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Resumen

a finalidad de la presente investigacion fue determinar la curva de crecimiento

I microbiano Saccharomyces Boulardii (SB) en tunta variedades Chaska y Negra
mediante modelamiento matemdtico, aplicando las ecuaciones de Gompertz

y Logistico en la cual se realizé cuatro tratamientos que constaron de mezclas en
matraces de 250 ml entre agua destilada — Chaska (T1); agua destilada — Negra (T2);
Solucién Salina Peptonada — Chaska (T3); Solucién Salina Peptonada — Negra (T4);
para posteriormente ser esterilizadas a 121 °C por 15 min, luego se paso a inocular
SB a 37 °C con agitacién constante de 20 RPM por un lapso de 7 horas; donde
en intervalos de una hora se realizé las lecturas del incremento de biomasa con un
microcospio y cdmara neubauer expresado en unidades formadora de colonias por
mililitro (ufc/ml); asimismo se realizé una comparacién del pH, °Brix y acidez entre
las variedades de tunta en tiempos de fermentacién de 24 y 48 horas; los resultados
del modelamiento matemdtico nos dio que grdficamente los tratamientos T1 y T4
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presentan similitud; asimismo este fenémeno se repite en los tratamientos T2 y T3;
por otro lado en la bondad de ajuste de los pardmetros de cada uno de los modelos
mostro una variedad de datos donde se le puede otrogar varias aplicaciones; finalmente
con respecto al pH y la acidez ambos incrementaron siendo mds notoria en 48 horas.

Palabras Clave:
Saccharomyces Boulardii, Tunta, Gompertz, Logistico.

Abstract

he purpose of this investigation was to determine the curve of microbial
growth of Saccharomyces Boulardii (SB) in tunta Chaska and Negra through

mathematical modeling. The Gompertz and Logistico equations were applied
in four treatments. The first was a mixture in 250 ml flasks between distilled water
- Chaska (T'1); the second distilled water - Black (T2); the third Salina Peptonada
Solution - Chaska (T3); and the last Peptonada Saline Solution - Black (T4). These
treatments were sterilized at 121 ° C for 15 min, then SB was inoculated at 37 ° C with
constant agitation of 20 RPM for a lapse of 7 hours; where, at intervals of one hour, the
readings of the biomass increase were made with a microcosp and a neubauer chamber
expressed in colony forming units per milliliter (cfu / ml); Likewise, a comparison of
the pH, ©Brix and acidity between the tunta varieties was made in fermentation times
of 24 and 48 hours. The results of the mathematical modeling showed that graphically
the T1 and T4 treatments are similar; also, this phenomenon is repeated in treatments
T2 and T3. On the other hand, in the goodness of fit of the parameters of each model
showed a variety of data that can give several applications. Finally, with respect to pH
and acidity both increased being more noticeable in 48 hours.
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Introduccién

Enactualidad el desarrollo de alimentos funcionales estaadquiriendo mucha
fuerza, ya que surge la necesidad de que los alimentos no solo cumplan la
funcién nutricional sino también medicinal; dando asi como resultado la
denominacién de “alimentos funcionales”; puesto que estos cumplen el
rol de un medicamento, tal es el caso de los microorganismos liofilizados

[202]



Determinacién de la curva de crecimiento microbiano Saccharomyces Boulardii en
Tunta variedades Chaska y Negra

utilizados para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales como
es el caso de Saccharomyces boulardii, que es considerado un probidtico
debido a la accién bioquimica que produce en su recorrido por el tracto
gastrointestinal, generando efectos firmaco dindmicos semejantes a los
efectos fisiolégicos de la flora intestinal normal; es por eso que esta levadura
es una opcién para el desarrollo de nuevos alimentos con caracteristicas
probiéticas haciendo simbiosis entre el alimento y el microorganismo
mencionado (Pena, 2007).

Existen estudios de entre los cuales destacan la viabilidad de la adicién de
SB en quesos demostrdndose que este microorganismo puede mantenerse
viable y activo de modo que esta al ser ingerida pueda dar los beneficios
antes mencionados (Vega, Martinez, Montafiez, & Rodiles, 2016);
asimismo; Swieca et al., (2019) demostré que, el uso de SB en brotes de
frijol adzuki, mejora las propiedades nutricionales que son favorables para
la salud . Por otro lado Trigueros et al., (2016) destaca el uso del suero de
leche como un buen medio de cultivo para este microorganismo, ya que
genera como resultado de sus reacciones bioquimicas metabolitos como
sintesis de la glucosa.

Por otro lado, la tunta es un alimento ancestral del altiplano peruano,
elaborado mediante un proceso de deshidratacién de tuberculos a través
de sucesivos congelamientos (con proteccién solar), sumergido en agua
corriente (rio) y secado al sol. (Guidi et al., 2002) debido a este proceso
el tubérculo presenta caracteristicas parecidas a la papa liofilizada, con
bajo contenido de agua, siendo necesario hidratar la tunta para luego ser
preparada en las comidas, es debido a esta caracteristica que el agua puede
ser ttil para el transporte de compuesto quimicos y biolégicos como sales
y microorganismos.

Por tal motivo el objetivo de esta investigacion es determinar la curva de
crecimiento microbiano de Saccharomyces Boulardii en Tunta provenientes
de las variedades de papa Chaska y Negra.

Metodologia

Cepas de levadura y condiciones de crecimiento
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Todos los experimentos se realizaron con cepas liofilizadas de saccharomyes
Bouardii (Floratil 200 mg.) en medios liquidos (agua destilada y Solucién
salina peptonada) enriquecidos con tunta provenientes de las variedades de
papa Chaska y Negra; de las cuales se procedié a esterilizar en matraces de
250 ml, en autoclave marca STURDY a 121 °C por 15 min, pardmetros
bajo los cuales se evita la interferencia de otros microorganismos aseguran-
do la esterilidad de los medios.

A partir de estos se prepard una baterfa de 4 matraces, conteniendo 200
ml aproximados entre tunta y medio liquido, de esta manera se obtuvo
4 tratamientos codificados segtin se muestra en la Tabla 1, para asi luego
inocular las cepas de SB a temperatura de 37 + 1 °C, asimismo se incubo
a la misma temperatura con una agitacién constante de 20 RPM regulado
por un bafio maria BS — 11 y cada una hora (0 — 7 horas de incubacién) se
retiraba cada matraz para el conteo correspondiente.

Tabla 1. Tratamientos y codificacién de los medios de cultivo.

Tratamiento (Céd) | Medio Liquido Tunta
Tl Agua destilada Chaska
T2 Agua destilada Negra
T3 Solucidn salina Peptonada | Chaska
T4 Solucidn salina Peptonada | Negra

Fuente: Elaboracién propia
Crecimiento microbiano y modelamiento matemadtico.

Para las lecturas del incremento de biomasa se utilizd un microcospio
monocular LW SCIENTIFIC y una cimara neubauer de 0,100 a 0,00025
mm* expresando los resultados en unidades formadora de colonias por
mililitro (ufc/ml) convertidos a logaritmos de base 10 y modelados en
ecuaciones presentados en la Tabla 2; aplicando un andlisis de regresién no
lineal en el paquete estadistico Statsoft Statistica v. 13.0.

La comparacién de los diferentes modelos ajustados, se realizé tomando
la factibilidad de los mismos para alcanzar el ajuste, determinando los
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pardmetros de crecimiento correspondientes a cada modelo matemdtico
(Castro et al., 2008).

Tabla 2. Modelos matemiticos de crecimiento microbiano.

Modelo Expresion
Gompertz N=N_+C*exp(-exp(-B*(t-M)))
Logistico N=N_+C/(1+exp(-B*(t-M))

Fuente: Elaboracién propia

Donde N es el nimero de microorganismos a un tiempo t, N, > 0 es
el nimero de microorganismos en momento inicial, el pardmetro C >
0 es tasa especifica de crecimiento, el parimetro B es velocidad maxima
especifica y M es el tiempo requerido para hallar B (Coll, Giannuzzi, Noia,
& Zaritzky, 2001).

Modelos de bondad de ajuste.

Para realizar el ajuste de los modelos para cada tratamiento se aplicé los
andlisis estadisticos sugeridos por Torres, Barbosa, Meyer, Noda, & Sarduy
(2012) de: coeficiente de determinacién R? y cuadrado medio del error.

Anilisis de pH, °Brix y Acidez

Asimismo, se realiz6 un andlisis de los grados brix (°B), pH y acidez, a
las 24 y 48 horas. El andlisis de °B fue realizado segin el procedimiento
de la (AOAC -Official Method 932.12, 1990) con un refractémetro O -
32. El pH se hizo empleando un potenciémetro marca HANNA (AOAC
32.018, 1984) y finalmente para la determinacién de acidez se aplicé el
procedimiento de la AOAC 947.05, (1990) que consiste en titulacién
acido — base con hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracién de 0,1
N con indicador fenolftaleina al 1%, expresados en porcentaje de acidez
ldctica ya que SB es una bacteria lictica (Sinchez, Ruiz, & Morales, 2015).
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Resultados y discusiones
Crecimiento microbiano

La tabla 3 muestra las lecturas del crecimiento microbiano de cada uno
de los tratamientos, en ella se aprecia que al tiempo siete, T4 presenta una
mayor cantidad de ufc (6,43) que corresponde a la composicién solucién
salina peptonada — Negra, seguido de T3 (6,42) constituida por agua
destilada — Negra, sin embargo la DE de T4 es mayor que la T3; asimismo
T1y T2 presentan valores de 6,38 y 6,25 de ufc respectivamente también
se observa que la DE deT?2 es mayor a la de T1.

Tabla 3. Resultados del conteo de ufc/ml correspondientes a los

tratamientos.
Tratamientos
Tiempo Tl T2 T3 T4
(Hrs) Log Log
* * * *
(ufc/g) DE* |Log(ufc/g)| DE* |Log(ufc/g) | DE (ufc/g) DE

1 6,16 | 19,58 | 6,01 [3028| 6,14 [11,14] 6,07 | 17,44
2 1626|2515 6,12 [10,13]| 623 (2944 6,17 | 12,5
3 6,28 [26,58| 6,19 [20,82| 634 [62,38] 6,28 |31,62
4 63 (2347 622 [1997| 638 [5429) 631 |32,85
5
6
7

6,37 | 16,3 6,23 21 6,44 57,37 6,39 |22,78

636 | 132 | 624 [21,00] 64 [185] 641 |17,67

6,38 | 12,75 6,25 34,93 6,42 13,64| 6,43 |22,04
*DE: Desviacién Estindar

Fuente: Elaboracién propia

Segtin Mantilla, Mendoza, & Oviedo, (2010) en su investigacién de
selectividad de medios de cultivos para levaduras del género Candida sp
describe que las levaduras pueden crecer en medios complejos naturales
como es el caso de la guayaba agria demostrando que incluso esta puede
ser mejor que medios comerciales; es asi que debido a la diferentes
composiciones de los tratamientos se pudo observar que las enriquecidas

con la tunta de la variedad de la papa Negra (T3 y T4) proporciona mejor
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medio de crecimiento frente a los tratamientos con la tunta proveniente de

la variedad Chaska.

Modelamiento Matematico.

En la figura 1 se puede apreciar las curvas sigmoideas del modelo de
Gompertz correspondientes a cada uno de los tratamientos, en ella se

aprecia que T2 y T3 presentan similitud, asi como las de T1 y T4.

Figura 1. Curvas sigmoideas correspondientes a los tratamientos del
modelo de Gompertz
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T2 - Gompertz

Tiempo (Horas)

Tiempo (Horas)
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Fuente: Elaboracion propia

Por otro lado, tenemos los pardmetros del modelo matemdtico en la Tabla
4 donde se tiene que T4 presenta la mayor tasa especifica (C)con respecto
a los demds tratamientos, seguido por T3; con respecto a la velocidad
mdxima especifica (B) se muestra con mayor velocidad en T1 y T4 siendo
el primero mas veloz, y T2 y T3 con las mds bajas velocidades; con respecto
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al tiempo requerido para hallar B (M) se muestra que T2 se presenta en
menos tiempo seguido de T3 y finalmente por T1 y T4; y finalmente el
nivel de correlacién de cada uno de los tratamientos es superior a 0,8
ddndonos un buen ajuste en cada uno de ellos.

Tabla 4. Pardmetros de ajuste para el modelo matemitico de Gompertz
Tratamiento Pardmetros
C B M
1 0,225583 0,650046 1,222195
2 0,229439 1,312584 0,840014
3 0,279827 1,227351 1,119829
4 0,365629 0,740358 1,422026

Fuente: Elaboracién propia

En la figura 2 se puede apreciar las curvas sigmoideas del modelo Logistico

correspondientes a cada uno de los tratamientos, en ella se aprecia el mismo

fenémeno de la figura 1.

Figura 2. Curvas sigmoideas correspondientes a los tratamientos del

modelo Logistico

TI - Logistico

T2 - Logistico

Log (ufe/ml)

Log (ufe/ml)
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T3 - Logistico T4 - Logistico

Log (ufe/ml)

0 1 2 3 4 5 3 7 8 600
o 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (Horas)

Fuente: Elaboracién propia

Por otro lado, tenemos los pardmetros de ajuste para este modelo en
la Tabla 5 donde se tiene que T4 presenta la mayor tasa especifica (C)
con respecto a los demds tratamientos, seguido por T3; con respecto a la
velocidad mdxima especifica (B) se muestra con mayor velocidad en T1 a
diferencia de los otros tratamientos; con respecto al tiempo requerido para
hallar B (M) se muestra que T2 se presenta en menos tiempo seguido de

T3 y finalmente por T1 y T4.

Tabla 5. Pardmetros de ajuste para el modelo matemdtico Logistico

T . Parametros
ratamiento C B M
1 0,219379 0,932573 2,84481
2 0,225744 1,957429 2,152839
3 0,275848 1,797827 2,476443
4 0,35235 1,116955 2,939735

Fuente: Elaboracién propia

Tanto en la figuras 1 y 2 se muestra las curvas de crecimiento de SB que
segin (Castro et al., 2008), en la investigacién de modelos cinéticos
aplicados al crecimiento de lactococcus lactis subsp. lactis en leche, demuestra
que, a diferencia de los modelos de regresion lineal simples, los modelos de
regresion no lineal son mejores ya que estos pueden presentar graficos como
los obtenidos en los cuales se pueden determinar las fases de crecimiento
de los microorganismos, siendo que para T2 y T3 graficamente se podria
realizar esta operacién en ambos modelos aplicados, a diferencia de T1 y

T4.
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Vanegas & Ramirez, (2016) en su estudio del crecimiento de Pseudomonas
aplicando el modelo de Gompertz, Logistico y Baranyi, describe que
el modelo de Gompertz es 6ptima en la contruccién de las curvas de
crecimiento microbiano de modo que los resultados obtenidos corroboran
lo desmostrado en el presente trabajo.

Modelos de bondad de ajuste.

La tabla 6 muestra los criterios estadisticos para los modelos y tratamientos
se puede apreciar que la bondad de ajuste en cada uno de los criterios de
ajustan al modelo Logistico.

Tabla 6. Criterios estadisticos para los modelos y tratamientos

I Gompertz
Criterios
T1 T2 T3 T4
Suma de cuadrados del Error 0,00248 | 0,00041 | 0,00131 | 0,00170
R? Coeficiente de Determinacion 0,93200 | 0,99100 | 0,98220 | 0,98410
R? Ajustado por los grados de Libertad| 0,89800 | 0,98650 | 0,97320 |0,97610
Cuadrado Medio del Error 0,02490 | 0,01007 | 0,01812 | 0,02064
Criterios Logistico
Suma de cuadrados del Error 0,00166 | 0,00079 | 0,00166 | 0,00092
R? Coeficiente de Determinacion 0,95440 | 0,99830 | 0,95440 | 0,99150
R? Ajustado por los grados de Libertad| 0,93170 | 0,99740 | 0,93170 |0,98720
Cuadrado Medio del Error 0,02039 | 0,00443 | 0,02039 | 0,01513

Fuente: Elaboracién propia

Los valores de los criterios estadisticos analizados son  corroborados
por Torres et al., (2012); puesto que en su estudio demostroque la el
modeloLogistico presenta un mejor ajuste.

pH, ©°Brix y Acidez

La tabla 6 muestra que SB puede reducir la concentracién de pH en
ambas variedades con respecto al tiempo, lo mismo que con la acidez, sin
embargo, en la variedad chaska no se vio esta diferencia, por otro lado, con
respecto a los °Brix se puede apreciar un incremento en ambas variedades
con respecto al tiempo.
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Tabla 6. Resultados de pH, ©Brix y Acidez

) Negra Chaska
Parametro
24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs
pH 5,03 4,73 5,06 4,81
°Brix 0,50 0,67 1,33 1,67
Acidez (%) 0,02 0,03 0,02 0,02

Fuente: Elaboracion propia

El incremento de los grados °Brix segin Rodriguez et al., (2000) se debe a
que las levaduras en medio de sustratos ricos para su crecimiento pueden
generar enzimas que degradan los almidones es asi que por esta razén los
carbohidratos son degrados en azucares simples como glucosa, asimismo;
Ortiz et al.,(2008) menciona que, las levaduras del genero Saccharomyces
tienen la capacidad de degradar muchos sustratos; Ledn et al., (2006) en
su estudio de fementacion de masas agrias demostré que el fenémeno
de variacién de pH y acidez se debe al metabolismo de las levaduras
sobre los sustratos en donde se encuentran. Por otro lado, Swieca et al.,
(2019) muestra que el microorganismo aporta al alimento propiedades
nutricionales por efecto del metabolismo de este, haciendo del alimento
mds nutritivo para quien lo consume. Finalmente Vega et al., (2016)
mediante la aplicacién de SB demostré que es posible el desarrollo de este
tipo alimentos, ya que estos pueden mantenerse viables y activos.

Conclusiones

Mediante el modelado matemdtico se logro obtener las curvas de
crecimiento microbiano, estas fueron muy precisos para describr los
comportamientos de saccharomyces boulardii en medios enriquecidos con
tunta; ya que en las graficas en algunas se puede identificar claramente las
fases de crecimiento microbiano en especial para los tratamientos 2 y 3.

Asimismo se obtuvo los pardmetros microbiolégicos que permiten decribir
el comportamiento adecuado de la curva de crecimiento que permiten
predecir, determinar condiciones optimas para el crecimiento microbiano
y asi aprovechar cada una ellas a diferentes aplicaciones.
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Finalmente, resulta importante seguir con estudios que permitan la
utilizacién de sustratos como la tunta y modelos matemdticos para el
desarrollo de productos probidticos.
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