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RESUMEN

Se formul6 un medio de cultivo para crecimiento de Saccharomyces cerevisiae a partir de Harina de Soja
como fuente principal en dos concentraciones (35 y 47.97 % de proteina bruta) y se reforzo los medios
con sacarosa (C¢H;,04), fosfato dibasico de Amonio (NH4),HPO,, acido fosférico (H;PO,), Tiosulfato de
Sodio (Na,S,0;), agua (H,O) y acido citrico (C¢HgO;) utilizado como buffer en diferentes
concentraciones segun fueron los requerimientos, bajo flujos de aireacion constantes de 0.51 VVM. La
evaluacion de la produccién de biomasa se realizd mediante la cinética de crecimiento con el modelo de
Gompertz. El crecimiento en el medio de cultivo con 47.97% de proteina mostro superioridad al medio de
cultivo con 35% de proteina; caracterizado por una mayor velocidad especifica de crecimiento ([pax) ¥
menor tiempo de generacion (TG) con valores de 0.86 h”' y 0.80 horas, 0.81 h™ y 0.86 horas
respectivamente para cada medio de cultivo. Para la fase de adaptacion (A) y mayor crecimiento maximo
(a) se obtuvieron: 0.97 horas y 1.60 para el medio con 45.97% de Proteina, asi como 0.63 horas y 1.46
para el medio con 35% de proteina en la harina de soya respectivamente. La prueba de ANOV A demostrd
diferencias estadisticas (p< 0.05; IC 95 %), y la prueba de Tukey, demostraron diferencias significativas
entre el medio con 35% y 47.97% de proteina.

Palabras clave: Harina de soya, Saccharomyces Cerevisiae, biomasa, modelo de Gompertz.

ABSTRACT

It was formulated a growth medium for Saccharomyces Cerevisiae from Soybean Meal as primary source
in two protein concentrations (35 y 47.97 %) and as reinforcements: sucrose (C6H1206), dibasic
ammonium phosphate (NH4)2HPO4, phosphoric acid (H3PO4), sodium thiosulfate (Na2S203), water
(H20) and citric acid ((C6H807) as buffer in different concentrations according to the requirements,
under constant aeration flow of 0.51 VVM. Evaluation of biomass production was performed by growth
kinetics with the Gompertz model. The growth in the medium with 47.97% of protein showed superiority
in the medium with 35% of protein; characterized by the greatest specific speed of Saccharomyces
cerevisiae growth rate (umax) and generation time (GT) of 0.86 h-1 y 0.80 horas, 0.81 h-1 y 0.86 hours
respectively for each medium. For the adaptation phase (A) and the highest maximum growth (a) was
obtained: 0.97 hours and 1.60 for the medium with 45.97% of Protein, as well as 0.63 hours and 1.46 for
the medium with 35% of protein of Soybean Meal respectively. The ANOVA test demonstrated statistical
significance (p< 0.05, IC 95 %). Comparative Tukey test showed statistical significance between the
medium with 35% and 47.97% of protein.

Keywords: Soybean Meal, Saccharomyces Cerevisiae, biomass, Gompertz model.
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1. Introduccion

La obtencion de etanol a nivel industrial
utiliza por excelencia el microorga-
nismo Saccharomyces cerevisiae, por
ser un microorganismo de facil
manipulacién y recuperacion, no es
exigente en cuanto a su cultivo, no
presenta alto costo, tolera altas
concentraciones de etanol, en la
fermentacion produce bajos niveles de
subproductos, es osmotolerante, capaz
de utilizar altas concentraciones de
azucares, presenta alta viabilidad celular
para el reciclado y caracteristicas de
floculacion y sedimentacion para el
procesamiento posterior (Fajardo y
Sarmiento,  2008). Ademas  es
ampliamente utilizado en la elaboracion
de complementos nutricionales,
saborizantes, vitaminas, panificacion,
producciéon de bebidas fermentadas
como sake, licores, cerveza, Vvino;
dandole al ultimo caracteristicas
organolépticas que ninguna otra
levadura puede hacer, formando asi el
cuerpo y aroma caracteristico en el
vino,. (Mufioz y Catrilaf, 2013). Otro
aspecto que cobra gran importancia es
la produccion de biomasa a partir de la
levadura en mencién, ya que puede
ofrecer una gran alternativa para
remplazar algunas de las fuentes
tradicionales de proteina (harina de
pescado, suero descremado de leche)
para el consumo animal e incluso en
porciones para humanos después de ser

tratada; por ello el desarrollo e
implementacion  de  técnicas  de
produccion  industrial —ayudarian a

solventar el problema dela cada vez mas
limitada disponibilidad e ingesta de
proteina (Phetteplace ef al., 2003).

Con el objetivo de satisfacer la demanda
de éste microorganismo y ante el
crecimiento de la demanda de Uva del
mercado mundial se ha buscado una
alternativa econOmicamente  menos
costosa y nutricionalmente de mejor
calidad que dicho fruto para su
utilizacion en medios de cultivos, el

mismo cabe destacar dista mucho de ser
un medio de cultivo Optimo por la
carencia de algunos  nutrientes,
presentando como principal escasez la
proteina. (Mas et al., 2013), razon por la
que estd siendo relegada de su
utilizacion para la elaboracion del
mosto o medio de cultivo.

Entre los puntos de gran importancia
para el desarrollo de este estudio estan
el diagnoéstico microbiologico, el
control de la calidad e inocuidad de los
alimentos y el monitoreo del medio
ambiente, que exigen cada vez mas de
medios de cultivo con mayor valor
nutritivo y mds rdpido aislamiento e
identificaciéon de los microorganismos,
todo lo cual ha propiciado la busqueda
de nuevas fuentes de nutrientes, sobre
todo de origen vegetal (Rodriguez et al.
2004). En la busqueda de un medio de
cultivo que cumpla con las expectativas
del mercado global, plateamos la Soya
(Glycine max), la misma que representa
un potencial competidor para la Uva en
cuando a medios de cultivo de
Saccharomyces cerevisiae. El
planteamiento se funda en que la soya
ha sido ampliamente utilizada como
fuente de proteina en alimentos, dado
que presenta un buen balance en el
perfil de aminoéacidos y sobre todo es
econdmicamente sustentable, ya que la
disminucion de costos en la produccion
de bioinoculantes crea condiciones
favorables para su adopcion, esto se
basa en que el precio de la harina de
soya comparada con el precio de uvas
vinicolas en el mercado se muestra una
gran diferencia favorable, siendo el
precio de la Soya relativamente bajo.
Ademas es considerada un buen sustrato
para alimentos funcionales debido a que
la fermentacion es probidtica y tiene un
potencial reductor de los niveles de
carbohidratos (Champagne et al., 2009;
Sealey et al., 2009).

Por las razones antes mencionadas, en
este estudio se utilizé la harina de soya
como materia prima para la elaboracion
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del medio de cultivo. Se debe mencio-
nar también que la cantidad de proteinas
presentes en su estructura, dardn lugar a
un nuevo termino llamado torta de
harina de soya, el mismo que tendra un
contenido de proteina minimo de 45%
(ContiLatin, 2015; Obando, 2013).

Otro punto de gran importancia es la
utilizacion de la  microbiologia
predictiva de alimentos, la surge como
alternativa a la necesidad de acortar
tiempos de respuestas, reducir costos
econoémicos, reemplazar metodologias
dispendiosas y disminuir la laboriosidad
en los andlisis de la microbiologia
clasica de alimentos (Pérez, 2011).
Permitiéndonos de esta manera, estimar
el crecimiento, la supervivencia y/o la
muerte de los microorganismos en
relacion a los factores criticos que los
afectan, como lo son la temperatura,
pH, actividad de agua y otros. Para su
aplicacion se han desarrollado modelos
matematicos que permitan predecir el
comportamiento de las poblaciones
microbiolégicas de  Saccharomyces
cerevisiae cuando crecen en condiciones
controladas, estimando los parametros
cinéticos que caracterizan dicha curva.

En esta investigacion se compard la
efectividad del uso de harina de soya
como fuente de Nitrogeno para la
produccion de biomasa de
Saccharomyces Cerevisiae en diversas
concentraciones (35 y 47.97%).

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales y equipos

Los  medios de cultivo para
Saccharomyces Cerevisiae, se disefiaron
a partir de sacarosa (C¢H;2Og), harina
de soya (35 y 47.97% de proteina)
proporcionada  por la  Empresa
ContiLatin del Perd S.A., fosfato
dibasico de Amonio (NH4),HPO,,
acido fosforico (H3PO,), Tiosulfato de
Sodio (Na;S,03), agua (H,O) y acido
citrico (C¢HgO-) utilizado como buffer,
pH metro, Balanza analitica, cocina,

refractometro, Microscopio Optico 40X,
Camara Neubauer, Software Statistica
7.0.

2.2 Preparacion de los medios de
cultivo

En un recipiente se combind los
materiales, la harina de soya de 35% de
proteina fue agregada lentamente y
paralelamente se fue removiendo con el
fin de no formarse ningin grumo por la
harina de soya; asi mismo para la harina
de soya de 47.97% de proteina.
Enseguida se procedi6 a medir los
grados Brix de los medios, los cuales
fueron de 20 °Brix y con un pH de 6.2 y
6.5, respectivamente, luego se ajusté el
pH con acido citrico hasta que llegase a
un pH de 4.5. Posteriormente estas
soluciones se colocaron en un baloén de
vidrio con algodén en la boca.
Paralelamente los medios de cultivo se
esterilizaron en la autoclave a una
temperatura de 120°C durante 15
minutos. Luego se dejaron enfriar los
medios de cultivo (harina integral de 35
y 47.97% de proteina) hasta 30°C.
Finalmente se agregd la levadura
Saccharomyces cerevisiae, respectiva-
mente a los medios.

2.3 Crecimiento de las levaduras en el
biorreactor

En seguida se agregaron estas
soluciones al biorreactor, respectiva-
mente, los cuales estaban en constante
oxigenacion (0.5113 VVM para ambos
medios). Seguidamente por un lapso de
20 horas se extrajo muestras de ambos
medios de cultivo (harina de soya de 35
y 47.97% de proteina) cada hora. La
muestra extraida con una jeringa fue
vertida en la cdmara de Neubauer sobre
una laminilla y luego fue colocada en el
microscopio con un aumento de 40X y
se realizO el conteo respectivo de
células, de ambos cultivos.

Finalmente se procedi6 a realizar la
respectiva curva de crecimiento para la
produccion de levadura de ambos
cultivos.
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2.4 Método experimental y analisis
estadistico

La secuencia del desarrollo experi-
mental se observa en la Figura 1. Se
procedio a realizar los calculos para los
medios de cultivo (harina de soya con
35 y 47.97% de proteina), tomando en
cuenta las necesidades de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Durante la
produccion de biomasa se controlaron
los niveles de pH y °Brix. El
crecimiento fue cuantificado empleando
camara Neubauer. Las medidas se
realizaron cada media hora.

Diseiio de Medio de cultivo
para Saccliaronyvees

cerevisiae

Harina de

Harina de
Sova 353% Sova
Proteina 47.97%
| |

Cuantificacion del
crecimiento —

pH

Biomasa

| “Brix

C Modelo

Evaluacion de la matemético

Cinetica funcion de
| Gompertz

Figura 1. Desarrollo experimental para
evaluar el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae utilizando dos medios de cultivo
de Harina de Soya al 35y 47% de proteina.

Determinacion de la biomasa vy
cinética de crecimiento

Se realiz6 mediante recuento celular
(células/mL) y aplicacion del modelo
matematico de Gompertz [YA = a *
exp(-exp(b-c*TA)); YA = log(N/NO),
TA = tiempo (h)] (Nakashima et al.,
2000), obteniéndose los pardmetros
cinéticos de: crecimiento maximo (a),
fase de adaptacion (A), velocidad
especifica de crecimiento (pumax) y
tiempo de generacion (TG). Se utilizo el

software Statistica para el modela-
miento.

Analisis Estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza para
evaluar las diferencias en los resultados
de cada uno de los parametros segun la
harina de soya utilizada. En los casos
que se obtuvo diferencia significativa
entre los tratamientos (p<0.05) se
realizo una prueba de Tukey.

3. Resultados y discusion

Tabla 1. Formulacion de medios de cultivo

para  propagacion de biomasa de
Saccharomyces cerevisiae a partir de
Harina de soya en diferentes
concentraciones de proteina.
Medio 1 Medio 2
Componente  (35% Proteina (47.97% de
(2) Proteina(g))
Harina de 100 100
Soya
Sacarosa
200 200
(CgH1,0¢)
Fosfato
IDilbr e 62 15.79 4.74
Amonio
((NH4),HPO,)
Acido
Fosforico 0.62 7.51
(H3PO,)
Tiosulfato de
Sodio 943 9.045
(Na,S,0;)
Agua 800 800

Para la produccion de Biomasa de
Saccharomyces cerevisiae se evaluaron
2 medios de cultivo usando como fuente
principal  harina de soya en
concentraciones de proteina (35% vy
47.97%). En la Tabla 1 se presenta la
composicion de los medios evaluados,
calculados por balance de masa y
ajustandose a lo citado por Gualtieri et
al. (2007), quienes afirman que el
crecimiento de la levadura se da a pH de
4.5 y 20°Brix. También Fajardo y
Sarmiento (2008), indica que el
crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae se ve favorecido por un pH
aproximado de 4.0 a 5.0, sin embargo se
ha observado que con un pH inicial del
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medio a valores entre 4.0 y 4.5 se
obtiene mejor crecimiento, debido a que
a pesar de la tolerancia bastante amplia
de esta para las variaciones de pH, a
partir de los sustratos habitualmente
usados en los medios de cultivo forman
productos en especial acidos que
influyen en el crecimiento celular,
produccion enzimatica y utilizacion de
glucosa.

Segun Leveau y Bouix (2000) el
carbono y nitrégeno son constituyentes
principales aportados por el medio de
cultivo. Este papel fue cubierto
fundamentalmente por la sacarosa
anadida junto con la harina de soya, que
es rica en el porcentaje de proteina
(fuente de nitrégeno).

Leveau y Bouix (2000) afirman también
que el fosforo se halla incluido en los
acidos nucleicos y los nucleosidos di y
tri-fosfato. El fosforo es asimilado por
la célula en forma de iones orto fosfato
(H,PO*). Las fuentes de fosforo
utilizadas en los medios de cultivo
fueron: fosfato dibasico de Amonio
(NH4),HPO, y 4cido fosférico (H;PO,).
En la Tabla 2 se observa que el medio
de cultivo con 47.97% de proteina en
harina de soya usada como fuente
primaria para produccion de biomasa,
permitié obtener mayor biomasa, con un
mayor a=1.60, pmsx =0.86 h'l, menor
TG= 0.81 h y A=0.97 h; cuyos valores
fueron obtenidos del desarrollo del
modelo matematico de Gompertz
(Figura 2). Asi también se muestra que
para el medio de cultivo con 35% de
proteina en harina de soya se obtuvieron
los valores de: a=1.46, pmax =0.80 h'l,
mayor TG= 0.86 h y A=0.63 h (Figura
3). Del ANOVA se determind que la
harina de soya con 35 % y 47.97 %
presentan efecto significativo para todas
las variables (p<0.05). Lo mismo que se
determind en la prueba de Tukey, que se
aplico a todas las variables donde se
comprobd la presencia de diferencias
significativas entre los tipos de harina y
las variables obtenidas referentes al
crecimiento de dicha levadura.

Modzl: Y2=srexpl-axp(b-o TA)
y={1.60083)"aep{-=xp({1 S1732H. 536966/ x))

c i T
cesarihey

o
)
s fb

4 & 8 10 12 # 1 18 20 =
T

Figura 2. Cinética de crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae (47.97%
proteina).

Model: YA=a"exp(-exp(b-C*TA))
y=(1.45847 exp{-exp((1.345)-( .551744)x))

W et il

08
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o
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02
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Figura 3. Cinética de crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae (35.00%
proteina).

Se determino la cinética de crecimiento
de Saccharomyces cerevisiae tanto en el
medio con 47.97 % y el de 35% de
proteina en harina de soya. Se obtuvo
una concentracion elevada en un tiempo
optimo de fermentacion de 20 horas en
el medio de 35%; mientras que en el
medio con 47.97% se obtuvo el
aumento concentracion en menor
tiempo. Prueba de ello es la reduccion
de sacarosa expresada en grados Brix
(Figura 5) donde se observa que para el
Medio 2 (47.97% de proteina) la
disminucion fue radpida y mas notoria en
las ultimas horas. Las concentraciones
altas de azucares afectan los procesos de
osmosis dentro de la membrana celular,
el rango Optimo de concentracion de
azucar es de 10 a 18%, puesto que a
concentraciones de 22% las levaduras
empiezan a tener problemas en su
proceso de respiracion celular (Rios del
risco et al., 2005).
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Tabla 2. Valores de a, A, Wi, Tg obtenidos en la produccion de biomasa de Saccharomyces
cerevisiae a partir de harina de soya en diferentes concentraciones comparado con medios de

cultivo utilizados a partir de otras fuentes primarias.

Variable a log(N/N,) A (h) Wmax) () TG (h) R’
Harina de Soya 35% prot. 1.4585:* 0.6253:* 0.8042: 0.8614:* 0.9866;
47% prot. 1.6008 0.9652 0.858 0.8079 0.9845
Mosto de uva® 1.5414 4.9513 0.2103 3.2954 0.9801
Pulpa de café” 0.3444 1.1844 0.0422 16.4112 0.9877
Melaza de cafia® 1.7895 0.311 0.7293 0.9504 0.9907
Agua de coco* 1.35 s 0.38 1.8241 0.9856

a: Caceres y Reyna (2002); b: Gualtieri ez al. (2007); c: Fajardo y Sarmiento (2008); d: Ramirez y Molina (2005)
* ** Valores con diferente superindice son diferentes significativamente (p<0.05) (Prueba de Tukey). ANOVA

(p<0.05).

El elevado contenido de azucares y
demas fuentes de carbono garantizan la
energia suficiente para multiplicar la
biomasa microbiana en un periodo
reducido de tiempo de 24 horas, lo que,
sin duda, sera de valor para las futuras
formulaciones de medios especificos
para el cultivo de esta levadura.

Para el caso del tiempo de generacion
(TG), Rosma y Ooi (2006), indica que
los tiempos de generacion varian
ampliamente entre los microorga-
nismos, algunos crecen rapidamente y
presentan tiempos de generacion de
unos 30 minutos y otros tienen tiempos
de generacion de varias horas o incluso
dias. Los valores obtenido fueron 0.80
y 0.86 horas (<1 hora), siendo valores
bajos y aceptables seglin lo citado. Asi
es importante resaltar que entre los 2
medios es mas favorable el TG del
medio de cultivo con 47.97% de
proteina de harina de soya debido a que
el tiempo que precisa para duplicarse es
menor que el otro medio.

Al analizar los resultados obtenidos, se
puede discutir que las fuentes de
crecimiento complejas utilizadas en el
medio con 35% de proteina en harina de
soya requieren de un gran numero de
reacciones metabolicas para degradar
estos sustratos por el microorganismo;
asegurando de esta manera la multipli-
cacion efectiva de la bacteria por mas
tiempo en comparacion con los
sustratos utilizados en el medio con
47.97% de proteina; los cuales son
degradados mas rapidamente ocasio-

nando el consumo de estos en menor
tiempo.

Si comparamos los datos obtenidos en
el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae para ambos medios de
cultivo a partir de harina de soya con
resultados obtenidos por autores que
utilizaron otras fuentes de sustratos se
aprecian diferentes valores dependiendo
del medio.

En la bibliografia existe diversas
investigaciones en las que se trata de
elaborar y/u optimizar medios de
cultivo Optimos para el crecimiento de
biomasa de Saccharomyces cerevisiae,
de los cuales seleccionamos aquellos
que tienen como fuente principal a
compuestos organicos que se muestren
como una alternativa novedosa ya sea
por sus contenidos de nutrientes o por el
hecho de que su uso resuelve un
problema de manejo de residuos, ya que
estos al igual que el desarrollado en este
trabajo, comparten la clasificacion de
medios alternativos, que se presentan
como una solucion a los elevados costos
de un medio sintético, a excepcion del
medio de cultivo elaborado en base a
jugo de uva el cual se toma como
referencia por ser el medio tradicional,
ademas también se prestd especial
cuidado para la seleccion de aquellos
que presentaban caracteristicas de
incubacion (Temperatura, pH) similares
a las utilizadas en el trabajo.

Caceres y Reyna (2002) realizaron el
modelamiento  microbioldgico  para
Saccharomyces cerevisiae utilizando
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como uUnica fuente de sustrato jugo de
uva, sacarosa con agua frente a diversos
valores de pH, Actividad de agua y
temperatura; y obtuvieron para el mayor
crecimiento maximo (a) 1.54, para la
fase de latencia (A) 4.95 horas (Tabla 2).
El valor de mayor crecimiento maximo
que obtuvieron fue mucho menor al
obtenido por los medios con harina de
soya y el tiempo de latencia fue hasta 8
veces mas que los obtenidos, demos-
trando la superioridad del uso de harina
de soya como fuente primaria en
producciéon de biomasa. De todos los
medios analizados en la Tabla 2, es el
analizado por Caceres y Reyna (2002)
(mosto de uva) el que posee mayor
tiempo de adaptacion (A). Comprobando
asi que el mosto de uva no cubre los
requerimientos que precisa la levadura
Saccharomyces cerevisiae para su
crecimiento. Ademas el tiempo de
generacion (TG) obtenido por dichos
autores (3.30 h) fue mayor al de las
harinas utilizadas en esta investigacion.

Pérez (2011), utilizo como fuente de
sustrato, para un medio de cultivo para
el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae, diluciones de agua de coco
suplementada con biotina. Obtuvieron
resultados en cuanto a crecimiento de
biomasa (g/L), utilizando coco al 100%,
valores por encima a los que se
obtuvieron usando un medio sintético
comun (Agar nutritivo). Para la
velocidad especifica de crecimiento
(Umax) obtuvieron valores entre 0.022 y
0.1389 h™' estos valores fueron menores
comparados con los obtenidos en el
crecimiento con medios de cultivo a
partir de harina de soya (0.80 y 0.86 h”
Y. Analizaron también el tiempo de
generacion (TG) y los valores oscilaron
entre (4.99 y 31.5 horas); las horas
necesarias para la duplicacion que
obtuvimos a partir del uso de harina de
soya fueron menores a las obtenidas
usando coco (0.80 y 0.86 horas).
Ramirez y Molina (2005) analizo
también el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae con agua de

coco como sustrato y obtuvieron: 1.35
para mayor crecimiento maximo(a),
0.38 h™' para la velocidad especifica de
crecimiento (Umax) 1.82 h de TG.
Valores también que demuestran la
superioridad de la harina de soya como
sustrato para el crecimiento de esta
levadura.

Gualtieri et al. (2007) realizaron un
estudio sobre la produccion de biomasa
de Saccharomyces cerevisiae y Candida
Utilis usando residuos de pulpa de
Coffea arabica L. y obtuvieron los
resultados que se muestran en la Tabla
2. Se observa que de todos los medios
de cultivo mostrados fue este con el que
se obtuvo menor crecimiento maximo
(a) (0.34), menor velocidad especifica
de crecimiento (Umasx) (0.0422 h'l) y
mayor tiempo de generacion (TG)
(16.42 h) indicando que la pulpa de café
presenta bajo desempefio como sustrato
para medios de cultivos destinados al
crecimiento de levaduras.

Entonces a mayor velocidad especifica
de crecimiento y rendimiento, el tiempo
de duplicacién es mucho menor.

Fajardo y Sarmiento (2008), realizaron
una evaluacion de melaza de cafia como
sustrato para la produccion  de
Saccharomyces cerevisiae, los datos
obtenidos se aprecian en la Tabla 2. En
cuanto al tiempo de Ilatencia o
adaptacion (A) (0.31 h) fue menor al
obtenido por los medios de harina de
soya (0.63 y 0.96 h), obtuvieron menor
velocidad especifica de crecimiento
(1max) (0.73 h™) que las harinas de soya
(0.81 y 086 h™). Ademas el tiempo de
generacion por el medio a partir de
melaza de cafia fue 0.95 h, valor mayor
a los requeridos por los dos tipos de
harinas de soya empleadas (0.86 harina
de 35% PB y 0.81 h harina de 47.97%
PB). Esto indica que las levaduras
requieren de mdas tiempo para poder
duplicarse en un medio con melaza de
cafia que en otro con harina de soya.
Altamirano (2013) también realizé el
estudio sobre la propagacion de
Saccharomyces cerevisiae en medio de
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cultivo Mosto Cervecero, su tiempo de
crecimiento fue de 24 horas y su tiempo
de generacion (TG) fue de 1.42 horas,
valor sumamente superior al obtenido
en este trabajo (0.80 y 0.86 horas).

Los resultados de la Tabla 2 y lo citado
anteriormente muestran que la harina de
soya puede utilizarse como un excelente
medio de cultivo, si se considera que la
biomasa producida por unidad de
volumen y la velocidad especifica a la
cual crecen las levaduras es superior a
los valores encontrados en un medio
sintético de uso comun en laboratorio y
también en medios a partir de residuos.
Otros autores han reportado valores
diferentes en la produccion de biomasa
de Saccharomyces cerevisiae utilizando
otros medios de cultivo como es el caso
de Mohamed et al. (1984), obtuvieron
una biomasa de 9.4 g/L en un tiempo de
24 horas, utilizando un medio mas
complejo que contiene glucosa anhidra,
extracto de levadura, NH4Cl, Na,HPOy,,
7H,0, KH,PO,, CaCl,, acido citrico,
citrato de sodio y un antiespumante. El
crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae en los medios a partir de
harina de soya se dio alrededor de 20
horas, siendo menor al tiempo obtenido
por Mahamed et al. (1984). En cambio,
Kong et al. (2007), reportd una
concentracion de biomasa de 0.864 g/L,

utilizando  solamente  extracto de
levadura.
En la Tabla 2 podemos ver los

resultados de la cinética de crecimiento
de las investigaciones seleccionadas,
aqui ese observa que para el caso de la
produccion de biomasa los medios a
base de harina de soya muestran un
rendimiento sumamente aceptable, en
especifico el correspondiente a la harina
de soya (47% proteina) el cual supera a
todos los medios a excepcion de la
melaza de cafa, sin embargo vemos que
el tiempo de generacion en los medios
con harina de soya son los mas bajos de
entre todos, ademas al analizar las
velocidad especificas de crecimiento de
la levadura en los distintos medios, se

observa que son los medios
desarrollados en base a la soya los que
se muestran mas beneficios para la
produccion de biomasa de la levadura,
por esto consideramos que la utilizacion
de harina integral de soya y harina de
soya para la elaboraciéon de medios de
cultivo para la produccion de biomasa
de Saccharomyces cerevisiae se justifica
debido a su menor costo en relacion con
los medios sintéticos y a sus mejores
caracteristicas con relacion a otros
medios alternativos.

Arteaga y Vasquez (2012) resaltan la
importancia de realizar un seguimiento
a los parametros de pH y temperatura en
el crecimiento microbiano. La figura 4
muestra la variaciéon del pH a lo largo
de la propagacion de la levadura. Se
observa que en la concentracion de
47.97% de proteina el pH descendio
hasta valores de 3.5, caso el pH
descendi6 hasta 3.8.

Arteaga y Vasquez (2012) determinaron
que el pH ejerce efecto positivo sobre la
cantidad de células (cel/mL), el
crecimiento maximo (a), tiempo de
generacion (TG) y en la velocidad
especifica de crecimiento (Umsx). Pero
ejerce un marcado efecto negativo en la
fase de adaptacion (A). Asi pues se
explica los resultados obtenido en Ia
Tabla 1, donde el tiempo de la fase de
adaptacion del medio de cultivo con
47.97% de proteina de harina de soya se
vio influenciada negativamente por el
rapido decaimiento del pH.

Gualtieri et al. (2007), establecieron
como pH adecuado para el crecimiento
de Saccharomyces Cerevisiae el valor
de 4.5, razon que explicaria la obtencion
de tiempo de crecimiento microbiano de
20 horas debido a que el pH para ambos
medios descendi6 hasta 3.5 - 3.8,
limitando asi el crecimiento microbiano.
Para este caso Arteaga y Viasquez
(2012) recomiendan para evitar la
disminucion de los valores de pH la
aplicacion de un control difuso de este
pardmetro en la propagacion de
levaduras, donde se mantendra los
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movimientos de potasio y protones,
permitiendo que el pH intracelular se
mantenga regulado, debido al reingreso
de protones mediante un intercambio
cation/proton y la salida de sodio o
potasio.
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Figura 4. Variacion del pH en produccion
de Biomasa de Saccharomyces cerevisiae
en harina de soya con diferentes
concentraciones de proteina.

Uribe (2007) reporta que para levaduras
el crecimiento Optimo se presenta en el
rango de 25 a 37°C, siendo 30°C la
temperatura en la cual se ha encontrado
mayor crecimiento, entre las cuales se
encuentran las familias de
Saccharomyces sin embargo para la
investigacion la temperatura de ambos
tratamientos fue la de ambiente (24 +
4°C) . Asi la temperatura fue otra
variable que limitd el tiempo de
crecimiento de la levadura. El principal
efecto de las altas temperaturas sobre
las células es la desintegracion de la
membrana y la integridad de su pared.

Sin ~ embargo se sabe que los
microorganismos incluyendo las
levaduras, regulan la composicion

lipidica de la membrana en respuesta a
la temperatura a la que estdn expuestas,
con el fin de obtener una fluidez 6ptima
en el interior y el exterior de la célula
para un funcionamiento celular normal.

Asi mismo, la concentracion de oxigeno
disuelto cambia aproximadamente 10
veces mas rapido que la masa celular y
la concentracién del sustrato, por lo que

es la mas importante variable fisiologica
para el control y la optimizacion de
fermentaciones (Gomes y Menawat,
2000).

21

—@— Variacion de “Brix
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el Variacion de °Brix
47.97% PB

SNt
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Figura 5. Variacion de en °Brix produccion

de Biomasa de Saccharomyces cerevisiae

en harina de soya con diferentes

concentraciones de proteina.

También Arteaga y Vasquez (2012),
indican que la cantidad de oxigeno
presenta efecto significativo (p<0.05).
En tanto en el crecimiento maximo, en
el tiempo de adaptacion y la velocidad
especifica de crecimiento presentan
efecto positivo; destacando asi el papel
fundamental de esta variable. Esta
variable fue brindada en las mismas
condiciones para ambos medios de
cultivo (0.5113 VVM) por cual se logrd
la produccion de biomasa. Este valor
fue similar al utilizado por Zumbado et
al. (2006), quienes sometieron a tres
tipos de levaduras: Kluyveromyces
marxianus, Candida kefyr y
Saccharomyces cerevisiae a crecimiento
en suero de queso con un flujo de
aireacion de 0.6 VVM a 30°C.

Wang et al. (2010) encontraron
diferencias  significativas en la
produccion de biomasa al trabajar en
rangos de 30 a 50% de saturacion de
OD y que por encima de 50% no se
evidencia diferencia significativa. Yao
et al. (2001), refieren que la inhibicion
de alto nivel de oxigeno podria ocurrir
durante la fase de crecimiento muy
temprano y el efecto depresivo de la
baja disponibilidad de oxigeno se
limitaba al resto del proceso, lo que
sugiere que las etapas de fermentacion
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requiere diferentes concentraciones de
oxigeno disuelto; una buena disponi-
bilidad de oxigeno estimula la captacion
de glucosa y de los fosfatos; en tanto la
reducida disponibilidad puede dar lugar
a la excrecion de acido lactico y acido
acético metabolitos que limitan la
produccion de biomasa.

4. Conclusiones

El uso de harina de soya como fuente de
Nitrogeno para la produccion de
biomasa de Saccharomyces Cerevisiae
con concentracion de 47.97 % de
proteina presentd6 un mejor desempeno
comparado con la utilizacion de harina
de soya con una concentraciéon menor
de proteina (35%). El uso de esta harina
(47.97%) permite obtener la mayor
produccion de biomasa Saccharomyces
Cerevisiae con mayores valores de
a=1.60, pma= 0.86 h'. Asi como
menores valores de TG= 0.81 h y A=
0.97 h.

Ademas se comprobo la importancia de
la harina de soya como fuente primaria
en la produccion de biomasa de
Saccharomyces Cerevisiae en compa-
racion del uso otros medios de sustratos.
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