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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar los residuos principales provenientes de
la industria azucarera y lechera, como son la melaza de cafia y suero lacteo como sustrato para la
produccion de Saccharomyces cerevisiae, teniendo como medio de cultivo control, jugo de uva
suplementado. La Saccharomyces fue cultivada en balones de vidrio de 2000 mL de capacidad con
sistema acoplado de aireado continuo para cada uno de los sustratos. La biomasa obtenida durante cada
hora de crecimiento se cuantificé por medio de la técnica de la camara de Neubauer y se evaluaron los
parametros de pH y °Brix en los medios de cultivo a través del tiempo. Adicionalmente se evaluaron los
modelos matematicos de Gompertz corregido y Logistico en la cinética de crecimiento de la levadura;
permitiendo obtener una velocidad especifica de crecimiento (i) [h™'] de 0.0923 y 0.1103; precedida
de un tiempo de latencia (A) de 1.5044 y 2.8230 h y un tiempo de generacion (G) [h] de 3.2608 y 2.7292
para Gompertz. Una velocidad especifica de crecimiento (umg) [h'] de 0.0869 y 0.1033; precedida de un
tiempo de latencia (A) de 1.5596 y 2.8583 h y un tiempo de generacion (G) [h] de 3.4631 y 2.9134 para el
modelo Logistico; tanto para el medio melaza + suero lacteo como para el jugo de uva suplementado
respectivamente. En ambos casos se obtuvo un buen ajuste entre los datos experimentales y los valores
predichos por los modelos. El coeficiente de determinacién R* para los dos modelos es superior al 90%
(09896 y 0.9812 — Gompertz/ 0.9774 y 0.9709 — Logistico) (Melaza + Suero/ Jugo de uva
suplementado); lo que demuestra que ambos modelos explican un alto porcentaje de la variabilidad de los
datos. Resulta ventajoso el modelamiento a través del modelo corregido de Gompertz, porque permite

obtener los parametros de la cinética de crecimiento de manera directa.

Palabras clave: Melaza de cafia, lactosuero, Saccharomyces cerevisiae, Modelo de Gompertz, Modelo
Logistico.

ABSTRACT

This research aimed to evaluate the main waste from the sugar and dairy industries, such as cane molasses
and whey as a substrate for the production of Saccharomyces cerevisiae, as a means of taking control
culture, grape juice supplemented. Saccharomyces was grown in glass balls 2000 mL capacity with
continuous aerated system coupled to each of the substrates. The biomass obtained during each hour of
growth was quantified by means of the technique of Neubauer chamber and the parameters of pH and
Brix in the culture media over time were evaluated. In addition to evaluating mathematical models of
Gompertz corrected and Logistics on the kinetics of growth of yeast; allowing to get a specific rate of
growth (umax) [h-1] 0.0923 and 0.1103; preceded by a time of latency (1) 1.5044 and 2.8230 h and (G)
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generation time [h] 3.2608 and 2.7292 for Gompertz. A specific rate of growth (umax) [h-1] 0.0869 and
0.1033; preceded by a time of latency (A) 1.5596 and 2.8583 h and (G) generation time [h] 3.4631 and
2.9134 for the Logistic model; both substrates molasses + whey and supplemented grape juice
respectively. In both cases was a good fit between the experimental data and the values predicted by the
models. The coefficient of determination R2 for both models is greater than 90% (0.9896 and 0.9812 -
Gompertz / 0.9774 and 0.9709 - Logistics) (molasses + whey / supplemented grape juice); which shows
that both models account for a high percentage of the variability of the data. Modeling is advantageous
through the corrected gompertz model, because it allows getting the kinetics of growth parameters

directly.

Keywords: Cane Molasses, whey, Saccharomyces cerevisiae, Gompertz model, Logistic Model.

1. Introduccion

La cana de azlGcar es una graminea
tropical, un pasto gigante emparentado
con el sorgo y el maiz, en cuyo tallo se
forma y acumula un jugo rico en
sacarosa, que al ser extraido y
cristalizado forma el azicar (Fajardo y
Sarmiento, 2007). Sin embargo, no todo
el jugo de la cafia es convertido en
azucar, sino que una parte de ella queda
en forma de miel o también llamada
melaza; este es un liquido denso y
viscoso de color oscuro y se utiliza
generalmente para alimentos
concentrados para animales y como
suplemento alimenticio para el hombre
(Leeson y Summers, 2000).

La melaza posee un 3 % de proteinas,
60 — 63% sacarosa, 3 — 5% de azucares
reductores, 0.4 % de grasas, 9% de
cenizas y un 16% de agua (Tellez, 2004;
Yépez, 1995). Estos nutrientes pueden
ser aprovechados para la produccion de
biomasa, siendo las levaduras uno de
los microorganismos de gran
importancia en la actualidad por su
capacidad de  sintetizar  algunas
vitaminas, grasas y proteinas a partir de
azucares simples (Pérez, 2011).

El lactosuero se constituye el principal
residuo de la industria lactea, pues solo
una parte de este es usado para
alimentacion animal o es procesado,
pero el resto es tratado como un
desecho; de manera que,
aproximadamente, 47 % de las 115
millones de toneladas de lactosuero,
producido a nivel mundial, son
desechados sin tratamiento previo al
ambiente, en rios, lagos o en el suelo, lo

que ademas de ocasionar un gran dafio,
también  representa una  pérdida
significativa de recursos (Guerrero et
al., 2012). El no darle un uso adecuado
al lactosuero, crea un enorme
desperdicio de nutrientes que pueden
ser aprovechados en la alimentacion
humana; se estima que en términos de
composicion y de valor energético, los
solidos del lactosuero son comparables
a la harina de trigo (357 Kcal/100 gr), lo
que lo hace un alimento con mucho
potencial (Inda, 2000; Lagua, 2011).
Las levaduras necesitan oxigeno,
fuentes de carbono organico y nitrogeno
mineral u organico, diversos minerales
y una temperatura y pH adecuados,
algunas ademds necesitan de una o
varias vitaminas y otros factores de
crecimiento (Bilinski et al., 1986; Reed
y Nagodawithana, 1991). Aunque la
melaza tiene como principal fuente de
carbono y energia a la sacarosa
(Beudeker et al., 1989) y varios tipos de
compuestos nitrogenados como:
aminodcidos, purinas y pirimidinas y
componentes no metabolizables como
5-metil-citosina, siendo el total de
nitrogeno contenido en la melaza de
cafia de azucar entre 0,4 al 1,4%
(Spencer y Spencer, 1997); este
porcentaje no es suficiente para la
produccion  de levaduras; siendo
necesario agregar una fuente adicional
de nitrogeno.

Entre las principales fuentes de
nitrégeno estdn el amoniaco, sales
amonicas, nitratos, harina de soya,
sangre  deshidratada, solubles de
destileria, germinado de cebada,
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lactosuero y bagazo de cebada (Trevan,
1990).

Se han realizado estudios de produccion
de Saccharomyces cerevisiae utilizando
como medio de cultivo la melaza
diluida para procesos fermentativos con
levaduras (Pérez, 2011; Fajardo y
Sarmiento 2007), también en agua de
coco complementada con biotina
(Pérez, 2011), usando residuos de pulpa
de Coffea arabica L. (Gualtieri et al.,
2007). Morimura et al., (1997) afirman
que la S. cerevisiae, al ser producida en
un medio de melaza de cafa de azucar
en alta concentracion (22 %) a 33 °C,
mejora su resistencia a elevadas
concentraciones de etanol que es un
factor limitante, debido a la produccion
y acumulacion en su estructura celular
de elevadas reservas de glucogeno y
trehalosa.

En el caso del lactosuero, se puede
utilizar directamente como sustrato de
desarrollo de cepas de Saccharomyces
sp. metabolizando la lactosa.
Generalmente después de ser
hidrolizado a glucosa y galactosa, o
bien convertido a 4cido lactico (Reed y
Nagodawithana, 1991), sirve de medio
de cultivo para la produccién de
Saccharomyces sp. (Spreer, 1991).

La base del -crecimiento de Ilos
microorganismos esta en funcion del
medio que le rodea, siendo los factores
determinantes: pH, actividad de agua,
temperatura. La microbiologia
predictiva tiene como principal objetivo
describir matematicamente la evolucion
de  microorganismos de  origen
alimentario influidos por los factores
ambientales intrinsecos (pH, actividad
de agua) y extrinsecos (temperatura,
atmosfera gaseosa). Asimismo, permite
cuantificar  los efectos de las
interacciones entre dos o mas factores y
determinar la  interpolacion  de
combinaciones de factores de control

que no han sido  estudiados
explicitamente (Rodriguez, 2003).
Este estudio persigue el

aprovechamiento biotecnologico de la

melaza de cafa y el suero lacteo como
residuos  agroindustriales para la
produccion de biomasa proveniente del
cultivo aerdbico de levaduras del tipo S.
cerevisiae, cuantificando el crecimiento
mediante el modelo matematico de
Gompertz y el modelo Logistico.

2. Materiales y métodos
2.1 Materiales y equipos

Recepcion de materia prima

Se utilizé levaduras de Saccharomyces
cerevisiae provenientes del ‘stock’ del
laboratorio de Anélisis de Suelos de la
Escuela de Agronomia de |Ia
Universidad Nacional de Trujillo;
melaza obtenida como residuo del
proceso productivo de azlcar rubia de la

Empresa Azucarera “Casa Grande
S.A.A.”, lactosuero residual del
procesamiento de queso fresco de la
Empresa DELBAC S.A.C, agua
destilada, fosfato de amonio
((NH4);HPOy4), sulfato de amonio
((NH4)2SO4), wuva (Vitis vinifera var.

Moscatel), acido citrico, camara de
Neubauer, microscopio optico 400x,
potenciometro, refractdmetro, alcoholi-
metro, tubos de ensayo y autoclave.
Software STATISTICA 7,0 y MS
Excel.

2.2 Metodologia

El trabajo de investigacion se llevo a
cabo en el Laboratorio de Biotecnologia
de los Productos Agroindustriales de la
Escuela Académico Profesional de
Ingenieria Agroindustrial de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional de Trujillo
(UNT), ubicado en la ciudad de Trujillo,
Provincia de Trujillo, Departamento de
La Libertad.

Balance de masa

Se realiz6 el balance de masa en base a
los requerimientos nutricionales de la
levadura formulando dos medios, uno a

base de residuos agroindustriales
(melaza + lactosuero) y otro con jugo de
uva suplementado con reactivos
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quimicos. Se regulo el pH de las
muestras adicionando acido citrico hasta
llegar al rango de 4.5-5.0. Luego del
mezclado 'y  homogenizado, se
autoclavaron los medios a 120°C por 60
minutos.

Tabla 1. Balance de masa para la
preparacion de los medios de cultivo.

. Medio
Insumo/Cantidad
Caldo Melaza Jugo
(8)
- Lactosuero de uva
Melaza 1200 -
Lactosuero 1000 -
Jugo de uva - 6025
Sulfato de amonio - 287.57
Fosfato de amonio 390.18 132
Agua destilada 4600
Propagacion de Saccharomyces

cerevisiae

Se tomo6 una cantidad de muestra de
levadura “stock” haciendo uso del asa
bacteriologica y se inoculé en caldo
Sabouraud. 0.1 mL del caldo Sabouraud
fueron inoculados en 10 placas Petri
(previamente esterilizadas) conteniendo
agar. Las placas fueron colocadas
dentro de la estufa a 35°C por 24-48
horas para el crecimiento de la levadura.

Cosecha de Saccharomyces cerevisiae
Se cosecharon las colonias de levadura
de las placas Petri incubadas y se
inocularon directamente sobre los
medios de cultivo esterilizados. Para
esta etapa se hizo uso del asa Digralski
para una mayor disolucion.

Diseiio del biorreactor

Los medios de cultivo fueron puestos en
balones de vidrio de 2L de capacidad;
se conectd el mecanismo de aireacion a
este sistema a través de bombas de baja
potencia junto a piedras difusoras, éstas
fueron desinfectadas e introducidas en
los medios de cultivo respectivos.
Finalmente se procedido a inocular las
levaduras cosechadas. Los sistemas
fueron cubiertos con algoddn para evitar
contaminacion externa.

Medicion de crecimiento microbiano

Se realizaron mediciones cada hora,
para lo cual se tomo6 una muestra 10 mL
del cultivo. El crecimiento fue
cuantificado empleando la cdmara de
Neubauer con un microscopio Optico
con aumento de 40X; durante la
produccion de biomasa se controlaron el
°Brix y pH.

Melaza + lacto | Controles
Uva suero |
Pesado
l Aditivos
[k {u] {5
N “Brix
l Recucnto celular
| Produccion de §. cerevisae ‘ | =
“Brix
Grado alecholico
Crecimientocelular (a)
y
Evolucién de cinética de crecimiento Fase de adaptacitn (1)
L Velocidad especifica de crecimiento
Modelo de Gompertz y Logistico (Hais)
Tiempo de generacion (TG)
Figura 1. Esquema del desarrollo

experimental para evaluar el
crecimiento de S. cerevisiae en melaza
mas suero y juego de uva suplementado.

Modelamiento matematico

Se usaron las versiones modificadas de
los modelos Logistico y de Gompertz
propuestas por Zwietering et al., (1990).
Las expresiones matematicas de estos
modelos son:

Modelo de Gompertz

V(B =y, + (Vpax — V) €XP[
A—t

- eXp[l + ﬂmax'e(i
YVmax Vo

Modelo Logistico
ymax B yO

y@o) =y, +
[+ exp[;‘“m“ (A-1)+2]]
ymax _yo

Donde:

y(t) = In N(t), siendo N(z¢) la densidad
bacteriana (cel. mL™) al tiempo “¢”.

Y, = In Ny, siendo N, el valor asintético

inferior y aproximadamente igual a la
densidad bacteriana inicial (cel.mL™).
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Votx — In Npyax, siendo Ny €l valor

asintdtico superior y aproximadamente
igual a la maxima densidad bacteriana
(cel.mL™).

Fogr = maxima velocidad especifica de

crecimiento (tiempo™).

Lo que permitiéo determinar la cinética
de crecimiento a través del crecimiento
maximo ()., ), fase lag o de
adaptacion (A), velocidad especifica de
crecimiento ( £, ).

Ademas se calcula el Tiempo de
generacion (G): G=log2/u ..

3. Resultados y discusion

La determinacion de biomasa se obtuvo
a partir del conteo de colonias en
camara de Neubauer en un area de 0.04
mm’ considerando 9 cuadrantes de
0.0025 mm”.

El coeficiente de variacion estimado
(CVE), el cual mide la magnitud de la
variabilidad de la distribucion muestral
del estimador, es el indicador del grado
de aproximacion con que se estiman las
caracteristicas del universo. Hasta del
7%, es precisa; entre el 8§ y el 14%
significa que existe una precision
aceptable; entre el 15% y 20% precision
regular y por lo tanto se debe utilizar
con precaucion; mientras que mayor del
30% indica que la estimacion es poco
precisa y por lo tanto se recomienda
utilizarla s6lo con fines descriptivos
(tendencias no niveles).

En base a los resultados se obtuvo un
CVE promedio para el recuento de
colonias de 17,547 'y 15,709
unidades/mL para el medio melaza +
lactosuero y para el medio de uva
suplementado respectivamente siendo
catalogado como determinacion de
biomasa con precision regular, teniendo
en consideracion que se eliminaron los
datos que sobrepasaban el rango de
colonias permisibles de 30 a 300.

De los resultados de determinacién de
biomasa de Saccharomyces cerevisae se
obtuvo valores de Yo de 7.811y 7.85

cel. /mL de crecimiento en caldo melaza
mas lactosuero y medio de wuva
suplementado respectivamente.
Mientras que el valor inicial de la
biomasa fue de 6.875 cel/mL en ambos
casos.

7,900
= | ]
7,100 s
g Lol
7,500
L ] . ] &

730 -y
7,100 ’. 0—
6,500 #. ® Melaza+Lactosuero
6,700 W Jugo de uva
6,500 . ————

0 5 10 15 220 25 30 35 40 45

Horas

Figura 2. Curva de crecimiento de

Saccharomyces cerevisae en dos medios de
cultivo.

En la figura 2 se presentan las curvas de
crecimiento promedio de las levaduras
para los dos medios de cultivo, se puede
distinguir la fase lag o de adaptacion de
los  microorganismos al  medio
(aproximadamente hasta las 4 horas).
También se observa el momento en que
se llega a la fase estacionaria, donde no
se observan cambios aparentes en el
crecimiento con respecto al tiempo, lo
que indica que no se estd generando
mas masa celular, esto a partir de las 17
horas aproximadamente para ambos
casos. Sin embargo, Gimeno y Cosano
(2004) reportan un tiempo de 24 horas
para alcanzar la fase estacionaria de
Saccharomyces cerevisiae en suero de
queso.

Buitrago y Tenjo (2007) observaron
que la cepa de Saccharomyces
cerevisiae 1noculada en caldo YPG
consume la fuente de carbono que, en
este caso es la glucosa desde la hora “0”
hasta la hora “8” y a partir de esta hora
el sustrato se agota en su totalidad;
teniendo en cuenta que la glucosa es un
sustrato de facil asimilacion. También
reportan que desde la hora “16” hasta la
hora “20” la levadura entra a la fase
estacionaria.
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Las levaduras iniciaron su etapa
logaritmica (crecimiento exponencial) a
las 4 horas de iniciado el proceso de
latencia en el caso del medio melaza
mas lactosuero; y en el caso del medio
con jugo de uva suplementado esta
etapa inici6 a las 5 horas. Sin embargo,
Ospina y Palacios (1994), encontraron
que el tiempo de inicio de Ia
duplicacion  para  las  levaduras
Saccharomyces cerevisiae est entre 1y
3 horas. Esta demora puede deberse a
que el tiempo de acondicionamiento del
inoculo fue de 2 dias, segun Garzon y
Hernandez (2009), el tiempo 6ptimo de
acondicionamiento es de 4 dias, esto
con la finalidad de reducir el tiempo de
la fase de latencia.

Por otro lado, la concentracion de
carbohidratos de nuestro medio de
cultivo melaza + lactosuero fue inferior
a 40%, de esta manera no se disminuyo
la asimilacion del nitrégeno y se evito la
producciéon de productos nocivos para
las levaduras. La melaza pura a una
concentracion de 20% (p/v) representa
una buena fuente nutricional para el
crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae ya que cuenta con la mayoria
de los macroelementos esenciales para
estos microorganismos y la adicion de
fuentes de fosfato, como el fosfato
monobasico de potasio y fosfato
dibasico de potasio; e incluso en
combinacion con el nitrogeno, como el
fosfato de amonio también influyen en
el crecimiento de S. cerevisiae ya que
suplementan la deficiencia que muchas
veces presentan las melazas en fosforo y
nitrogeno. El nivel de azicar presente es
una de las razones que convierte al

suero en un sustrato Optimo para la
generacion de biomasa.

En la tabla 2 podemos observar los
parametros de la cinética de crecimiento
de Saccharomyces cerevisae en caldo
melaza + lactosuero y medio jugo de
uva suplementado, obtenidos mediante
los modelos de Gompertz y Logistico.
Se induce que el crecimiento
microbiano de Saccharomyces
cerevisae se ajusta a ambos modelos
matematicos por el elevado valor de R*
que bordea el 97%.

En el medio de cultivo de jugo de uva
suplementado se obtuvo un ligero valor
mayor de biomasa, un considerable
mayor valor de tiempo de latencia (A),
similar ~ velocidad  especifica  de
crecimiento (Umsx) Y un menor valor de
tiempo de generacion (G) en
comparacion con los valores obtenidos
con el medio de melaza més lactosuero.
Asi mismo, se aprecia la relacion de que
a mayor velocidad especifica de
crecimiento  (Umax) corresponde un
menor tiempo de generacion (G) para
ambos medios de cultivo en los dos
modelos matematicos analizados.
Comparando ambos modelos
matematicos se obtuvo valores muy
similares  para  los  respectivos
parametros cinéticos analizados dentro
de cada medio de cultivo.

En las figuras 3 y 4 se muestran
graficamente el modelamiento mediante
Gompertz para el  crecimiento de
Saccharomyces cerevisae en medio de
cultivo de caldo melaza + lactosuero y
en medio de jugo de uva suplementado
respectivamente.

Tabla 2. Parametros de la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisae en caldo melaza

mas lactosuero y jugo de uva.

Modelo Gompertz

Logistico

Medio Alh]  Mama [h']  GI[h]
M+L 1,5044 0,0923 3,2608
Uva 2,8230 0,1103 2,7292

0.9812 2,8583 0,1033

Mh] mwe (W77 G[h] R
1,5596  0,0869  3,4631 0.9774
2,9134  0.9709

M-+L: Medio melaza-lactosuero, A = Tiempo de latencia, pmx.

= Velocidad especifica de crecimiento, G= tiempo de generacion.
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Model: YA=0,934*exp(-exp(1+(u*2,718*(a-TA)/0,934)))
y=0,934"exp(-exp(1+((,092318)*2,718"((1,5044)-x)/0,934)))

o 00 0 o0 |

TA

Figura 3. Modelo de Gompertz para
crecimiento de Saccharomyces cerevisae en
caldo melaza + lactosuero.

Model: YA=0,9721*exp(-exp(1+(u*2,718*(a-TA)0,9721)))
y=09721*exp(-exp(1+((,110299)*2,718*((2,82295)-x)/0,9721)))

Figura 4. Modelo de Gompertz para
crecimiento de Saccharomyces cerevisae en
medio de cultivo de jugo de uva.

En las figuras 5 y 6 se muestran
graficamente el modelamiento Logistico
para el crecimiento de Saccharomyces
cerevisae en medio de cultivo de caldo
melaza + lactosuero y en medio de jugo
de uva suplementado respectivamente.
Castro et al., (2008) aplicaron diferentes
modelos sigmoidales al crecimiento de
Lactococcus, realizando un analisis con
la funcion de Gompertz, el modelo
Logistico, el modelo de Stannard y
Richards; encontrando similitud de
ajuste en los modelos aplicados, pero
llegaron a considerar a la funcién de
Gompertz y el modelo Logistico como
los mejores para modelar y predecir el
crecimiento del microorganismo en
estudio en un medio de leche estéril.
Segin Rodriguez (2003), la funcion de
Gompertz ha sido la curva sigmoidal
mas  ampliamente  utilizada  en
microbiologia predictiva debido a su

simplicidad y efectividad. El modelo
Logistico se diferencia de la funcion de
Gompertz por originar un grafico de
tipo simétrico.

Model: YA=0,934/(1+exp((4*u*(a-TA)/0 934)+2))
y=0,934/(1+exp((4*(,086924)*((1,5596)-x)/0,934)+2))
10
B
08 3 o
06 //
vd
/
04 /
0/9/
,/
02 /
.
00 o
-02
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
TA
Figura 5. Modelo logistico para

crecimiento de Saccharomyces cerevisae en
caldo melaza-lactosuero.

Model: YA=0,9721/(1+exp((4*u*(a-TA)/0,9721)+2))
y=0,9721/(1+exp((4*(,103325)*((2,85833)-x)/0,9721)+2))

1,0 ISR SR
0,8 ol
o
06 </
o
04 °///
///
0,2
GoF % °
-0,2
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
TA
Figura 6. Modelo logistico para

crecimiento de Saccharomyces cerevisae en
medio de cultivo de jugo de uva.

La ventaja la posee el modelo de
Gompertz porque permite obtener los
parametros de la cinética de crecimiento
de manera directa. Todos los modelos
son simplificaciones que representan los
complejos procesos bioquimicos que
controlan el crecimiento microbiano. Se
menciona que un modelo debe ser a la
vez suficientemente complejo para
aportar una prediccion util, pero lo
bastante simple como para poder ser
utilizable.  Este  equilibrio  entre
simplicidad y complejidad significa que
no existe un modelo 6ptimo para todas
las situaciones (Gimeno y Cosano,
2004).
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Tabla 3. Analisis de varianza para los parametros cinéticos de crecimiento Saccharomyces
cerevisae modelado por Gompertz en caldo melaza mas lactosuero y jugo de uva suplementado.

Suma de

Origen de las Grados de Promedio de los Probabilida  Valor critico para
A cuadrado . F
variaciones s libertad cuadrados d F
Entre grupos 0,1080 1 0,1080 0’244 0,8438 7,7086
Dentro de los 9,7814 4 2,4454
grupos
Total 9,8894 5

Tabla 4. Andlisis de varianza para los parametros cinéticos de crecimiento de Saccharomyces
cerevisae modelado por Logistico en caldo melaza + lactosuero y jugo de uva suplementado.

Origen de las Mgt Grados de Promedio de los Probabilida  Valor critico para
A cuadrado . F
variaciones P libertad cuadrados d F
Entre grupos 0,0976 1 0,0976 0,0359 0,8590 7,7086
Dentro de los 10,8936 4 2,7234
grupos
Total 10,9912 5

En la tabla 3, el valor de “F” es menor
que el “F critico”, interpretandose que
no existe diferencia significativa entre
los parametros cinéticos del modelo de
Gompertz respecto al tipo de medio de
cultivo, es decir que ambos son
estadisticamente validos sin importar la
composicion del medio.

De la tabla 4, se aprecia que el valor de
“F” es menor que el “F critico”,
interpretando que no existe diferencia
significativa entre los pardmetros
cinéticos del modelo Logistico respecto
al tipo de medio de cultivo, es decir que
ambos son estadisticamente validos sin
importar la composicion del medio.

Parametros fisicoquimicos

En la figura 7 se observa la disminucion
del pH en los medios utilizados. Ambos
medios de cultivo presentan valores de
pH dentro del rango establecido para el

crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae, que se encuentra
aproximadamente entre 4.0 y 5.0

(Fajardo y Sarmiento, 2007). En este
rango Optimo, las levaduras tienen
mayor velocidad de crecimiento y
rendimiento. El valor de pH inicial para
los medios de jugo de uva suplementado
y melaza + lactosuero son, 4.88 y 4.93,
respectivamente. Se aprecia
notablemente el descenso del pH en el

medio enriquecido con jugo de uva, a
diferencia del medio con melaza +
lactosuero (la melaza de cana de azucar
tiene un pH entre 5.5 y 6.5) que se
mantiene relativamente estable, esto
debido a que la melaza contiene un
material estabilizador de pH (Buffer).
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Figura 7. Variacion del pH del medio de
cultivo durante el crecimiento de la
Saccharomyces cerevisae.

La accion estabilizadora del pH tiene
efecto sobre la melaza para resistir la
adicion de acidos o alcalis sin cambiar
su naturaleza acida o basica del mismo,
esta accion estabilizadora depende del
contenido de azucares y de las
caracteristicas propias de la melaza
(Swan y Karalazos, 1990).

Analizando el comportamiento de las
curvas, se aprecia que en ambos medios
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los wvalores de pH descendieron
exponencialmente hasta la hora “24”; en
estas etapas (latencia, exponencial y
estacionaria) los sustratos forman
productos en especial acidos que
influyen en el crecimiento celular,
produccion enzimatica y utilizacion de
glucosa (Fajardo y Sarmiento, 2007); y
a partir de la hora “25” el pH tiene un
comportamiento lineal; es decir tiende a
estabilizarse. Segiin Rios (2005), en el
proceso de fermentacion, el pH tiende a
disminuir debido a la produccion de
acidos, formados al tomar los
nitrogenos de los  aminoécidos
perdiendo su caracter anfotero. Este
concepto explica que las levaduras
consumieron la fuente nitrogenada
(fosfato de amonio) liberando acidos y
acidificando el medio hasta que tendi6 a
estabilizarse por escases del sustrato.

25
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Figura 8. Variacion del ° Brix de los
medios de cultivo durante el crecimiento de
la Saccharomyces cerevisae.

La cantidad de azlicares en el medio
genera un limitante para el proceso
fermentativo (Garzén y Hernandez,
2009). A medida que transcurre el
tiempo, la cantidad de levaduras
aumenta debido a las condiciones
favorables del medio y la caida del
°Brix se hace mas notoria para ambos
medios.

En la figura 8 se observa el
comportamiento exponencial en la
reduccion del °Brix hasta la hora “24”
(etapa  latencia,  exponencial y
estacionaria), debido a la presencia de la

enzima invertasa que hace que Ia
levadura consuma sustrato a medida que
actia sobre la sacarosa produciendo
glucosa y fructuosa que son azucares
reductores, los cuales son mas simples y
la levadura puede asimilarlos con mayor
facilidad (Kazuhiko y Rozo, 1995).

En cuanto al grado alcohoélico el medio
melaza + lactosuero present6 un valor
de 21.5% (%v/v), mientras que el medio
con jugo de uva suplementado un 11%
(%v/v). En un estudio realizado por
Garzon y Hernandez (2009), reportan
que la concentracion de alcohol es
proporcional a la cantidad de azucares
en el medio, mostrando mayor valor el
que presenta mayor °Brix.

Segun Tomasso (2004), las levaduras
presentan cierta resistencia a las
concentraciones de alcohol que se
producen durante la fermentacion,
debido a que el etanol, inhibe el
transporte de D-xilosa, amonio, glicina
y algunos aminodcidos, asi como afecta
la funcion y estabilidad de algunas
enzimas citoplasmaticas como la
hexoquinasa, debido a que a
concentraciones criticas de etanol, se
presenta la formacion de un complejo
hexoquinasa-etanol el cual puede
detener la reaccion glucosa a glucosa-6
fosfato. En conclusion la tolerancia al
alcohol depende de la habilidad de la
célula para exportar el etanol del
interior al medio externo, un proceso
que depende de la composicion de la
membrana y de la fluidez de la misma.
Un incremento en la concentracion de
etanol supone un obstaculo a medida
que pase la fermentacion lo cual serd un
obstaculo para el crecimiento y
desarrollo microbiano por los efectos
negativos, disminuyendo su calidad y
selectividad, por lo que las levaduras en
un medio con alta concentracion
alcoholica pierden propiedades
funcionales y no pueden retener
cofactores y coenzimas con alta
concentracion alcoholica. Este
fenomeno se manifiesta en los
resultados de crecimiento microbiano;
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donde el medio de cultivo de jugo de
uva suplementado al tener menos
sustrato disponible (°Brix inicial =16)
produce con mayor rapidez alcohol y se
limita su crecimiento; generando asi
mayor rapidez para el alcance de la fase
de muerte, esto se puede verificar en la
curva de  crecimiento de la
Saccharomyces cerevisae (figura 2).

4. Conclusiones

Se determind que tanto el medio de
cultivo formulado a base de melaza de
cafia mas lactosuero como el de jugo de
uva suplementado sirvieron como un
excelente sustrato para la produccion de
biomasa de Saccharomyces cerevisiae.
Para ajustar los valores experimentales
de crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae sobre medios de cultivo a
base de melaza de cafia + lactosuero y
medio de jugo de uva suplementado,
pueden wusarse indistintamente el
Modelo de Gompertz (R* = 0.9896 y
0.9812) o el Modelo Logistico
R> = 09774 y  0.9709)
respectivamente; puesto que ambos son
estadisticamente validos y sus ajustes
no difieren significativamente.
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