauer; en la figura 19b se muestra uno de los matraces con MCBP antes de esterilizar,
para la condicibn anaerobia se colocaron tapones de algodon, mientras que para la
condicion anaerobia se colocaron tapones de algodén con manguera de hule (al igual que
en los experimentos anteriores).

(b)

Figura 13. Medio de cultivo a base de C. papaya (Fuente:

elaboracion propia).

4.2.1 Sin aireacion
En la figura 14, se muestran las curvas de crecimiento de S. cerevisiae en MCBP sin
aireacion, obtenidas del experimento triplicado; las curvas de crecimiento celular de los
tratamientos 1, 2 y 3 son similares, lo cual indica que el crecimiento de este microorganismo
es especifico para estas condiciones.
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Figura 14. Curva de crecimiento celular de S. cerevisiae en MCBP sin aireacion (Fuente:

elaboracion propia).

Considerando el comportamiento caracteristico de la fase exponencial de un
microorganismo (ver figura 3), en la figura 15 se muestran dichas fases correspondientes a
las curvas de crecimiento de S. cerevisiae de los tratamientos 1, 2y 3.

14,000,000

12,000,000 /

10,000,000

8,000,000

Cn (cel/ml)

6,000,000

4,000,000

—e—Repeticion 1
2,000,000 Repeticion 2
Repeticion 3

4 8 12 16 20
Tiempo (h)

Figura 15. Fase exponencial de S. cerevisiae en MCBP sin aireacion (Fuente: elaboracion

propia).

4.2.1.1 Parametros cinéticos

Con base en la metodologia utilizada para la determinacion de los parametros cinéticos de
S. cerevisiae en MMS sin aireacién, se obtuvieron los siguientes resultados para los datos
representados en la figura 15:

1) Velocidad especifica de crecimiento (j):
A continuacioén, para los tratamientos 1 y 2 se presentan los ajustes lineales de las
curvas del logaritmo natural de la concentracion celular respecto al tiempo (con). Para
el caso del tratamiento 3 se le determino un ajuste polinébmico de grado 2, dado que su
r2 para el ajuste lineal fue menor a 0.95

Tratamiento 1:

y =0.0383x + 6.4463 R2=0.9747
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Dado que los datos se ajustan a un modelo lineal con una con un porcentaje de varianza
de 97.47%; se aplica directamente la siguiente ecuacién para calcular la velocidad
especifica de crecimiento.

In(Cn)=p-t+In(Cny) (15)
y b, X b

Por lo tanto 4 =0.0383h™

Tratamiento 2:
y =0.0194x + 6.6267 R2 =0.9663

Por o tanto 4 =0.0194h™

Tratamiento 3:

En este caso el ajuste lineal presento una r cuadrada menor a 0.95, por lo tanto, ya no

aplica la ecuacién 15, para ello se implementa un ajuste polindbmico a la curva de datos,

la cual cumple con un ajuste polindmico (R2 > 0.95) tal como se observa en la figural6.

7.1

7.05

6.95
6.9

6.85

In (cel/ml)

6.8
6.75
6.7

6.65 y = 0.0006x2 - 0.02x2 + 0.2493x + 5.9399
Rz2=1
6.6
4 8 12 16

Tiempo (h)
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Figura 16. Fase exponencial de S. cerevisiae en MCBP sin aireacion tratamiento 3
(Fuente: elaboracién propia).
Seguidamente se deriva la ecuacion polindmica de grado tres y se obtiene los valores de
M a cada tiempo de la fase exponencial, se promedian los valores de g considerando los

primeros dos datos, dado en que ello se tiene los valores més altos, e indican la maxima
velocidad especifica de crecimiento.
Ecuacion polinémica que se ajusta a la fase exponencial de la figura 16.

y =0.0006x° —0.02x* + 0.2493x + 5.9399

Otra forma de representacion.

In(Cn)=0.0006t* —0.02t* +0.2493t +5.9399. (15)

Como In(Cn) esta en funcion al tiempo al derivar se obtiene lo siguiente.

d(In(Cn)) B

a
Derivando la ecuacién 15 con respecto al tiempo.
d(In(Cn
ﬂ:(%))zo.oomtz —0.04t +0.2493. (16)
Tabla.17 ; de S. cerevisiae en MCBP sin aireacion, T3.

t (h) Cn (cel /ml) p(h?) | ow(h?)
4.6667 5,300,000 0.1018

7.8333 8,550,000 0.0464
13.0000 10,400,000 0.0335 0.0741
16.0000 11,900,000 0.0701

2) Velocidad de division promedio (3):

11=0301-5
5=_H_
0.301

Para los 2 tratamientos se tiene que:
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£ 0.0383h*

| =0.1272 h™
0.301
-1
- 0.0194 h 00644 ht
0.301
-1
= 00710 61
0.301
3) Tiempo de duplicacion (tq):
td ==
o
Para los 2 tratamientos se tiene que:
1
ty, = ————-=7.8616h
©0.1272h
t,, = ;_1 =15.5279 h
“0.0644 h
ty;= ;_1 =4.0633 h
~ 0.2461 h

4) Numeros de generaciones (n):

o log,, (Cn)-log,, (Cn,)
0.301

Para los 3 tratamientos se tiene que:
- log,, (13,000,000) — log,, (3,850,000)

) ~1.7557
0.301
log,, (10,500,000) — log,, (4,950,000
n, =190 )~ 100, ( ) _1.0849
0.301
log,, (11,900,000 — log,, (5,300,000
n, = 9 0)30 N 9o ) _11670

5) Concentracidon celular maxima (Cnmax):
La maxima concentracion celular obtenida corresponde al ultima valor de concentracion
celular de la fase exponencial, para cada tratamiento fue:
Cn__ ., =13,000,000 cel/ml
Cn,.» =10,500,000 cel/ml
Cn,.s =11,900,000 cel/ml

max,1

6) Velocidad de crecimiento celular (rn):
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Los valores de I, se obtienen mediante la ecuacion: I =4-CNn. Dicho esto, se

determinaron las velocidades de crecimiento celular para los tratamientos 1, 2y 3 (ver
tablas 18, 19 y 20).

Tabla 18. Valores de I}, , para S. cerevisiae en MCBP sin aireacion, T1.

t (h) Cn (cel /ml) p(h) r, (cel/ml-h)
4.5000 3,850,000 147,455
6.3333 5,000,000 191,500
11.0000 7,800,000 0.0383 298,740
14.5000 11,000,000 421,300
18.5000 13,000,000 497,900

Tabla 19. Valores de I}, , para S. cerevisiae en MCBP sin aireacion, T2.

t (h) Cn (cel /ml) p(h) r, (cel/mlh)
4.7500 4,950,000 96,030
8.3333 6,700,000 129,980
13.0000 7,450,000 0.0194 144,530
16.5000 8,800,000 170,720
20.4000 10,500,000 203,700

Tabla 20. Valores de I}, , para S. cerevisiae en MCBP sin aireacion, T3.
t (h) Cn (cel/ml) p(h) r, (cel/mlh)
4.6667 5,300,000 392,730
7.8333 8,550,000 0.0741 633,555
13.0000 10,400,000 770,640
16.0000 11,900,000 881,790

4.2.2 Con aireacion

En la figura 17, se muestran las curvas de crecimiento de S. cerevisiae en MCBP con
aireacion, obtenidas del experimento triplicado. Se observa un comportamiento similar entre
dichos tratamientos 1, 2 y 3. Para ello, se aprecia que el crecimiento de este

microorganismo es especifico para estas condiciones.
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Figura 17. Curva de crecimiento celular de S. cerevisiae en MCBP con aireacion (Fuente:
elaboracion propia).

Considerando el comportamiento caracteristico de la fase exponencial de un
microorganismo (ver figura 3), en la figura 18 se muestran dichas fases correspondientes a

cada una de las curvas de crecimiento de S. cerevisiae mostradas en la figura 17.
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Figura 18. Fase exponencial de S. cerevisiae en MCBP con aireacion (Fuente:

elaboracion propia).
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4.2.2.1 Pardmetros cinéticos
Con base en la metodologia utilizada para la determinacién de los pardmetros cinéticos de
S. cerevisiae en MCBP sin aireacion, se obtuvieron los siguientes resultados para los datos
representados en la figura 18:

1) Velocidad especifica de crecimiento (u):
A continuacion, para cada tratamiento se presentan los ajustes polinémicos de las

curvas del logaritmo natural de la concentracién celular respecto al tiempo (con
R* > 0.95), asi como su derivada (respecto al tiempo) y el valor de x (ver tablas 21, 22
y 23).

Tratamiento 1:

y =-0.0136X* +1.4807x — 20.953 R2 =0.9963
1 =-0.0272x +1.4807

Tabla 21. ; de S. cerevisiae en MCBP con aireacion, T1.

t (h) Cn (cel /ml) p (h™) w (h™)
38.7500 8,550,000 0.4267
44,7500 57,150,000 0.2635
47.1667 122,400,000 0.1978 0.3451
51.0000 198,600,000 0.0935
54,7500 215,200,000 -0.0085

Tratamiento 2:

y =-0.0054x* +0.7413x - 5.4222 R2=0.9815
4 =-0.0108x+0.7413

Tabla 22. ; de S. cerevisiae en MCBP con aireacion, T2.

t (h) Cn (cel /ml) u (h™) w (h™)
38.8667 4,250,000 0.3215
45.0000 32,550,000 0.2553 0.2884
47.2500 36,000,000 0.2310
51.6667 122,400,000 0.1833
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Tratamiento 3:

y = —0.0088x? +1.0545x —12.047 R2=0.9833
1 =-0.0176x +1.0545

Tabla 23. ; de S. cerevisiae en MCBP con aireacion, T3.

t (h) Cn (cel /ml) u (h™) w(h™)
39.0000 6,600,000 0.3681
45,0833 60,900,000 0.2610
47.5833 65,750,000 0.2170 0.3146
51.9333 202,800,000 0.1405
55.4333 285,000,000 0.0789

2) Velocidad de divisién promedio (5):

1=0.301-5

so M
0.301

Para los 3 tratamientos se tiene que:

 0.3451h*

) 0.301 =1.1465 h*
-1
- —0'208§glh ~0.9581 h*
-1
3 = —0'3olgglh =1.0452 h™
3) Tiempo de duplicacién (tq):
td ==
o
Para los 3 tratamientos se tiene que:
1
td,l = m = 08722 h
1
ty, = 09581 ht =1.0437 h
L =1.0452 h

t,=—
9% 1.0452 h™

4) Numeros de generaciones (n):
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.- log,, (Cn)-log,, (Cn,)
0.301

Para los 3 tratamientos se tiene que:
- Iogm(215,200,000)—Iog10(8,550,000)

) — 4.6541
0.301
| 122,400,000) -1 4,250,000
n, = 09y ( )—logy ( ) =4.8485
0.301
I 285,000,000)—1 6,600,000
n, =190 - ;Ologlo( ) 54300

Concentracion celular maxima (Cnmax):
La maxima concentracién celular obtenida corresponde al ultima valor de concentracion
celular de la fase exponencial, para cada tratamiento fue:

Cn,. = 215,200,000 cel/ml

Cn,.., =122,400,000 cel/ml

Cn,... = 285,000,000 cel/ml

max,2
max,3

Velocidad de crecimiento celular (rn):
Los valores de I, se obtienen mediante la ecuacién: I',=x-Cn. Dicho esto, se

determinaron las velocidades de crecimiento celular para cada uno de los tratamientos

(ver tablas 37, 38 y 39).

Tabla 24. Valores de I, , para S. cerevisiae en MCBP con aireacion, T1.

t (h) Cn (cel /ml) w (h™) r, (cel/ml-h)
38.7500 8,550,000 2,950,605
44,7500 57,150,000 19,722,465
47.1667 122,400,000 0.3451 42,240,240
51.0000 198,600,000 68,536,860
54,7500 215,200,000 74,265,520

Tabla 25. Valores de I, , para S. cerevisiae en MCBP con aireacion, T2.

t (h) Cn (cel /ml) w (h™) r, (cel/ml-h)
38.8667 4,250,000 1,225,700
45.0000 32,550,000 0.2884 9,387,420
47.2500 36,000,000 ' 10,382,400
51.6667 122,400,000 35,300,160
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Tabla 26. Valores de I, , para S. cerevisiae en MCBP con aireacion, T3.

t (h) Cn (cel /ml) w (h™) r, (cel/ml-h)
39.0000 6,600,000 2,076,360
45.0833 60,900,000 19,159,140
47.5833 65,750,000 0.3146 20,684,950
51.9333 202,800,000 63,800,880
55.4333 285,000,000 89,661,000

4.2.3 Resumen de los parametros cinéticos

En la tabla 27, se muestran de forma resumida los parametros cinéticos de S. cerevisiae en

medio de cultivo a base de C. papaya (MCBP), con y sin aireacion.

Tabla 27. Resumen de los parametros cinéticos de S. cerevisiae en MCBP.

Sin aireacién Con aireacion
T| H o ty ' Cn_ ., H o t, ' Cn...
(h*l) (h*l) (h) (cel /ml) (hfl) (h*l) (h) (cel /ml)
1| 0.0383 | 0.1272 7.8616 | 1.7557 8,130,000 0.3451 | 1.1465 | 0.8722 | 4.6541 | 215,200,000
2 | 0.0194 | 0.0644 | 15.5279 | 1.0849 7,680,000 0.2884 | 0.9581 | 1.0437 | 4.8485 | 122,400,000
3 | 0.0741 | 0.2461 4.0633 | 1.1670 9,037,500 0.3146 | 1.9452 | 1.0452 | 5.4329 | 285,000,000
P | 0.1318 | 0.1459 9.1509 | 1.3358 8,282,500 0.3160 | 1.3499 | 0.9870 | 4.9785 | 207,533,333

T=Tratamiento, P=Promedio, A =Velocidad especifica de crecimiento, O =Velocidad de divisién promedio,

td =Tiempo de duplicacion, N =Namero de generaciones, Cnmax =Concentracion celular maxima.

4.3 Medio de cultivo a base de C. papaya en el Biorreactor (MCBPB)

4.3.1 Biorreactor sin aireacio

En la figura 19, se muestran las curvas de crecimiento de S. cerevisiae en MMS en

biorreactor sin aireacion. Se observa en la curva de crecimiento las fases de latencia,

exponencial, y de muerte.
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Figura 19. Curva de crecimiento celular de S. cerevisiae en MCBPB sin aireacion (Fuente:

elaboracion propia).

Considerando el comportamiento caracteristico de la fase exponencial de un
microorganismo (ver figura 2), en la figura 20 se muestra dicha fase correspondiente a la
curva de crecimiento de S. cerevisiae mostradas en la figura 19.

14,000,000

12,000,000

10,000,000

8,000,000

cel/ml

6,000,000 —@— Seriesl

4,000,000

2,000,000

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00
Tiempo, hr
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Figura 20. Fase exponencial de S. cerevisiae en MCBPB sin aireacion (Fuente:

elaboracion propia).

4.3.1.1 Parametros cinéticos en el Biorreactor
A partir de los datos representados en la figura 20, se muestra a continuaciéon la

determinacion de los pardmetros cinéticos de S. cerevisiae en tal condicion metabdlica:
1) Velocidad especifica de crecimiento (u):

Para la determinacion del valor de 4« , se emplea la ecuacion 13.

A continuacion, en la figura 21 se muestra la gréafica de In(Cn) contra tiempo, empleando

los datos de la figura 20, asi como su ajuste polindmico.

16.4
16.3
16.2

16.1

16 W= -0.0039x2 + 0.1512x + 14.794
R*=0.992
15.9

In(Cn)

15.8
15.7
15.6
155
15.4

15.3
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Tiempo (h)

Figura 21. Fase exponencial de S. cerevisiae en MCBPB sin aireacion (Fuente:

elaboracion propia).

Para este experimento, se presenta el ajuste polinémico de la curva del logaritmo natural

. s . 2 , .
de la concentracién celular respecto al tiempo (con R®>0.95), asi como su derivada

(respecto al tiempo) y el valor de x (ver tabla 28).
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2)

3)

4)

y =—0.0039x2 +0.1512x +14.794 R2=0.992
42 =—-0.0078t +0.1512

Tabla 28. ; de S. cerevisiae en MCBPB sin aireacion.

t (h) Cn (cel/ml) | u (h‘l) P (h‘l)
4.5000 4,700,000 0.1161
6.6667 6,450,000 0.0992
11.0000 8,650,000 0.0654
0.10765
14.8333 10,400,000 0.0355
18.5000 11,600,000 0.0069

Velocidad de divisién promedio (8):
1 =0.301-6

s=_H_
0.301

Sustituyendo 4 en la ecuacién anterior, se tiene que:

010765 h™

=0.3576 h™
0.301
Tiempo de duplicacion (tq):
1
td = g
Sustituyendo ¢ en la ecuacién anterior, se tiene que:
1
ty=———5=2.7964 h
0.3576 h

Numeros de generaciones (n):

o logy, (Cn)—log,, (Cny,)
0.301

Sustituyendo Cn y Cn,, se tiene que:
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o log,, (11,600,000) - log,, (4,700,000)
B 0.301

5) Concentracion celular maxima (Cnmax):

=1.3035

La maxima concentracién celular obtenida corresponde al ultima valor de concentracion

celular de la fase exponencial fue:
Cn,_. =11,600,000 cel/ml
6) Velocidad de crecimiento celular (rn):
Los valores de r, se obtienen mediante la ecuacion: r, = u-Cn. Dicho esto, se

determinaron las velocidades de crecimiento celular para este experimento (ver tabla
29).

Tabla 29. Valores de r, para S. cerevisiae en MCBPB sin aireacion.
t (h) Cn (cel /ml) P (h‘l) r, (cel/mlh)
4.5000 4,700,000 505,955
6.6667 6,450,000 694,342.5
11.0000 8,650,000 0.10765 931,172.5
14.8333 10,400,000 1,119,560
18.5000 11,600,000 1,248,740

4.3. Biorreactor con aireacion

A continuacion, se muestran la curva de crecimiento de S. cerevisiae en MCBP con
aireacion, obtenida del experimento.

En la figura 22, se muestran las curvas de crecimiento de S. cerevisiae en MCBP en
biorreactor con aireacion, obtenidas del experimento por triplicado. Se observa que el

crecimiento celular comienza con la fase exponencial.
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Figura 22. Curva de crecimiento de S. cerevisiae en MCBP con aireacion (Fuente:

elaboracion propia).

Considerando el comportamiento caracteristico de la fase exponencial de wun

microorganismo (ver figura 2), en la figura 23 se muestra dicha fase correspondiente a la
curva de crecimiento de S. cerevisiae mostradas en la figura 22.
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Figura 23. Fase exponencial de S. cerevisiae en MCBPB con aireacion (Fuente:

elaboracion propia).

A partir de los datos representados en la figura 11, se muestra a continuacion la

determinacion de los parametros cinéticos de S. cerevisiae en tal condicion metabdlica:

4.3.2.1 Parametros cinéticos en el Biorreactor

1) Velocidad especifica de crecimiento (u):

Para la determinacion del valor de x, se emplea la ecuacion 13.

A continuacion, en la figura 24 se muestra la gréafica de In (Cn) contra tiempo, empleando

los datos de la figura 23, asi como su ajuste lineal.
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Figura 24. Fase exponencial de S. cerevisiae en MMS en biorreactor con aireacion

(Fuente: elaboracion propia).

Como se observa en la figura 24, los datos se ajustan al modelo lineal, con un ajuste de

R? =0.9783 (R2 20.95). Dicho esto, la ecuacion lineal se representa de la siguiente

manera:
In (Cn) =0.1091t + 15.119 R? = 0.9783,
%,_/ %,_/
H In(Cn,)
donde i se obtiene directamente de la ecuacion anterior, siendo este valor:
£=0.1091h"
2) Velocidad de divisién promedio (0):
1=0.301-0
s=_H_
0.301

Sustituyendo 4 en la ecuacién anterior, se tiene que:

~0.1091h™
~0.301

=0.3624 h™
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3)

4)

5)

6)

Tiempo de duplicacion (tq):

1
t, ==
—
Sustituyendo ¢ en la ecuacion anterior, se tiene que:
1
ty=————==27593h
0.3624 h

Numeros de generaciones (n):

o log,, (Cn)—log,, (Cn,)
0.301

Sustituyendo Cn y Cn,, se tiene que:

o log,, (11, 700,000) - log,, (3,500, 000)
B 0.301

Concentracion celular maxima (Cnmax):

=1.7412

La maxima concentracién celular obtenida corresponde al ultima valor de concentracion
celular de la fase exponencial fue:
Cn,,, =11,700,000 cel/ml
Velocidad de crecimiento celular (rn):
Los valores de r, se obtienen mediante la ecuacion: r, =-Cn. Dicho esto, se

determinaron las velocidades de crecimiento celular para este experimento (ver en la
tabla 30).

Tabla 30. Valores de r, para S. cerevisiae en MCBPB con aireacion.

t (h) Cn (cel /ml) P (h‘l) r, (cel/mlh)
0.0000 3,500,000 381,850
4.9000 6,450,000 703,695
6.9000 8,600,000 0.1091 938,260
11.2333 11,700,000 1,276,470
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4.3.3 Resumen de los parametros cinéticos
Resultados finales de los parametros cinéticos de S. cerevisiae en medio minimo de sales

(MMS), medio de cultivo a base de Carica papaya (MCBP) y medio de cultivo a base de
papaya en el Biorreactor ver tabla 31.

Tabla 31. Resumen de los parametros cinéticos promedio de S. cerevisiae en los medios de cultivo.
Sin aireacion Con aireacion
Medio de
- Cn Cn
cultivo -1 Ut (nh max - ) t, (h mex
H (h ) 0 (h ) « () " (cel/ml) # (h ) 0 (h ) « () " (cel/ml)
MMS 0.215 | 0.717 | 1.394 | 3.745 | 150,062,50 | 0.201 | 0.668 | 1.513 | 3.899 | 285,700,00
9 2 5 8 0 1 2 5 8 0
MCBP 0.131 | 0.145 | 9.150 | 1.335 | 8,282,500 | 0.316 | 1.349 | 0.987 | 4.978 | 207,533,33
8 9 9 8 0 9 0 5 3
0.107 | 0.357 | 2.796 | 1.303 0.109 | 0.362 | 2.759 | 1.741
MCBPB 6 6 4 5 11,600,000 1 4 3 2 11,700,000
MMS=Medio Minimo de Sales, MCBP=Medio de Cultivo a Base de C. papaya, MCBPB=Medio de Cultivo
Base de Papaya en Biorreactor.
1=Velocidad especifica de crecimiento, J=Velocidad de division promedio, n- Nimero de generaciones,
t, = Tiempo de duplicacion, Cn,, =Concentracion celular maxima.
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CAPITULO V — CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos y la evaluacion de los parametros cinéticos de

Saccharomyces cerevisiae en medios de cultivo a base de Carica papaya y medio minimo

de sales, con y sin aireacion, se obtuvieron las siguientes conclusiones:

Los parametros cinéticos muestran de forma detallada el comportamiento del
crecimiento del microrganismo; ademas, permiten evaluar la eficiencia del crecimiento
de dicho microorganismo entre diferentes condiciones metabdlicas (por ejemplo: medio

de cultivo y disponibilidad de aire).

La mayor concentracién celular maxima (Cn,,q,) Se obtuvo en el MMS con la aireacion,
en comparacion con el otro medio de cultivo, el cual fue de C. papaya (MCBP y MCBPB).
La Cn,,4, Obtenida en MCBP, MCBPB y MMS fue menor en la ausencia de aire en la
realizacion de las cinéticas, en comparacion con las cinéticas realizada en presencia de
aire.

En los casos de MCBP y MCBPB se presenta una velocidad especifica de crecimiento
(M) superior con aireacion, ademas que la velocidad de divisién promedio ().

El tiempo de duplicacién (tg) para los tres casos (MMS, MCBP y MCBPB) en presencia
de aire, fue menor lo cual es favorable en la realizacion de las cinéticas. En comparacion
con los resultados obtenidos en la ausencia de aire para los tres casos, se concluye que
dicho parametro fue mayor, lo cual significa que el microorganismo tarda mas tiempo

para reproducirse.
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5.2 Recomendaciones

Acidificar el medio de cultivo a base de Carica papaya, ya que es propenso a
contaminarse por bacterias, pues es un medio rico en nutrientes como azlcares,
vitaminas, y minerales. Se recomienda un pH de 4, puesto que dicho microorganismo
es capaz de desarrollarse en tales condiciones.

Proponer concentraciones diferentes para el medio de cultivo preparado a base de C.
papaya; esto con el fin de identificar aquella en la que S. cerevisiae presente mayor
crecimiento. Para el caso del medio minimo de sales, se recomienda emplear la
concentracion de glucosa (o sacarosa) indicada en la tabla 1 (10g/L).

Con base en las condiciones evaluadas para el medio de cultivo a base de C. papayay
medio minimo de sales, recolectar la biomasa de S. cerevisiae con el fin de determinar
su composicién nutrimental mediante pruebas bromatoldgicas: determinacion de
humedad (secado en estufa de conveccion forzada), grasas (método de Soxhlet),
proteinas (nitrégeno total, mediante el método de Kjeldahl), y cenizas (por secado). Para
ello se recomienda preparar grandes volimenes de medio de cultivo, con el fin de

obtener una cantidad adecuada de biomasa (4 gramos para cada prueba).
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Material del laboratorio:

Camaras de Neubauer
Cubreobjetos

Embolos

Pipetas graduadas de 0.1ml
Pipetas graduadas de 1ml
Pipetas graduadas de 5ml

Pipetas Pasteur

Sustancias y/o reactivos:

Buffer pH 5
Buffer pH 7
Fosfato dipotasico (K-POu)

ANEXOS

Sulfato de magnesio (MgSO.-7H20)

Materia prima:

Melaza de cafia de azUcar

Papaya (Fruta)

Equipo:

Agitadores de rotacién horizontal
Bombas de aire para pecera
Microscopios 6pticos
Potenciometro

Reguladores de electricidad
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Piseta de alcohol

Pisetas de agua destilada
Matraces Erlenmeyer de 500ml
Matraces Erlenmeyer de 1000ml
Vasos de precipitado de 100ml
Vasos de precipitado de 250ml

Sacarosa
Sulfato de amonio ((NH4)2SO.)
Sulfato de hierro (FeSO4-7H,0)



