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INTRODUCCION

Los cat ones meta cos como Magnes o y Calcio son
de los mas abundantes en los tejidos y flu dos b o 0g cos
de los mamiferos. por su abundancia se ub can entre los
que han dado en lamarse constituyentes mayoritarios
mientras que e Znc es considerado dentra de los
constituyentes minoritarios Debido a la mayor abundancia
de Magnesio y Calcio tanto en la corteza terrestre como
en las aguas de mar estan en cierta med da
predest nados a desempenar ante todo func ones no
cataliticas

Dado que la funcion catalitica pasa a un segundo
plano, es importante mencionar las otras funciones que
aparecen asociadas con ellos En primer lugar estos
metales aparecen v nculados a (a constitucion de
estructuras de soporte y proteccion para as gue se
requieren cantidades mportantes de material Numerosos
compuestos de Ca cio aparecen involucrados tanto en la
formac on de tej dos duros como en a estab |l zac on de
estructuras de membranas As m smo todos estos metales
participan tamb en a traves de Interacc ones

electrostaticas y efectos osmot cos en a estab zac on de



las conformaciones de muchos s stemas b olog cos
fundamenta es (1)

El uso de las evaduras para la producc 6n de
beb das alcoholicas es un proceso antiguo la evadura
Saccharomyces cerev siae (F gura 1) es un der vado de
las levaduras silvestres usadas en |a antiguedad y por
mejoramientos en fermentac on se han seleccionado cepas
de levaduras de acuerdo a las propiedades part culares
que se desean (11) Se encuentran clasificadas dentro de
los orgamsmos eucarioticos en el grupo de los hongos
imperfectos La envo tura de las levaduras Saccharomyces
consiste de la Pared Celular y la Membrana Plasmat ca
separadas por un espacio periplasmico, El grosor de la
pared celular puede ser de 150 a 300 nm dependiendo de
la especte y de las cond ¢ ones del medio de crecimiento y
la membrana celular tiene aproximadamente 10 nm de
grueso (Figura 2) La pared celular es un componente
esencral de la ce u a de evadura ya que es una estructura
metabolicamente activa Sus princ pales func ones
incluyen r gdez protecc on, poros dad y determinar la
forma Tamb én contene ¢ ertas enz mas que son
esencia es en el transporte de molecu as complejas hacia
e interior de la ceua Su materal de construcc on

consiste de 2 c ases de po sacar dos (a) Manoprote nas {
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polimeros de Manosa un dos cova entemente a pépt dos) y
(b Glucanos (pol meros de G ucosa Entre las
propiedades fis cas de a superfc e de a gunas levaduras
se encuentran h drofob cidad (incapac dad de la
superficie a interactuar con agua) de la superfc e de la
celula la carga (tienden a exhibir una superfic e cargada
negativamente deb do a la presencia de grupos Fosfato en
la capa mas externa de la capa de las manoproteinas) y
topografia de la superficie o aspereza (31)

En el caso de las levaduras para obtener
crecimientos Optimos se requ ere un gran numero de
lones (norganicos en concentraciones que pueden ser
micro y/fo milimolares (12) Un desbalance en la nutricion
onica se reflejara en complejas o en ocasiones en sutiles
alteraciones de los patrones metabolicos y caracteristicas
de crecimiento por eemp o en la morfo og a y tolerancia
al medio ambiente (4)

Jones y Greenfed (16) mencionan en la literatura
que las especies on cas juegan un dob e papel este
puede ser Enzimatco y o Estructural Cada 1on en
part cular desarrolla d ferentes funciones en su Papel
Enzimatico comg centro cata t co de una enzma como
act vador o0 estab zador de a func on de a enz ma o para

mantener e contro fs o og ¢co por antagon smo entre los



act vadores y {os desactivadores En el Papel Estructural
las especies 1on cas actuan para neutralizar fuerzas
electrostat cas presentes en las diferentes unidades
anidnicas ce u ares Estos 2 pape es tamb en determinan
la respuesta de cualquier levadura al medio amb ente
1é6n co

En la revision acerca de os factores que afectan las
caracteristicas de viabilidad y vitalidad de la levadura
realizada por varios (nvestigadores encabezada por
Heggart (12) se menciona que la demanda de estas
espec es t1onicas dependera de |la cepa de levadura del
medio de cultivo utilizado para el crecimiento y las
Interacciones de los constituyentes especitalmente entre
los cationes d valentes Por |lo que estas especies 1onicas
se pueden clasificar en var as categorias dependiendo de
los requerimientos necesarios para el crec miento de las
levaduras, que son (a) Macroelementos (Mg K Zn Fe
Ca Mn, Ci} (b) Mcroelementos (Co B Cd, Mo, Cu, Va,
N Cr 1) (¢) Inh bidores o Tox cos (Ag Bd Hg Se Pd
Te As N Os L

En la teratura cervecera Walker Jones and
Greenf eld 16 34 reportan un resumen rea izado acerca
de los efectos causados de os ones meta icos sobre a

viabihidad y vita dad de a evadura Saccharomyces en



donde aparece la concentrac on observada de 1nh bicion
del crecim ento para d ferentes 1ones asi como e 1mpacto
observado en la ve ocidad de producc on de etanol Sin
embarge Heggart 12 menc ona que la determinac on de
los niveles toxicos de os i1ones metalicos es muy d ficil de
realizar ya que os efectos toxicos pueden ser
sinergisticos o antagon cos por lo que se debera tener
cuidado al interpretar los resu tados obtenidos ya que las
pruebas se realizaron en medios definidos por o que los
resultados de esas pruebas de toxicidad pud eran tener
poca aplicabilidad s se pretende usar en mosto ya que
este es un medio de fermentacion industrial complejo
debido a su alto contenido de agentes quelatanties o
secuestrantes como son los amincacidos polipéptidos y
proteinas los <cuales realizan una func an buffer con
relacion a la concentracion dispon ble de los meta es (13)

A pesar de la marcada simi itud quimica por ejemplo
entre Magnesio y Calcio su reguerimiento y participacion
en s stemas b olog cos es muy especifico En general son
las membranas ce ulares las que efectuan € proceso de
seleccion es decr es frecuente encontrar que solo
ciertos cationes pueden pasar a traves de una membrana
en una drecc on determinada La se ect vidad de as

membranas queda tamb en demostrada por e hecho de



que la composicion onica en el interior de a celula es
diferente a fa de los fu dos externos EI Magnesio(ll)
juega un pape 1mportante en todos [os procesos que
tnvolucran transporte ut lizac on y transferencia de
grupos fosfato Por otro lado cump e una cierta funcion
reguladora y de competencia con a bioquimica del Calcio

Los efectos y pape es desempenados de ciertos 1ones
metalicos hacia la levadura cervecera particularmente
Zinc y Calcio han sido altamente reconocidos por l|os
cerveceros por largo tiempo mas recientemente han
Involucrado al Magnes o asi como su Interaccion con
otros 1ones Rees and Stewart (23 25) reportaron para
algunas cepas lager de levadura que la velocidad in cial
de fermentac 6n desciende cuando la proporcion entre
Calcio y Magnesio se incrementa resultando tamb en un
tiempo incrementado de consumo de carbohidratos pero
por otro lado se observo una produccion mas baja de
etanol ademas de un consumo alterado de maltosa vy
maltotriosa Es importante recordar que el nivel de
toxicidad de los diferentes 1ones var a3 de cepa a cepa de
levadura Duffus y Patterson (7 postularon que las
cantidades intrace u ares de 1ones Cac o y Magnesio eran
esencla es para la div s on celular de la levadura deb do

pos blemente a que se promueve e romp miento de



microtubu os nvo ucrados en a divis on nuc ear y la
formacion de la ceua Ohsum y Anraku (21 observaron
que las vesicu as de |la membrana de las vacuo as de
Saccharomyces cerevistae catalizan el transporte activo
de Calcio estas vacuo as actuan como el princ pal
compartimento responsable de requ ar el Calcio en el
citoplasma Ademas Fris (10) reporto que el Ca ¢ o juega
un papel 1mportante en el control del Iinco de Ila
proliferacion celular en a fase lag o de latencia [o cual
adicionalmente indica que el Ca ci10 puede ser critico para
los eventos Intracelulares aparte de |a estabilizac on
estructural que rea 1za en |las membranas

El papel del Zinc en sistemas biolégicos se le ha
relacionado como un elemento esencial para el
crecimiento y desarro lo de todas las formas de vida es
un componente esenc al de muchas proteinas siendo
iIndispensable para su estab lidad y o funciéon catalitica
La alcohol desh drogenasa es un e|jemplo de
oxidoreductasa que nvo ucra la part cipacion de Zn(ll)
como elemento esenc a para e proceso catal tico Esta
enz ma catal za la ox dac on de a coholes primarios como
por egjemplo el etanol y algunos alcoholes super ores como
el n propano o e n-butano |0s cua es son transformados

rapidamente a aldeh dos Ademas se ha demostrado



también |la presenc a de Zn(ll) en las enz mas DNA y RNA
polimerasas que desempefan un mportante papel en la
sintesis de los acidos nuc e cos L Van Engel 33) reportd
un med o de cult vo con un ato conten do de Z nc (50
ppm) y observé una alta velocidad de crecimiento de las
levaduras de cultvo Este estud o fue basado en el
conocimiento de que la adcon de Zinc mejora el
metabolismo del azufre de las ce u as de levadura por lo
que su 1impacto en la levadura cervecera seria observado
en un producto final con bajo contenido de sulfhidrilo ya
que se incrementa Ja activdad de Ila metaloenzima
cisteina desulfhidrasa l|a cual cataliza |la reducc on de
cisteina a sulfuro de hidrogeno amonio y ac do piruvico
Por otro lado Sa tukoglu (26) menciona que para el
metabolismo de las levaduras fa 1mportancia del
Magnesio es bastante obv a ya que niveles de 50 ppm son
encontrados en los med os de cultivos usados para su
crecimiento E) Magnesio es de fundamental importancia
para el manten m ento y regulac on de una multitud de
procesos metabol cos y de crec mento en as célu as

vivas Las ce u as de evadura t enen una alta demanda de

Mg Il para su crec mento y no puede ser sustituido por
otros 1o0nes metal cos De hecho e on Ca Il actua
antagon camente haca el Mg Il en muchas func ones



fis ologticas y b oqu m cas de a evadura La
disponib |l dad de Mg Il}) infuye en el crecimiento vy
metabolismo fermentat vo de l|a levadura a través de
estimular la divs on celu ar y a act v dad de las enzimas
glicohticas EI Mg Il podria tambien mostrar un efecto
protector a las celulas de levadura de efectos daninos
causados por el etanol la alta temperatura y la presion
osmot ca

Por lo anterior se deduce que los 1ones metaiicos
mencionados deben ser cons derados de manera especial
en los procesos industria es que ut lizan microorganismos
como lo son productores de etancol ya que en estos se
busca mejorar los rendimientos I1ncrementar la capacidad
fermentativa de las levaduras y mantener una consistencia
en |la calidad de los productos finales Concentraciones
apropiadas de taes 1ones perm tiran por lo tanto
crecimientos acelerados con un mayor rendimiento de
biomasa y consecuentemente se tendra una acumulac én
acelerada de os compuestos metabo 1cos que resultaran
en un mayor rendim ento de productos finales

La cal dad de a levadura es uno de los parametros
mas iImportantes para mantener comportamientos
fermentativos cons stentes los que resultaran en

excelentes procesos product vos Esta ca dad puede estar



definida en térm nos de v ablidad yo vtaldad La
viabilidad de la levadura es medida sobre la base del
numero de células vivas o muertas en una pob ac on dada
y la vitalidad es una med da de v gor o estado f s ologico
de las celu as vvas F gura 3 En |la Tabal se enuncian
las definic ones que propuso Basson (2) para los
diferentes estados f siologicos que pueden ser usados
para describir el grado de dan¢ de (a levadura o la
pérdida de |la calidad de |la levadura

Existen diferentes metodos para medir la v abilidad
de la levadura como son replicacion celu ar usando
microcultivo o d lucion y vac ado en ca a medicion de
componentes ce ulares usq de colorantes vitales (m den
indirectamente una activdad de la celula de levadura),
etc Para obtener una med ¢ on verdadera del estado de
viabilhdad de las levaduras es dif cil uno de los metodos
mas usados es el de la tecnica del azul de metileno
basado en que en su forma ox dada es de color azul y por
medio de la acc on de as enzimas reductasas cambia a su
forma reducida |a cual es inco ora muy usado en la
industria cervecera ya que ut za solo 5 minutos para
obtener resu tados F gura 4 Pero no es un metodo
confiable ya que sobreest ma poblac ones de ce ulas v vas

de levaduras cuando |la v abil dad cae por debajo de 90

10



de viabil dad ademas de que requ ere Interpretac on
visual de las ce uas tendas (17 18) esto puede
resolverse med ante e wuso de a tncon fluorescente
acoplada con un anal sis automat zado de los resultados
a traves del uso del ana 1zador de 1Imagenes o ¢ tometria
de flujo (6 15) pero la correlac én que se obtiene no es
confiable si se compara con otroes metodos de evaluacion
de viabilidad como el metodo de conteo en p aca (8 32)
Por lo tanto unp de los proced mientos mas confiables
para obtener una est macion mas prec sa de |a viabilidad
de las células de levaduras es la técnica de microcultivo
la cual requiere un tiempo corto de incubacion (18 horas)

Una proporcion grande de microorganismos en Sus
medios amb entes naturales puede sobrevivir pero s |las
condiciones se var an se Ilimita su crecimiento y la
habilidad para sobrev vir por periodos argos La
producciéon de alcohol es un fenomeno complejo cuyo
rendimiento depende de diversos factores por ejemplo,
caracteristicas intr nsecas de a cepa cond ciones de
a reacion concentrac on de nocuo compos cion del
medio, condic ones de fermentacion etc Durante |la
fermentac on la levadura puede pasar por diferentes t pos
de estrés genera como choque osmotco to eranc a a

etanol, to eranc a a altas temperaturas camb os de pH

11



etc Sin embargo en su manejo entre fermentac ones 0 en
sus procesos de a macenaje estas pueden ser sometidas
por acc dente al contacto con los productos qu micos que
generalmente se wusan como agentes imp adores o
desinfectantes en la Industria de a imentos en general,
como lo son los peroxidos y los detergentes alca inos

En la literatura encontramos que a pesar de pH bajo
externo, las celulas de levadura mantienen su pH
intracelular (pHi1) a rededor de la neutrahidad (20) para la
actividad éptima de los procesos metabolicos criticos (3)
Cambios en el pHI parecen ser importantes para controlar
el ciclo celular y las ve oc dades de sintesis de DNA y
RNA parecen incrementarse con el pHi mas alto pero
dentro del rango f siolag co normal (19) Ademas las
enzimas ghcol ticas claves (Figura 16) se cree que
regulan el pHI, part cularmente la fosfofructoquinasa (9)
Se cree que la func on primaria de accion de los ac dos
debiles usados para preservacion es la de reducir el pHi
abajo del rango fis olog co normal |I|lo que conduce a
detener el crecim ento

Las levaduras t enen un s stema b en desarrollado
para mantener a homeostas s de pH depend ente de una
H*-ATPasa que trans oca los protones en la membrana

plasmat ca En Saccharomyces cerevis ae la H" ATPasa



es la proteina mas abundante de la membrana p asmat ca
la cual constituye a rededor del 20 de total de proteina
de la membrana esta enz ma esta acoplada con |la
hidrolisis del ATP y a expu s 6n de protones ademas de
gue es esenca para su crec mento ya que | mita la
velocidad, tamben es critica en el mecamismo de
resistencia a los factores de estres tales como el calor
variaciones de pH etc 5 22 27 28) EI mantenim ento de
la homeostasis de pH: puede ser energéticamente caro,
es decir se consume de un 40 a un 60 del ATP celular
por lo que los n veles de ATP celular pueden bajar
significativamente en |a presencia de acidos debiles
usados como preservativos en alimentos (29)

Holyoak (14) observe en su exper mentacion que una
cepa con una actvidad reduc da de H' ATPasa de la
membrana plasmatca desplego una fase lag o de
latencia Incrementada en presencia de un ac do debil
como es el acido sorbico 1o que s gn fica que esta enzima
tiene una actv dad que juega un papel cr'ticc en a
tolerancia de a evadura al etano o a las temperaturas
no optimas de crecim ento

Por lo anter or es de gran importancia conocer a
nivel laboratorio s med ante e uso de med os nutrit vos

adic onados con Cac o Il Magnes o Il o Z nc Il se

13



puede recuperar o mejorar a viab lhdad de as ce ulas

sometidas a este t po de estres

14



OBJETIVO GENERAL

Observar e efecto de Calcio(ll) Magneso Il vy
Zinc(ll) sobre a vab idad de 2 var edades de
Saccharomyces cerevisiae cultivadas en presenca de
estos 1ones despues de ser somet das a estres quimico
a temperatura constante y diferentes pHs y tiempos de

contacto

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Someter a las levaduras a estres quimico con cuatro
concentraciones de Diox do de Cloro

2 - Someter a las levaduras a estres gquimico' usando pH
de 2, y con cuatro t empos de contacto

3 - Evaluar el efecto de Calcio(ll) Magnesio(il) y Z nc(ll)
adicionados por separado en 100 ppm a un medio de
cultivo sobre |la vab dad de las levaduras sometidas
a "estrés qu m co"

4 - Experimentar dscutr y conclur cual de los 1ones
estudiados ad c onado al med o de cu tivo favorece
la viabilidad de la evadura despues de ser somet das

a "estres qu m co
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Los microorgan smos a usar en este proyecto son 2
levaduras Saccharomyces cerevistae obtenidas del cepario
de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon
Las i1dentificaciones de las variedades fueron Levadura
790 y 820

Las cepas fueron obten das de los medios de cultivo
Inclinados donde fueron manten dos Se reactivaron en
medio liqu do (Ca do MYPG) hasta obtener una biomasa
de aproximadamente 30 40 de sol dos humedos de

levadura

Medios de Cultivo

Se uso como base a formulac on de medio de cultivo
MYPG ad c onado de concentrac ones de

a)Calcio = 100 ppm

b} Magnes o = 100 ppm

c)Z nc =100 ppm



La compos c on de med o de cultivo MYPG Agar

s guiente

Glucosa

Extracto de Malta
Extracto de Levadura
Peptona

Agar Bacteriologico

Agua Dest lada

Condiciones de Estrés para la Levadura

METODO No 1

Usando agitacion constante

10

15

se mantuvo

0g
0g
0g
0g
Og
0L

es

a

la suspension

de levadura a temperatura de 15 C y se adiciono acido

fosforico hasta obtener un valor de pH de 3 0 seguido de

la adicion de d ferentes concentrac ones de Dioxido de

Cloro

a) 15 ppm
by 30 ppm
c) 60 ppm

d)120 ppm



Después de a incorporacion de los reactivos se

establecieron 4 horas como t empo de contacto

METODO No 2

Usando agitac on constante se mantuvo a suspension
de levadura a temperatura de 15 C y se adiciono ac do
fosférico hasta obtener un valor de pH de 2 0 seguido del
establecimiento de d ferentes t empos de contacto

a) 1 hora

b)2 horas

c) 3 horas

d} 4 horas

Técnica de Microcultivo

Se usd la metodo og a de a tecnica de microcu tivo
la cual por medio de examinac 6n microscoépica de los
portaobjetos que contenia el medio de cultivo y la
levadura nos reve o e crec mento de m croco on as
correspondientes a celu as viab es despues de un tiempo
corto de incubac on 18 horas) (F gura 5 y 6)

METODOLOG A

e Flamear los portaob etos



De cada caja de petrit donde se co ocaron los medios
de cultivo correspond entes a cada 1on usando una
navaja ester| se cortaron pequefos cuadros con
dimensiones aproximadas de 2 x 2 cm? y se
colocaron en el portaobjetos

De la suspension de levadura se tomo 1 ml y se
realizaron di uc ones con soluc on sal na esteril
hasta obtener un conteo aproximado de 1 millon de
células /ml Antes de caolocar en el medio de cu tivo
colocar una gota de a suspension en un portaobjetos
limpio y verificar que las células de levadura se
observen bien dispersas al microscopio usando un
aumento de 400 x

Una vez obtenida la dilucion correcta procedo a
colocar una gota de a suspension sobre cada medio
de cultivo co ocado en los portaobjetos Cubrr con
un cubreobjetos y | evar a incubac on

La incubacion se rea zo a 30 C durante 18 horas

Pasado el tempo de Incubac on contar en el
microscopio aprox madamente un tota de 500 entre

microcolonias y ce u as

Se puede expresar los resu tados como porcentaje de

célu as v ab es de acuerdo a as s gu ente formu a
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No Microco on as x 100 =

Total No Cé uas y Mcrocolon as

Celu as v vas



RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la realizac on de l0s exper mentos se observd que
a partir de la adic 6n del acido fosforico para bajar el pH
y ajustarlio al vaor de 3 0 y de 2 0 l|a levadura dism nuyo
su v scosidad o cual faci to la agitacion mecanica de la
suspension de levadura En el caso del primer metodo
propuesto para causar estres en la levadura ese cambio
causo que el contacto del vo umen de la soluc on de
Dioxido de Cloro agregada en toda la suspension de

levadura, fuera inmediato

Efecto del Uso de Diferentes Concentraciones de
Dioxido de Cloro para las 2 Levaduras.

Se procedio a rea 1zar el primer metodo de la exposicion a
condiciones de estres a traves del uso de d ferentes
concentraciones de Diox do de Cloro para observar su
efecto sobre la v abldad de las 2 levaduras en
suspens on usando el conteo en e microscoplio de las

celulas aisladas y las m crocolon as formadas



Los primeros resultados de la experimentacion realizada
por triplicado pueden ser observados en la Figura 7 en
la que se muestra en forma grafica el promed o del
porcentaje de ceé u as muertas para cada una de las
diferentes concentraciones de Di16x do de Cloro

De manera general se observaron camb os poco
significativos en la viabil dad de las 2 levaduras como
resultado de un aumento de la concentracién de Dioxido
de Cloro. En el caso de la Levadura 790 el rango del de
células muertas se mantuvo en el rango de 11 6 hasta
14 5 o, nivel que resu té mas a to que el obtenido para la
Levadura 820 en a que se obtuv eron valores en un
rango entre 6 9 y 87 Estas diferencias entre el
aumento o descenso de viab lidad hicieron necesario
realizar observac ones por separadc para observar el
impacto de cada uno de los 1ones usados con respecto a

las diferentes concentrac ones de Dioxido de Cloro

Efecto del Uso de Calcio, Magnesio y Zinc en |la
viabilidad después de la exposicion al estrés.

Para observar el i mpacto de uso de los diferentes 1ones
en el crecim ento de ambas evaduras en el medio de
cultivo se compararon 0s resu tados obten dos para el

test go y para cada uno de o0os ones usados en a

ke



experimentacion y poster ormente se graf co el promed o
del porcentaje de ce u as muertas Los datos resultantes
se muestran en a F gura 8

Primero, para la Levadura 790 se puede menc onar a
posibilidad de que la adicion de Cacio y Magnesio al
medio de cultivo testigo resulte en una mejora en la
viabilidad despues de la exposicion a estres quimico
causado por el descenso del pH y la ad cion de l|as
diferentes concentraciones de Dioxido de Cloro mientras
que con la adic on de Zinc se observo que ocurre todo lo
contrario, es decir obtenemos wun decremento del
porcentaje de células vivas

Bajo el mismo analisis mencionado en el parrafo anterior,
en el caso de la Levadura 820 se observa solamente
ligera mejoria con la ad cion del 1on Calcio no ocurriendo
lo mismo ni cuando se ad ciona Magnes o ni con la adic on
de Zinc

Para continuar hac endo mas ev dente |la mejoria de la
viabilhdad para cada on en particular se necesita
observar por separado los resu tados obtenidos de las
diferentes concentrac ones de D oxido de Cloro tanto

para la Levadura 790 como para la Levadura 820



LEVADURA 790.

En la Figura 9 se muestran los resultados obten dos para
esta levadura en los cuales se observo que en todas las
concentrac ones usadas del D ox do de Cloro e 10n
Calcio mejora la viabiidad de a levadura con respecto al
testigo; en el caso del ion Magnes o se observa mejoria
en las concentraciones de 15 y 30 ppm de D oxido de
Cloro mientras que en las 2 restantes (60 y 120 ppm) no
se observaron cambios en los ° de viabilidad finalmente
para la adicién del 1on Zinc se observd mejor a de la
viabilidad solamente cuando se usaron 30 ppm ya que en
15, 60 y 120 ppm se vio incrementado el porcentaje de
células muertas

LEVADURA 820.

Los resultados obten dos para I|a Levadura 820 se
muestran en la Figura 10 Se observo mejoria de la
viabilidad cuando se adic ona el on Calcio al medio de
cultivo en todas las concentraciones usadas de Diox do de
Cloro con respecto a testgo <con [a adcion del 10on
Magnesio se mejora a v ab |l dad para 30 60 y 120 ppm
de D oxido de C oro a excepc on sucede con 15 ppm en
donde se mant ene cas 1gua el de células muertas que
el o obtemido para e testigo en el caso del 1on Zinc¢

mejora la v ab dad a 15 y 60 ppm de D ox do de C oro
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para la concentrac on de 30 ppm se observaron los
mismos resultados de v abiidad que a obten da en el
testigo stendo la excepcion la concentracion de 120 ppm
en donde se observo que el porcentaje de célu as muertas
se vié Incrementado

Continuando con la experimentac on se decid o vernf car
que la condicion de estres para las 2 levaduras por la
metodologia realizada estuviera ocurriendo ya que
generalmente el aumento de la concentracion usada de
algun desinfectante como es el Dioxido de Cloro resulta
mas perjudicial para cualqu er microorgan smo del medio
ambiente

Se planteo medir el residual de Dioxido de Cloro en la
suspension de levadura a 2 diferentes temperaturas 5 y
15 Grados Celsius usando tanto la concentracion de
trabajo minima (15 ppm) como la max ma estab ecida (120
ppm) en la metodologia de trabajo y usando 2 diferentes

tiempos de contacto como son t empo cero y 30 minutos

Determinacion del Residual de Cloro en la Suspension
de Levadura,

Los resultados obten dos med ante el uso de la tecnica de
tiosulfato de sodio se pueden observar en e sigu ente

esquema de resu tados

t9
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15 Grados Celsius

D oxido C oro Tiempo 0 m n Tempo 30 mn
(ppm)
156 | 0 ppm 0O ppm
120 40 ppm B 3 ppm

5 Grados Celsius
Diéxido Cloro Tiempo 0 min T empo 30 mn
(ppm)
5 0O ppm 0O ppm B
120 l 46 ppmm 6 ppm

Estos resultados marcan la pauta para mencionar que esta
metodologia no causa danos significativos con respecto a
la viabilidad de ambas levaduras deb do a que el 1on cloro
liberado bajas esas condic ones se elimina muy facilmente
y el valor de pH 3 no impacta significativamente en la
v abilidad

Entonces se hace necesario rea i1zar el otro metodo para
causar condic ones de estres para las levaduras en el

cual se usara un descenso de pH de 3 a 2 y e minando el



uso del D 6xido de Cloro ademas de que se probaran 4

diferentes tiempos de contacto 1 2 3 y 4 horas

Efecto del Uso de pH 2 a Diferentes Tiempos de
Contacto sin adicién de Desinfectante para las 2
Levaduras.

Se realizé el segundo metodo en donde se var aron
condiciones de estres para las 2 levaduras s endo esta
metodologia apicada en muestras de levadura por
triplicado vy al igual que en el metodo anterior se observo
hasta que grado se afecta la viabilidad de ambas
levaduras causada por estas condiciones de estres
aplicadas Se grafico el promedio del porcentaje de
ceélulas muertas para cada una de |os diferentes tiempos
de contacto los resultados obtenidos los podemos ver en
la Figura 11

Se observo que con el paso del tempo se 1ncrementa
ligeramente e de ce ulas muertas para las 2 levaduras
se vuelve a observar al 1gual que en el metodo anterior de
as condiciones de estres que se obtuvo mayor porcentaje
de celulas muertas para a Levadura 790 (rango de 15 4

a16 9%°%) que para la Levadura 820 (rango de 10 2 a
144 ) En el caso de a Levadura 820 se observo un

decremento en e porcentaje de ce u as muertas a as 2
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horas por lo que es necesar o observar los resultados
que se ohtuvieron para cada uno de los diferenies 1ones
usados y examinar cual de los 1ones es e que nfuyo para

obtener este descenso en e de ce u as muertas

Efecto del Uso de Calcio, Magnesio y Zinc en la
viabilidad después de la exposicion al estrés con un
pH de 2 y Diferentes Tiempos de Contacto.

En la Figura 12 se muestiran os resultados obtenidos del
promedio del porcentaje de ceélulas muertas para cada
levadura y se puede analizar la viabilidad obtenida del
testigo con respecto a cada uno de los 1ones analizados
Para la Levadura 790 se observo que existe |la posibilidad
de que la adicion de Ca ¢ o y Magnes o 3@ medio de cult vo
testigo mejore la v abiridad en todos los tempos de
contacto usados, ocurriendo o contrar o para a ad cién
de Zinc

En el caso de a Levadura 820 se observo una | gera
mejoria cuando se uso Magnes o en todos los t empos de
contacto usados para e Caco no se observaron cambios
y con el uso de Znc se observo un decremento en el
porcentaje de v abi dad

Para continuar v endo a me or a de la viabil dad sera

necesario observar a deta e o0s resu tados obten dos de
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los diferentes tempos de tratamiento estresante para
cada una de las levaduras y con cada uno de los i1ones

adic onados

Levadura 790.

Los resultados obten dos para la Levadura 790 se
muestran en la Figura 13 en donde se puede observar que
en todos los t empos de contacto usados el 1on Ca cio
mejora la viabilidad de la evadura con respecto al
testigo, en el caso del 1on Magnesio no se observa
mejoria cuando se usa 1 hora de t empo de contacto pero
en los otros tiempos usados 2 3 y 4 horas se observo un
incremento en la v abilidad En el caso de la adicion de
Zinc se observé un incrementd bastante notab e en el
porcentaje de celu as muertas en todos |los tiempos de

contacto usados

Levadura 820.

Los resultados obtenidos para a Levadura 820 se
muestran en la F gura 14 se observo mejoria de la
viab lidad en 3 de o0s 4 tempos de contacto usados
cuando se ad ciono e on Cac o con respecto al testigo

la excepcion fue cuando se uso 1 hora de tempo de



contacto cuyos resu tados fueron que se incremento el
porcentaje de ce u as muertas resu tados muy parec dos
se presentaron con el uso del ton Magnes o en donde se
mejora la viabil dad para 2 3 y 4 horas de tiempo de
contacto y la excepc on fue con 1 hora de tempo de
contacto en donde se incremento el de células muertas
en el caso del 1on Zinc se observo de manera notable un
incremento en el porcentaje de ce ulas muertas en los 4

titempos de contacto usados

Comparacion del efecto de las 2 Condiciones de Estrés
para las 2 Levaduras.

En la Figura 15 podemos observar I|os resultados
obtenidos de viab lidad para ambas levaduras aplicando
los 2 métodos de estres Con el uso de las diferentes
concentraciones de D 6x do de C oro se observo que el
aumento de la concentrac on de Dioxido de Cloro no
refleja un decremento pau atino de la viabil dad de las
levaduras Sin embargo con el uso de! pH 2 se puede
observar para ambas evaduras que se aumenta la
viabilidad conforme se aumentan las horas del tiempo de
contacto ambos casos ref eren a viab | dades observadas

en cult vos en presenc a de 0s ones estud ados

«»J



CONCLUSIONES

1 - La metodologia de des nfeccion de levaduras usando
diferentes concentrac ones de D ox do de C oro no causa
danos significat vos a a v abilidad de las levaduras
ensayadas debido a que el 1on cloro liberado bajas esas
condiciones se el mina muy fac mente por volat |l zacion y
el valor de pH 3 1nvolucrado en €l medio acuoso no

impacta significativamente la viabilidad

2 - Las condiciones de estrés generadas con el uso de pH
2 y titempos de contacto arriba de 2 horas afecta en forma

negativa la viabilidad para ambas |levaduras

3 - ElI Calcio adicionado al medto de cultivo es el un co
Ion que tiene una Influencia positiva sobre |la v ab | dad de
las Levaduras 790 y 820 despues de ser expuestas a
valores de pH de 3 y concentrac ones de Dioxido de Cloro

hasta de 120 ppm

4 - EI efecto estresante provocado por un tratamiento

acido a pH2 puede ser d sminu do med ante la adicion de
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tones Calcio o Magnes o en un n vel de 100 ppm al medio

de propagac on

5 - La presenc a de 1on Zinc a 100 ppm en el medio de
propagacion no ref eja mejoras en la v abil dad de las

levaduras somet das al estres ac do a pH 2

RECOMENDACIONES

Observando los resultados y de acuerdo a la | teratura
seria util investigar en el laboratorio la convenienc a de
neutralizar el pH de cada una de las 2 levaduras cuando
alguna de estas condic ones de bajos niveles de pH se
han presentado antes de (niciar una fermentacion esto
con el fin de ayudar a que las levaduras mantengan las
cargas negativas de la pared celular 10 cual se podna
enfocar a revisar su 1mpacto sobre la capacidad de
floculac on que t enen algunas levaduras cerveceras esto
porque las proteinas localizadas en la pared celular son
requeridas para la formac on de novo de las paredes
ce ulares durante a regeneracion de esferop asto y se

podria mod f car e temp ate o plant lla de las proteinas



de la siguiente generacién de evaduras con un resu tado
de afectacion de a herenc a del fenot po de la levadura
denominada Celula madre o n ciadora

Se recomienda evaluar la efectivdad de los 2 metodos de
lavado de levadura para destrur microorganismos
contaminantes y tambien evaluar los resultados de

vitalidad para ambas levaduras
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TABLA I. DEFINICIONES DE LOS DIFERENTES
ESTADOS FISIOLOGICOS EN LAS QUE SE
DESCRIBE EL GRADO DE DANO CELULAR DE
LAS LEVADURAS

TCéIulas “Con Celulas ntactas capaces de crecer vy
Buena Salud" reproducirse metabolismo  suficientemente
activo para lograr buenas fermentaciones y no
| praducir desviac ones en el producto final
e Células con Estrés Celulas intactas, capaces de crecer y
Fisiologico reproducirse  metabolismo alterado lo cual
puede resultar en una velocildad metabol ca
reducida fermentaciones lentas bajos niveles
de matena de reserva y pueden producir
[ desviaciones en el producto final
e Células Celuas mtactas no son capaces de
Desactivadas \ reproducirse debido a un dano en su membrana
P ce ular pero es un proceso reversible seguido un
en su Replicacion | petiodo de adaptacion

e Células con Dafo | Celuas danadas en su pared celular debido a
Menor en su parcial remocion de las glicoproieinas las
cuales podr an formar turbiedad en el producto

Envoltura final
e Células Muertas Celu as suficientemente intactas para retener

colorantes vitales pero no muestran crecimiento
u otra actividad metabolica proceso irreversible
e Autolisis Ceulas rotas que perden su forma, no
conservan su morfologia original y no pueden
identif car como ce ulas m Croscopicas
| comp etas
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Figura 1.- Microfotografia de Saccharomyces
cerevisiae en la que se puede observar el proceso
de gemacién como un claro indicador de su

viabilidad.



Glucano Fibrillas de
Fosfolipidos Pared

Celular

Manoproteinas

Cicatriz
Capas Membrana

Intermedias Plasmatica

Figura 2.- Representacion esquematica de la

estructura de la pared y membrana celulares de
una levadura.
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O) CELULAS VIVAS

@ IO i

VITALIDAD

Diferencia de

@ VIABILIDAD
v

CELULAS MUERTAS

Figura 3.- Representacidon esquematica de las
diferentes formas que pueden observarse al
realizar una tincién para evaluar la viabilidad en
una poblacion de levaduras.
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Células de Color Azul

Enzimas
Reductasas

1l

AZUL DE METILENO
(Forma Reducida)

Figura 4.- Representaciéon esquematica de la
reaccion en que se basa la evaluacion de viabilidad
mediante el uso del azul de metileno como
indicador de viabilidad.
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MICROCULTIVO EN PORTAOBJETO

Figura 5.- Representacion esquematica de la
metodologia para la determinacidén de la viabilidad
por la técnica de microcultivo en portaobjeto.
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CELULAS
MUERTAS

MICROCULTIVO

Figura 6.- Determinacion de la viabilidad por la
técnica de microcultivo en portaobjeto vy
observacion microscopica.
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Figura 16.- Via de Embden-Meyerhof-Parnas.
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