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Z i n c y C a l c i o h a n s i d o a l t a m e n t e r e c o n o c i d o s p o r l o s 

c e r v e c e r o s p o r l a r g o t i e m p o m a s r e c i e n t e m e n t e h a n 

i n v o l u c r a d o a l M a g n e s o a s í c o m o su i n t e r a c c i ó n c o n 

o t r o s i o n e s R e e s a n d S t e w a r t ( 2 3 2 5 ) r e p o r t a r o n p a r a 

a l g u n a s c e p a s l a g e r d e l e v a d u r a q u e la v e l o c i d a d i n c i a l 

d e f e r m e n t a c ó n d e s c i e n d e c u a n d o la p r o p o r c i o n e n t r e 

C a l c i o y M a g n e s i o s e i n c r e m e n t a r e s u l t a n d o t a m b e n u n 

t i e m p o i n c r e m e n t a d o d e c o n s u m o d e c a r b o h i d r a t o s p e r o 

p o r o t r o l a d o se o b s e r v o u n a p r o d u c c i ó n m a s b a j a d e 

e t a n o l a d e m á s d e u n c o n s u m o a l t e r a d o d e m a l t o s a y 

m a l t o t r i o s a E s i m p o r t a n t e r e c o r d a r q u e e l n i v e l d e 

toxicidad d e l o s d i f e r e n t e s i o n e s v a r a d e c e p a a c e p a d e 

l e v a d u r a D u f f u s y P a t t e r s o n (7 p o s t u l a r o n q u e l a s 

c a n t i d a d e s i n t r a c e u a r e s d e i o n e s Ca c o y M a g n e s i o e r a n 

e s e n c i a e s p a r a la d i v s o n c e l u l a r d e la l e v a d u r a d e b d o 

p o s b l e m e n t e a q u e s e p r o m u e v e e r o m p m i e n t o d e 



m i c r o t u b u os i n v o u c r a d o s e n a d i v i s o n n u c e a r y la 

f o r m a c i o n d e la c e u a O h s u m y A n r a k u ( 2 1 o b s e r v a r o n 

q u e l a s v e s i c u as de la m e m b r a n a d e l a s v a c u o as d e 

Saccharomyces cerevisiae c a t a l i z a n e l t r a n s p o r t e a c t i v o 

d e C a l c i o e s t a s v a c u o as a c t ú a n c o m o e l p r i n c p a l 

c o m p a r t i m e n t o r e s p o n s a b l e d e r e g u ar e l C a l c i o e n e l 

c i t o p l a s m a A d e m a s F r n s ( 1 0 ) r e p o r t o q u e e l C a c o j u e g a 

u n p a p e l i m p o r t a n t e e n e l c o n t r o l d e l in c o d e la 

p r o l i f e r a c i ó n c e l u l a r e n a f a s e l a g o d e l a t e n c i a lo c u a l 

a d i c í o n a l m e n t e i n d i c a q u e e l C a c í o p u e d e s e r c r i t i c o p a r a 

l o s e v e n t o s i n t r a c e l u la r e s a p a r t e d e la e s t a b i l i z a c ó n 

e s t r u c t u r a l q u e r e a i z a e n l a s m e m b r a n a s 

E l p a p e l d e l Z i n c e n s i s t e m a s b i o l ó g i c o s s e le ha 

r e l a c i o n a d o c o m o un e l e m e n t o e s e n c i a l p a r a e l 

c r e c i m i e n t o y d e s a r r o lo d e t o d a s l a s f o r m a s d e v i d a es 

u n c o m p o n e n t e e s e n c a l d e m u c h a s p r o t e í n a s s i e n d o 

i n d i s p e n s a b l e p a r a su e s t a b l i d a d y o f u n c i ó n c a t a l í t i c a 

L a a l c o h o l d e s h d r o g e n a s a es u n e j e m p l o d e 

o x i d o r e d u c t a s a q u e n v o u c r a la p a r t c i p a c i o n d e Z n ( l l ) 

c o m o e l e m e n t o e s e n c a p a r a e p r o c e s o c a t a l t i c o E s t a 

e n z m a c a t a l z a la o x d a c o n d e a c o h o l e s p r i m a r i o s c o m o 

p o r e j e m p l o e l e t a n o l y a l g u n o s a l c o h o l e s s u p e r o r e s c o m o 

e l n p r o p a n o o e n - b u t a n o l o s c u a es s o n t r a n s f o r m a d o s 

r á p i d a m e n t e a a l d e h d o s A d e m a s s e ha d e m o s t r a d o 



t a m b i é n la p r e s e n c a d e Z n ( l l ) e n l a s e n z m a s D N A y R N A 

p o h m e r a s a s q u e d e s e m p e ñ a n un i m p o r t a n t e p a p e l e n la 

s í n t e s i s d e l o s á c i d o s n u c e e o s L V a n E n g e l 3 3 ) r e p o r t ó 

u n m e d o d e c u l t vo c o n u n a to c o n t e n d o d e Z nc ( 5 0 

p p m ) y o b s e r v ó u n a a l t a v e l o c i d a d d e c r e c i m i e n t o d e l a s 

l e v a d u r a s d e c u l t vo E s t e e s t u d o f u e b a s a d o e n e l 

c o n o c i m i e n t o d e q u e la ad c on de Z i n c m e j o r a e l 

m e t a b o l i s m o d e l a z u f r e d e l a s c e u as d e l e v a d u r a p o r lo 

q u e s u i m p a c t o e n la l e v a d u r a c e r v e c e r a s e r í a o b s e r v a d o 

e n un p r o d u c t o f i n a l c o n b a j o c o n t e n i d o de s u l f h i d n l o y a 

q u e s e i n c r e m e n t a la a c t i v d a d d e la m e t a l o e n z i m a 

c i s t e r n a d e s u If h id r a s a la c u a l c a t a l i z a la r e d u c c o n d e 

c i s t e i n a a s u l f u r o d e h i d r o g e n o a m o n i o y ac d o p i r u v i c o 

P o r o t r o l a d o Sa t u k o g l u ( 2 6 ) m e n c i o n a q u e p a r a e l 

m e t a b o l i s m o de l a s l e v a d u r a s la i m p o r t a n c i a d e l 

M a g n e s i o e s b a s t a n t e o b v a ya q u e n i v e l e s d e 50 p p m s o n 

e n c o n t r a d o s e n l o s m e d os d e c u l t i v o s u s a d o s p a r a su 

c r e c i m i e n t o E l M a g n e s i o e s d e f u n d a m e n t a l i m p o r t a n c i a 

p a r a e l m a n t e n m e n t o y r e g u l a c o n d e u n a m u l t i t u d d e 

p r o c e s o s m e t a b o l e o s y d e c r e c m e n t o e n as c é l u a s 

v i v a s L a s c e u as de e v a d u r a t e n e n u n a a l t a d e m a n d a d e 

M g II p a r a su c r e e m e n t o y no p u e d e s e r s u s t i t u i d o p o r 

o t r o s i o n e s m e t a l e o s De h e c h o e o n C a I I a c t ú a 

a n t a g o n c a m e n t e h a c a e l M g II e n m u c h a s f u ñ e o n e s 



f i s o l o g i c a s y b o q u m c a s d e a e v a d u r a La 

d i s p o n i b I d a d de M g I I ) i n f u y e e n e l c r e c i m i e n t o y 

m e t a b o l i s m o f e r m e n t a t vo d e la l e v a d u r a a t r a v é s d e 

e s t i m u l a r la d i v s o n c e l u ar y a a c t v d a d d e l a s e n z i m a s 

g h c o h t i c a s E l Mg II p o d r í a t a m b i é n m o s t r a r un e f e c t o 

p r o t e c t o r a l a s c é l u l a s d e l e v a d u r a d e e f e c t o s d a n i n o s 

c a u s a d o s p o r e l e t a n o l la a l t a t e m p e r a t u r a y la p r e s i ó n 

o s m o t c a 

P o r lo a n t e r i o r s e d e d u c e q u e l o s i o n e s m e t á l i c o s 

m e n c i o n a d o s d e b e n s e r c o n s d e r a d o s d e m a n e r a e s p e c i a l 

e n l o s p r o c e s o s i n d u s t r i a es q u e u t l i z a n m i c r o o r g a n i s m o s 

c o m o lo s o n p r o d u c t o r e s d e e t a n o l y a q u e e n é s t o s s e 

b u s c a m e j o r a r l o s r e n d i m i e n t o s i n c r e m e n t a r la c a p a c i d a d 

f e r m e n t a t i v a d e l a s l e v a d u r a s y m a n t e n e r u n a c o n s i s t e n c i a 

e n la c a l i d a d de l o s p r o d u c t o s f i n a l e s C o n c e n t r a c i o n e s 

a p r o p i a d a s de ta es i o n e s p e r m t i r a n p o r lo t a n t o 

c r e c i m i e n t o s a c e l e r a d o s c o n un m a y o r r e n d i m i e n t o d e 

b i o m a s a y c o n s e c u e n t e m e n t e se t e n d r á u n a a c u m u l a c ó n 

a c e l e r a d a de os c o m p u e s t o s m e t a b o i c o s q u e r e s u l t a r a n 

e n un m a y o r r e n d i m e n t o d e p r o d u c t o s f i n a l e s 

La c a l d a d de a l e v a d u r a es u n o d e l o s p a r á m e t r o s 

m a s i m p o r t a n t e s p a r a m a n t e n e r c o m p o r t a m i e n t o s 

f e r m e n t a t i v o s c o n s s t e n t e s l o s q u e r e s u l t a r a n e n 

e x c e l e n t e s p r o c e s o s p r o d u c t v o s E s t a c a d a d p u e d e e s t a r 



d e f i n i d a e n t é r m n o s d e v ab l i d a d y o v t a l d a d La 

v i a b i l i d a d d e la l e v a d u r a es m e d i d a s o b r e la b a s e d e l 

n ú m e r o d e c é l u l a s v i v a s o m u e r t a s e n u n a p o b a c o n d a d a 

y la v i t a l i d a d e s u n a m e d da d e v g o r o e s t a d o f s o l o g i c o 

d e l a s c e l u as v v a s F g u r a 3 En la T a b a I s e e n u n c i a n 

l a s d e f i n i c o n e s q u e p r o p u s o B a s s o n ( 2 ) p a r a l o s 

d i f e r e n t e s e s t a d o s f s i o l o g i c o s q u e p u e d e n s e r u s a d o s 

p a r a d e s c r i b i r e l g r a d o d e d a ñ o de la l e v a d u r a o la 

p é r d i d a d e la c a l i d a d d e la l e v a d u r a 

E x i s t e n d i f e r e n t e s m é t o d o s p a r a m e d i r la v a b i h d a d 

d e la l e v a d u r a c o m o s o n r e p l i c a c i o n c e l u ar u s a n d o 

m i c r o c u l t i v o o d l u c i o n y v a c a d o e n c a a m e d i c i ó n d e 

c o m p o n e n t e s c e u l a r e s u s o d e c o l o r a n t e s v i t a l e s (m d e n 

i n d i r e c t a m e n t e u n a a c t i v d a d d e la c é l u l a d e l e v a d u r a ) , 

e t c P a r a o b t e n e r u n a m e d c o n v e r d a d e r a d e l e s t a d o d e 

v i a b i l i d a d d e l a s l e v a d u r a s es d i f c i l u n o d e l o s m é t o d o s 

m a s u s a d o s es e l d e la t é c n i c a d e l a z u l d e m e t i l e n o 

b a s a d o e n q u e e n su f o r m a ox d a d a es d e c o l o r a z u l y p o r 

m e d i o d e la a c c o n d e as e n z i m a s r e d u c t a s a s c a m b i a a s u 

f o r m a r e d u c i d a la c u a l es i n c o o r a m u y u s a d o e n la 

i n d u s t r i a c e r v e c e r a ya q u e ut z a s ó l o 5 m i n u t o s p a r a 

o b t e n e r r e s u t a d o s F g u r a 4 P e r o no es un m é t o d o 

c o n f i a b l e y a q u e s o b r e e s t ma p o b l a c o n e s d e c e u l a s v v a s 

d e l e v a d u r a s c u a n d o la v a b i l d a d c a e p o r d e b a j o d e 90 



d e v i a b i l d a d a d e m a s d e q u e r e q u e r e i n t e r p r e t a c o n 

v i s u a l d e l a s c e u as t e n d a s ( 1 7 1 8 ) e s t o p u e d e 

r e s o l v e r s e m e d a n t e e u s o d e a t nc o n f l u o r e s c e n t e 

a c o p l a d a c o n un a n a l s i s a u t o m a t z a d o d e l o s r e s u l t a d o s 

a t r a v é s d e l u s o d e l a n a i z a d o r d e i m á g e n e s o c t o m e t r í a 

d e f l u j o (6 1 5 ) p e r o la c o r r e l a c ó n q u e s e o b t i e n e no e s 

c o n f i a b l e s i s e c o m p a r a c o n o t r o s m é t o d o s d e e v a l u a c i ó n 

d e v i a b i l i d a d c o m o e l m é t o d o d e c o n t e o e n p a c a (8 3 2 ) 

P o r l o t a n t o u n o d e l o s p r o c e d m i e n t o s m a s c o n f i a b l e s 

p a r a o b t e n e r u n a e s t m a c i o n m a s p r e c s a d e la v i a b i l i d a d 

d e l a s c é l u l a s d e l e v a d u r a s es la t é c n i c a d e m i c r o c u l t i v o 

la c u a l r e q u i e r e un t i e m p o c o r t o d e i n c u b a c i ó n ( 1 8 h o r a s ) 

U n a p r o p o r c i ó n g r a n d e d e m i c r o o r g a n i s m o s e n s u s 

m e d i o s a m b e n t e s n a t u r a l e s p u e d e s o b r e v i v i r p e r o s i l a s 

c o n d i c i o n e s s e v a r a n s e l i m i t a su c r e c i m i e n t o y la 

h a b i l i d a d p a r a s o b r e v v i r p o r p e r i o d o s a r g o s La 

p r o d u c c i ó n d e a l c o h o l es un f e n o m e n o c o m p l e j o c u y o 

r e n d i m i e n t o d e p e n d e d e d i v e r s o s f a c t o r e s p o r e j e m p l o , 

c a r a c t e r í s t i c a s i n t r n s e c a s d e a c e p a c o n d c i o n e s d e 

a r e a c i o n c o n c e n t r a c on d e n o c u o c o m p o s c i o n d e l 

m e d i o , c o n d i c o n e s d e f e r m e n t a c i ó n e t c D u r a n t e la 

f e r m e n t a c o n la l e v a d u r a p u e d e p a s a r p o r d i f e r e n t e s t p o s 

d e e s t r é s g e n e r a c o m o c h o q u e o s m o t co to e r a n c a a 

e t a n o l , t o e r a n c a a a l t a s t e m p e r a t u r a s c a m b os d e p H 



e t c S i n e m b a r g o e n su m a n e j o e n t r e f e r m e n t a c o n e s o e n 

s u s p r o c e s o s d e a m a c e n a j e e s t a s p u e d e n s e r s o m e t i d a s 

p o r a c c d e n t e a l c o n t a c t o c o n l o s p r o d u c t o s q u m i c o s q u e 

g e n e r a l m e n t e s e u s a n c o m o a g e n t e s i m p a d o r e s o 

d e s i n f e c t a n t e s e n la i n d u s t r i a d e a i m e n t o s e n g e n e r a l , 

c o m o lo s o n l o s p e r o x i d o s y l o s d e t e r g e n t e s a l c a i n o s 

En la l i t e r a t u r a e n c o n t r a m o s q u e a p e s a r d e p H b a j o 

e x t e r n o , l a s c é l u l a s d e l e v a d u r a m a n t i e n e n s u p H 

i n t r a c e l u l a r ( p H i ) a r e d e d o r d e la n e u t r a l i d a d ( 2 0 ) p a r a la 

a c t i v i d a d ó p t i m a d e l o s p r o c e s o s m e t a b o h c o s c r í t i c o s ( 3 ) 

C a m b i o s e n e l p H i p a r e c e n s e r i m p o r t a n t e s p a r a c o n t r o l a r 

e l c i c l o c e l u l a r y l a s v e o c d a d e s d e s í n t e s i s d e D N A y 

R N A p a r e c e n i n c r e m e n t a r s e c o n e l p H i m á s a l t o p e r o 

d e n t r o d e l r a n g o f s i o l o g c o n o r m a l ( 1 9 ) A d e m á s l a s 

e n z i m a s g l i c o l t i c a s c l a v e s ( F i g u r a 16 ) s e c r e e q u e 

r e g u l a n e l p H i , p a r t c u l a r m e n t e la f o s f o f r u c t o q u i n a s a ( 9 ) 

S e c r e e q u e la f u n c o n p r i m a r i a d e a c c i ó n d e l o s a c d o s 

d e b i l e s u s a d o s p a r a p r e s e r v a c i ó n es la d e r e d u c i r e l p H i 

a b a j o d e l r a n g o f i s o l o g co n o r m a l lo q u e c o n d u c e a 

d e t e n e r e l c r e c i m e n t o 

L a s l e v a d u r a s t e n e n un s s t e m a b e n d e s a r r o l l a d o 

p a r a m a n t e n e r a h o m e o s t a s s d e p H d e p e n d e n t e d e u n a 

H * - A T P a s a q u e t r a n s o c a l o s p r o t o n e s e n la m e m b r a n a 

p l a s m a t ca En Saccharomyces cerevis ae la H + A T P a s a 



e s la p r o t e i n a m a s a b u n d a n t e d e la m e m b r a n a p a s m a t c a 

la c u a l c o n s t i t u y e a r e d e d o r d e l 2 0 d e t o t a l d e p r o t e i n a 

d e la m e m b r a n a e s t a e n z m a e s t a a c o p l a d a c o n la 

h i d r ó l i s i s d e l A T P y a e x p u s ó n d e p r o t o n e s a d e m a s d e 

q u e e s e s e n c a p a r a su c r e c m e n t o y a q u e I m i t a la 

v e l o c i d a d , t a m b e n e s c r i t i c a e n e l m e c a n i s m o d e 

r e s i s t e n c i a a l o s f a c t o r e s de e s t r e s t a l e s c o m o e l c a l o r 

v a r i a c i o n e s d e pH e t c 5 22 2 7 2 8 ) El m a n t e n i m e n t o d e 

la h o m e o s t a s i s d e p H i puede s e r e n e r g é t i c a m e n t e caro, 

e s d e c i r s e c o n s u m e d e un 4 0 a un 6 0 d e l A T P c e l u l a r 

p o r lo q u e l o s n v e l e s d e A T P c e l u l a r p u e d e n b a j a r 

s i g n i f i c a t i v a m e n t e e n la p r e s e n c i a d e á c i d o s d e b i l e s 

u s a d o s c o m o p r e s e r v a t i v o s e n a l i m e n t o s ( 2 9 ) 

H o l y o a k ( 1 4 ) o b s e r v o e n s u e x p e r m e n t a c i ó n q u e u n a 

c e p a c o n u n a a c t v i d a d r e d u c da d e H + A T P a s a d e la 

m e m b r a n a p l a s m a t c a d e s p l e g o u n a f a s e l a g o d e 

l a t e n c i a i n c r e m e n t a d a e n p r e s e n c i a d e un á c d o d é b i l 

c o m o es e l a c i d o s o r b i c o lo q u e s g n f i c a q u e e s t a e n z i m a 

t i e n e u n a a c t v d a d q u e j u e g a un p a p e l c r ' t i c o e n a 

t o l e r a n c i a d e a e v a d u r a a l e t a n o o a l a s t e m p e r a t u r a s 

n o ó p t i m a s d e c r e c i m e n t o 

P o r lo a n t e r or es d e g r a n i m p o r t a n c i a c o n o c e r a 

n i v e l l a b o r a t o r i o s m e d a n t e e u s o d e m e d os n u t r i t v o s 

a d í e o n a d o s c o n C a c o II M a g n e s o l í o Z nc II s e 



p u e d e r e c u p e r a r o m e j o r a r a v i a b l i d a d d e as c e u l a s 

s o m e t i d a s a e s t e t po d e e s t r e s 



O B J E T I V O G E N E R A L 

O b s e r v a r e e f e c t o d e C a l c i o ( l l ) M a g n e s o l í y 

Z i n c ( l l ) s o b r e a v a b i d a d d e 2 v a r e d a d e s d e 

Saccharomyces cerevisiae c u l t i v a d a s e n p r e s e n c a d e 

e s t o s i o n e s d e s p u e s de s e r s o m e t d a s a e s t r e s q u í m i c o 

a t e m p e r a t u r a c o n s t a n t e y d i f e r e n t e s p H s y t i e m p o s d e 

c o n t a c t o 

O B J E T I V O S E S P E C Í F I C O S 

1 - S o m e t e r a l a s l e v a d u r a s a e s t r e s q u í m i c o c o n c u a t r o 

c o n c e n t r a c i o n e s d e D i o x d o d e C l o r o 

2 - S o m e t e r a l as l e v a d u r a s a e s t r e s q u í m i c o ' u s a n d o p H 

d e 2 , y c o n c u a t r o t e m p o s d e c o n t a c t o 

3 - E v a l u a r e l e f e c t o d e C a l c i o ( l l ) M a g n e s i o ( l l ) y Z n c ( l l ) 

a d i c i o n a d o s p o r s e p a r a d o e n 1 0 0 p p m a u n m e d i o d e 

c u l t i v o s o b r e la v ab d a d d e l a s l e v a d u r a s s o m e t i d a s 

a " e s t r é s qu m c o " 

4 - E x p e r i m e n t a r d s c u t r y c o n c l u r c u a l d e l o s i o n e s 

e s t u d i a d o s a d c o n a d o a l m e d o d e cu t i v o f a v o r e c e 

la v i a b i l i d a d de la e v a d u r a d e s p u e s d e s e r s o m e t d a s 

a " e s t r e s qu m co 



MATERIALES Y MÉTODOS 

M i c r o o r g a n i s m o s 

L o s m i c r o o r g a n s m o s a u s a r e n e s t e p r o y e c t o s o n 2 

l e v a d u r a s Saccharomyces cerevisiae o b t e n i d a s d e l c e p a r i o 

d e la U n i v e r s i d a d A u t o n o m a d e N u e v o L e ó n 

L a s i d e n t i f i c a c i o n e s d e l a s v a r i e d a d e s f u e r o n L e v a d u r a 

7 9 0 y 8 2 0 

L a s c e p a s f u e r o n o b t e n d a s de l o s m e d i o s d e c u l t i v o 

i n c l i n a d o s d o n d e f u e r o n m a n t e n d o s S e r e a c t i v a r o n e n 

m e d i o l í q u d o ( C a do M Y P G ) h a s t a o b t e n e r u n a b i o m a s a 

d e a p r o x i m a d a m e n t e 30 4 0 d e s o l d o s h ú m e d o s d e 

l e v a d u r a 

M e d i o s d e C u l t i v o 

Se u s o c o m o b a s e a f o r m u l a c o n de m e d i o d e c u l t i v o 

M Y P G ad c o n a d o de c o n c e n t r a c o n e s d e 

a) C a l c i o = 1 00 p p m 

b) M a g n e s o = 1 0 0 p p m 

c) Z nc = 1 0 0 p p m 



La c o m p o s c o n de m e d o d e c u l t i v o M Y P G A g a r e s a 

s g u í e n t e 

G l u c o s a 10 0 g 

E x t r a c t o d e M a l t a 3 0 9 

E x t r a c t o d e L e v a d u r a 3 0 g 

P e p t o n a 5 0 g 

A g a r B a c t e r i o I o g i c o 1 5 0 g 

A g u a D e s t l a d a 1 0 L 

C o n d i c i o n e s d e E s t r é s p a r a la L e v a d u r a 

METODO No 1 

U s a n d o a g i t a c i ó n c o n s t a n t e s e m a n t u v o la s u s p e n s i ó n 

d e l e v a d u r a a t e m p e r a t u r a d e 15 C y s e a d i c i o n o a c i d o 

f o s f o r i c o h a s t a o b t e n e r un v a l o r de p H d e 3 0 s e g u i d o d e 

la a d i c i ó n d e d f e r e n t e s c o n c e n t r a c o n e s d e D i o x i d o d e 

C l o r o 

a) 15 p p m 

b) 30 p p m 

c) 6 0 p p m 

d) 1 2 0 p p m 



D e s p u é s d e a i n c o r p o r a c i o n d e l o s r e a c t i v o s s e 

e s t a b l e c i e r o n 4 h o r a s c o m o t e m p o d e c o n t a c t o 

METODO No 2 

U s a n d o a g i t a c o n c o n s t a n t e s e m a n t u v o a s u s p e n s i ó n 

d e l e v a d u r a a t e m p e r a t u r a d e 15 C y s e a d i c i o n o á c d o 

f o s f ó r i c o h a s t a o b t e n e r un v a l o r d e p H d e 2 0 s e g u i d o d e l 

e s t a b l e c i m i e n t o d e d f e r e n t e s t e m p o s d e c o n t a c t o 

a ) 1 h o r a 

b ) 2 h o r a s 

c) 3 h o r a s 

d ) 4 h o r a s 

T é c n i c a d e M i c r o c u l t i v o 

S e u s ó la m é t o d o o g a d e a t é c n i c a d e m i c r o c u t i v o 

la c u a l p o r m e d i o d e e x a m i n a c ó n m i c r o s c ó p i c a d e l o s 

p o r t a o b j e t o s q u e c o n t e n í a e l m e d i o d e c u l t i v o y la 

l e v a d u r a n o s r e v e o e c r e c m e n t o d e m c r o c o o n as 

c o r r e s p o n d i e n t e s a c e l u as v i a b e s d e s p u e s d e u n t i e m p o 

c o r t o d e i n c u b a c o n 18 h o r a s ) (F g u r a 5 y 6 ) 

METODOLOG A 

• F l a m e a r l o s p o r t a o b e t o s 



D e c a d a c a j a d e p e t r i d o n d e s e co o c a r o n l o s m e d i o s 

d e c u l t i v o c o r r e s p o n d e n t e s a c a d a i o n u s a n d o u n a 

n a v a j a e s t e r I s e c o r t a r o n p e q u e ñ o s c u a d r o s c o n 

d i m e n s i o n e s a p r o x i m a d a s d e 2 x 2 c m 2 y s e 

c o l o c a r o n e n e l p o r t a o b j e t o s 

D e la s u s p e n s i o n de l e v a d u r a s e t o m o 1 m l y s e 

r e a l i z a r o n d i uc o n e s c o n s o l u c o n s a l na e s t e r i l 

h a s t a o b t e n e r un c o n t e o a p r o x i m a d o d e 1 m i l l ó n d e 

c é l u l a s / m i A n t e s d e c o l o c a r e n e l m e d i o d e c u t i v o 

c o l o c a r u n a g o t a d e a s u s p e n s i o n e n un p o r t a o b j e t o s 

l i m p i o y v e r i f i c a r q u e l a s c é l u l a s d e l e v a d u r a s e 

o b s e r v e n b i e n d i s p e r s a s a l m i c r o s c o p i o u s a n d o u n 

a u m e n t o d e 4 0 0 x 

U n a v e z o b t e n i d a la d i l u c i ó n c o r r e c t a p r o c e d o a 

c o l o c a r u n a g o t a d e a s u s p e n s i o n s o b r e c a d a m e d i o 

d e c u l t i v o co o c a d o e n l o s p o r t a o b j e t o s C u b r r c o n 

u n c u b r e o b j e t o s y I e v a r a i n c u b a c o n 

L a i n c u b a c i ó n s e r e a zo a 3 0 C d u r a n t e 18 h o r a s 

P a s a d o e l t e m p o de i n c u b a c o n c o n t a r e n e l 

m i c r o s c o p i o a p r o x m a d a m e n t e un t o t a d e 5 0 0 e n t r e 

m i c r o c o I o n i a s y c e u as 

S e p u e d e e x p r e s a r l o s r e s u t a d o s c o m o p o r c e n t a j e d e 

c é l u as v ab es d e a c u e r d o a as s g u e n t e f o r m u a 



N o M i c r o c o o n as x 1 0 0 = C e l u as v v a s 

T o t a l No Cé u as y M c r o c o l o n as 



R E S U L T A D O S Y D I S C U S I Ó N 

D u r a n t e la r e a l i z a c o n d e l o s e x p e r m e n t o s s e o b s e r v ó q u e 

a p a r t i r d e la a d í e ó n d e l á c i d o f o s f o r i c o p a r a b a j a r e l p H 

y a j u s t a r l o a l v a or d e 3 0 y d e 2 0 la l e v a d u r a d i s m n u y o 

su v s c o s i d a d o c u a l f a c í to la a g i t a c i ó n m e c a n i c a d e la 

s u s p e n s i ó n d e l e v a d u r a En e l c a s o d e l p r i m e r m é t o d o 

p r o p u e s t o p a r a c a u s a r e s t r e s e n la l e v a d u r a e s e c a m b i o 

c a u s ó q u e e l c o n t a c t o d e l vo u m e n d e la s o l u c o n d e 

D i o x i d o d e C l o r o a g r e g a d a e n t o d a la s u s p e n s i ó n d e 

l e v a d u r a , f u e r a i n m e d i a t o 

E f e c t o d e l U s o d e D i f e r e n t e s C o n c e n t r a c i o n e s d e 

D i o x i d o d e C l o r o p a r a l a s 2 L e v a d u r a s . 

Se p r o c e d i o a r e a i z a r e l p r i m e r m é t o d o d e la e x p o s i c i ó n a 

c o n d i c i o n e s de e s t r e s a t r a v é s d e l u s o d e d f e r e n t e s 

c o n c e n t r a c i o n e s d e D i o x d o d e C l o r o p a r a o b s e r v a r su 

e f e c t o s o b r e la v ab I d a d d e l a s 2 l e v a d u r a s e n 

s u s p e n s o n u s a n d o e l c o n t e o e n e m i c r o s c o p i o d e l a s 

c é l u l a s a i s l a d a s y l a s m c r o c o l o n as f o r m a d a s 



L o s p r i m e r o s r e s u l t a d o s d e la e x p e r i m e n t a c i ó n r e a l i z a d a 

p o r t r i p l i c a d o p u e d e n s e r o b s e r v a d o s e n la F i g u r a 7 e n 

la q u e s e m u e s t r a e n f o r m a g r a f i c a e l p r o m e d o d e l 

p o r c e n t a j e d e c e u as m u e r t a s p a r a c a d a u n a d e l a s 

d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c i o n e s d e D i ó x d o d e C l o r o 

D e m a n e r a g e n e r a l s e o b s e r v a r o n c a m b o s p o c o 

s i g n i f i c a t i v o s e n la v i a b i l d a d d e l a s 2 l e v a d u r a s c o m o 

r e s u l t a d o d e un a u m e n t o d e la c o n c e n t r a c i ó n d e D i o x i d o 

d e C l o r o . En e l c a s o d e la L e v a d u r a 7 9 0 e l r a n g o d e l d e 

c é l u l a s m u e r t a s s e m a n t u v o e n e l r a n g o d e 11 6 h a s t a 

14 5 o, n i v e l q u e r e s u tó m a s a t o q u e e l o b t e n i d o p a r a la 

L e v a d u r a 8 2 0 e n a q u e s e o b t u v e r o n v a l o r e s e n un 

r a n g o e n t r e 6 9 y 8 7 E s t a s d i f e r e n c i a s e n t r e e l 

a u m e n t o o d e s c e n s o de v i a b l i d a d h i c i e r o n n e c e s a r i o 

r e a l i z a r o b s e r v a c o n e s p o r s e p a r a d o p a r a o b s e r v a r e l 

i m p a c t o d e c a d a u n o d e l o s i o n e s u s a d o s c o n r e s p e c t o a 

l a s d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c o n e s d e D i o x i d o d e C l o r o 

E f e c t o d e l U s o d e C a l c i o , M a g n e s i o y Z i n c e n la 

v i a b i l i d a d d e s p u é s d e la e x p o s i c i ó n a l e s t r é s . 

P a r a o b s e r v a r e l i m p a c t o d e u s o d e l o s d i f e r e n t e s i o n e s 

e n e l c r e c i m e n t o d e a m b a s e v a d u r a s e n e l m e d i o de 

c u l t i v o s e c o m p a r a r o n os r e s u t a d o s o b t e n d o s p a r a e l 

t e s t g o y p a r a c a d a u n o de os o n e s u s a d o s e n a 



e x p e r i m e n t a c i ó n y p o s t e r o r m e n t e s e g r a f co e l p r o m e d o 

d e l p o r c e n t a j e d e ce u as m u e r t a s L o s d a t o s r e s u l t a n t e s 

s e m u e s t r a n e n a F g u r a 8 

P r i m e r o , p a r a la L e v a d u r a 7 9 0 s e p u e d e m e n c o n a r a 

p o s i b i l i d a d d e q u e la a d i c i ó n d e C a c í o y M a g n e s i o a l 

m e d i o d e c u l t i v o t e s t i g o r e s u l t e e n u n a m e j o r a e n la 

v i a b i l i d a d d e s p u e s d e la e x p o s i c i ó n a e s t r e s q u í m i c o 

c a u s a d o p o r e l d e s c e n s o d e l p H y la ad c i o n d e l a s 

d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c i o n e s d e D i o x i d o d e C l o r o m i e n t r a s 

q u e c o n la a d í e o n de Z i n c s e o b s e r v o q u e o c u r r e t o d o lo 

c o n t r a r i o , es d e c i r o b t e n e m o s un d e c r e m e n t o d e l 

p o r c e n t a j e d e c é l u l a s v i v a s 

B a j o e l m i s m o a n á l i s i s m e n c i o n a d o e n e l p á r r a f o a n t e r i o r , 

e n e l c a s o d e la L e v a d u r a 8 2 0 s e o b s e r v a s o l a m e n t e 

l i g e r a m e j o r í a c o n la ad c i o n d e l i o n C a l c i o no o c u r r i e n d o 

lo m i s m o ni c u a n d o se a d c i o n a M a g n e s o n i c o n la a d í e o n 

d e Z i n c 

P a r a c o n t i n u a r h a c e n d o m a s ev d e n t e la m e j o r í a d e la 

v i a b i l i d a d p a r a c a d a o n e n p a r t i c u l a r s e n e c e s i t a 

o b s e r v a r p o r s e p a r a d o l o s r e s u t a d o s o b t e n i d o s d e l a s 

d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c o n e s d e D o x i d o d e C l o r o t a n t o 

p a r a la L e v a d u r a 7 9 0 c o m o p a r a la L e v a d u r a 8 2 0 



L E V A D U R A 7 9 0 . 

E n la F i g u r a 9 s e m u e s t r a n l o s r e s u l t a d o s o b t e n d o s p a r a 

e s t a l e v a d u r a e n l o s c u a l e s s e o b s e r v o q u e e n t o d a s l a s 

c o n c e n t r a c o n e s u s a d a s d e l D ox d o d e C l o r o e i o n 

C a l c i o m e j o r a la v i a b i i d a d d e a l e v a d u r a c o n r e s p e c t o a l 

t e s t i g o ; e n e l c a s o d e l i o n M a g n e s o s e o b s e r v a m e j o r í a 

e n l a s c o n c e n t r a c i o n e s d e 15 y 30 p p m d e D o x i d o d e 

C l o r o m i e n t r a s q u e e n l a s 2 r e s t a n t e s ( 6 0 y 1 2 0 p p m ) no 

s e o b s e r v a r o n c a m b i o s e n l o s °o d e v i a b i l i d a d f i n a l m e n t e 

p a r a la a d i c i ó n d e l i o n Z i n c se o b s e r v ó m e j o r a d e la 

v i a b i l i d a d s o l a m e n t e c u a n d o s e u s a r o n 30 p p m y a q u e e n 

1 5 , 6 0 y 1 2 0 p p m s e v i o i n c r e m e n t a d o e l p o r c e n t a j e d e 

c é l u l a s m u e r t a s 

L E V A D U R A 8 2 0 . 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n d o s p a r a la L e v a d u r a 8 2 0 s e 

m u e s t r a n e n la F i g u r a 10 Se o b s e r v o m e j o r í a d e la 

v i a b i l i d a d c u a n d o s e a d i c o n a e l o n C a l c i o a l m e d i o d e 

c u l t i v o e n t o d a s l a s c o n c e n t r a c i o n e s u s a d a s d e D i ó x d o d e 

C l o r o c o n r e s p e c t o a t e s t go c o n la a d c i o n d e l i o n 

M a g n e s i o se m e j o r a a v ab I d a d p a r a 30 6 0 y 1 2 0 p p m 

d e D o x i d o d e C o r o a e x c e p c o n s u c e d e c o n 15 p p m e n 

d o n d e s e m a n t e n e c a s i g u a e l d e c é l u l a s m u e r t a s q u e 

e l o o b t e n i d o p a r a e t e s t i g o e n e l c a s o d e l i o n Z i n c 

m e j o r a la v ab d a d a 15 y 6 0 p p m de D ox d o d e C o r o 



p a r a la c o n c e n t r a c o n d e 30 p p m s e o b s e r v a r o n l o s 

m i s m o s r e s u l t a d o s de v a b i i d a d q u e a o b t e n d a e n e l 

t e s t i g o s i e n d o la e x c e p c i ó n la c o n c e n t r a c i ó n d e 1 2 0 p p m 

e n d o n d e s e o b s e r v o q u e e l p o r c e n t a j e d e c é l u as m u e r t a s 

s e v i ó i n c r e m e n t a d o 

C o n t i n u a n d o c o n la e x p e r i m e n t a c o n se d e c i d o v e r i f c a r 

q u e la c o n d i c i ó n d e e s t r e s p a r a l a s 2 l e v a d u r a s p o r la 

m e t o d o l o g í a r e a l i z a d a e s t u v i e r a o c u r r i e n d o ya q u e 

g e n e r a l m e n t e e l a u m e n t o d e la c o n c e n t r a c i ó n u s a d a d e 

a l g ú n d e s i n f e c t a n t e c o m o es e l D i ó x i d o d e C l o r o r e s u l t a 

m á s p e r j u d i c i a l p a r a c u a l q u e r m i c r o o r g a n s m o d e l m e d i o 

a m b i e n t e 

S e p l a n t e ó m e d i r e l r e s i d u a l d e D i o x i d o d e C l o r o e n la 

s u s p e n s i ó n d e l e v a d u r a a 2 d i f e r e n t e s t e m p e r a t u r a s 5 y 

15 G r a d o s C e l s i u s u s a n d o t a n t o la c o n c e n t r a c i ó n d e 

t r a b a j o m í n i m a ( 1 5 p p m ) c o m o la m á x i m a e s t a b e c i d a ( 1 2 0 

p p m ) e n la m e t o d o l o g í a de t r a b a j o y u s a n d o 2 d i f e r e n t e s 

t i e m p o s d e c o n t a c t o c o m o s o n t e m p o c e r o y 30 m i n u t o s 

D e t e r m i n a c i ó n d e l R e s i d u a l d e C l o r o en la S u s p e n s i ó n 

d e L e v a d u r a . 

L o s r e s u l t a d o s o b t e n d o s m e d a n t e e l u s o d e la t é c n i c a d e 

t i o s u l f a t o d e s o d i o s e p u e d e n o b s e r v a r e n e s i g u e n t e 

e s q u e m a d e r e s u t a d o s 



1 5 G r a d o s C e l s i u s 

D o x i d o C o r o 

( p p m ) 

T i e m p o 0 m n T e m p o 3 0 m n 

1 5 0 p p m 0 p p m 

1 2 0 4 0 p p m 3 p p m 

5 G r a d o s C e l s i u s 

D i ó x i d o C l o r o T i e m p o 0 m i n T e m p o 3 0 

( p p m ) 

1 5 0 p p m 0 p p m 

1 2 0 4 6 p p m 6 p p m 
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A P É N D I C E DE T A B L A S 



TABLA I. DEFINICIONES DE LOS DIFERENTES 
ESTADOS FISIOLÓGICOS EN LAS QUE SE 

DESCRIBE EL GRADO DE DAÑO CELULAR DE 
LAS LEVADURAS 

• Células "Con 
Buena Salud" 

Células intactas capaces de crecer y 
reproducirse metabolismo suficientemente 
activo para lograr buenas fermentaciones y no 
producir desviac ones en el producto final 

• C é l u l a s c o n Es t rés Células intactas, capaces de crecer y 
F i s io lóa i co reproducirse metabolismo alterado lo cual 

puede resultar en una velocidad metabol ca 
reducida fermentaciones lentas bajos niveles 
de materia de reserva y pueden producir 

1 desviaciones en el producto final 
• Células 

Desactivadas 
en su Replicación 

Celu as intactas no son capaces de 
reproducirse debido a un daño en su membrana 
ce ular pero es un proceso reversible seguido un 

per iodo de adaptación 
Celu as dañadas en su pared celular debido a 
parcial remocion de las glicoproteinas las 
cuales podran formar turbiedad en el producto 
final 

• Células con Daño 
Menor en su 
Envoltura 

Celu as intactas no son capaces de 
reproducirse debido a un daño en su membrana 
ce ular pero es un proceso reversible seguido un 

per iodo de adaptación 
Celu as dañadas en su pared celular debido a 
parcial remocion de las glicoproteinas las 
cuales podran formar turbiedad en el producto 
final 

• Células Muertas Celu as suficientemente intactas para retener 
colorantes vitales pero no muestran crecimiento 
u otra actividad metabolica proceso irreversible 

• Autólisis Ce ulas rotas que p erden su forma, no 
conservan su morfología original y no pueden 
identifcar como ce ulas mcroscopicas 
competas 



A P É N D I C E DE F I G U R A S 



Figura 1 M i c r o f o t o g rafia de Saccharomyces 
cerevisiae en la que se puede observar el proceso 
de gemación como un claro indicador de su 
viabilidad. 
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Figura 2- Representación esquemática de la 
estructura de la pared y membrana celulares de 
una levadura. 
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CELULAS MUERTAS 

Figura 3.- Representación esquemática de las 
diferentes formas que pueden observarse al 
realizar una tinción para evaluar la viabilidad en 
una población de levaduras. 
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(Forma Reducida) 

Figura 4.- Representación esquemática de la 
reacción en que se basa la evaluación de viabilidad 
mediante el uso del azul de metileno como 
indicador de viabilidad. 



MICROCULTIVO EN PORTAOBJETO 

Figura 5.- Representación esquemática de la 
metodología para la determinación de la viabilidad 
por la técnica de microcultivo en portaobjeto. 
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Figura 6.- Determinación de la viabilidad por la 
técnica de microcultivo en portaobjeto y 
observación microscópica. 
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Figura 16.- Via de Embden-Meyerhof-Parnás. 




