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Resumen

Titulo: Estudio del efecto de la temperatura y la densidad celular de indculo sobre el crecimiento de

una levadura Rhodotorula sp.*

Autores: Danna Margarita Barrera Luna, Anderson Fabian Torres Morantes.**

Palabras clave: Rhodotorula sp., crecimiento microbiano, pardmetro cinético, temperatura, densidad

celular de ino6culo.

Descripcién: Las levaduras del género Rhodotorula sp. son una alternativa interesante para la
obtencién de pigmentos, tales como los carotenoides. Una levadura de este género fue aislada
previamente desde cajones de fermentacion de cacao, pero a la fecha no se han determinado las
condiciones para iniciar a disefiar un proceso de fermentacion que permitan su produccién. El
presente estudio tuvo como objetivos investigar el efecto de la temperatura y la densidad celular de
indculo sobre el crecimiento de una levadura Rhodotorula sp., ademas de plantear un ajuste de
pardmetros cinéticos para el mismo. El seguimiento se realiz6 sobre una fermentacion, evaluando la
respuesta (velocidad de crecimiento) conforme se variaron la densidad de in6culo y la temperatura de
trabajo. Como resultado del andlisis estadistico, usando el software Statistica, se encontré que una
temperatura de 28°C y una densidad celular de 106 UFC/mL son las condiciones méas favorables para
maximizar la velocidad de crecimiento. Luego de optimizadas las condiciones se procedié a
desarrollar una fermentacion bajo esas condiciones con dos propositos, el primero validar la
capacidad predictiva del modelo estadistico; y el segundo, ajustar los parametros cinéticos que

describen el crecimiento de la levadura.

* Trabajo de Grado.

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Ingenieria Quimica.
Director: Luis Javier Lopez Giraldo Doctor en Quimica, Bioguimica y Ciencia de Alimentos.
Codirector: Codirector: Claudia Johanna Sandoval Lozano. Magister en Microbiologia.
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Abstract

Title: Study of the effect of temperature and inoculum cell density on the growth of a yeast

Rhodotorula sp.

Authors: Danna Margarita Barrera Luna, Anderson Fabian Torres Morantes.**

Key words: Rhodotorula sp., microbial growth, Kinetic parameter, temperature, inoculum cell

density.

Description: The yeasts of the genus Rhodotorula sp. are an interesting alternative for obtaining
pigments, such as carotenoids. A yeast of this genus was previously isolated from cocoa
fermentation crates, but to date the conditions have not been determined to begin to design a
fermentation process that would allow its production. The objectives of this study were to
investigate the effect of temperature and inoculum cell density on the growth of a yeast
Rhodotorula sp. and to propose an adjustment of Kinetic parameters for the same. The
monitoring was performed on fermentation, evaluating the response (growth rate) as the
inoculum density and working temperature were varied. As a result of the statistical analysis,
using Statistica software, it was found that a temperature of 28°C and a cell density of 10°
CFU/mL are the most favorable conditions to maximize the growth rate. After optimizing the
conditions, we proceeded to develop a fermentation under these conditions for two purposes:
first, to validate the predictive capacity of the statistical model; and second, to adjust the Kinetic

parameters that describe yeast growth.

* Barchelor Thesis.

** Faculty of Physico-chemical Engineering. School of Chemical Engineering. Chemical
Engineering. Director: Luis Javier Lopez Giraldo. Doctor in Chemistry, Biochemistry and Food
Science. Co-director: Claudia Johanna Sandoval Lozano. Master of Microbiology.
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Introduccién

A medida que pasa el tiempo, los procesos han venido evolucionando en las diferentes
industrias, con el objetivo de adaptarse mas a las necesidades y deseos del consumidor, a fin de
lograr que el producto final tenga mayor aceptacion en el mercado. Como consecuencia, se han
implementado gran variedad de aditivos artificiales, algunos de éstos, con la intencion de dar
color al producto, sin adicionar riesgos o efectos nocivos que éstos pudieran llegar a desarrollar

en el ser humano y su entorno (Gémez, 2017).

Al conocer y tener en consideracion esta problematica, se busca a través de los diferentes
campos de la investigacion promover estudios con el proposito de encontrar alternativas para la
produccion aditivos, usando diferentes organismos y especies que como parte de su metabolismo
produzcan el colorante como una respuesta natural de su funcionamiento, tal como la generacion

de pigmentos (Gémez, 2017).

En el caso de Colombia, es importante destacar que es un pais que goza de una gama
amplia de ecosistemas y dindmica climatica, y aunque es menos abordado en este marco, cabe
resaltar su relevancia como uno de los paises donde se concentra gran parte de las especies de

microorganismos que habitan el planeta (Toro, 2004).

Al contemplar su riqueza en biodiversidad microbiana, la investigacion y estudio de los
tipos de microorganismos, las condiciones adecuadas de crecimiento, caracterizacion, entre otros
factores, es preciso para identificar los procesos con posible potencial biotecnoldgico y sus vias
mas factibles, sencillas y econdémicas, de modo que se pueda generar un impacto, al aumentar el

desarrollo de avances, incidiendo a nivel cientifico, econémico, ético y social.
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Actualmente, uno de los campos de interés, en el cual se estd documentando al respecto,
es la obtencion de pigmentos, empleando diferentes fuentes presentes en el ambiente, como lo es
la Rhodotorula sp., una levadura que cuenta con un metabolismo que le faculta para sintetizar

pigmentos, rosados o rojizos, como respuesta ante la incidencia de rayos UV (Segura, 2018).

En aras de profundizar en esta temética, tener un primer acercamiento a una levadura
Rhodotorula sp., y conocer la incidencia que tienen ciertas variables sobre su crecimiento, se
propone que el enfoque de la investigacién corresponda a la basqueda de una respuesta a: (Qué
efecto tiene la temperatura y la densidad celular de in6culo sobre el crecimiento de una levadura

Rhodotorula sp.?
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Estudiar el efecto de la temperatura y la densidad celular de in6culo sobre la velocidad méxima

de crecimiento de una levadura Rhodotorula sp.

1.2 Objetivos especificos

Determinar la temperatura y la densidad celular de in6culo que maximizan la velocidad

de crecimiento de una levadura Rhodotorula sp.

Ajustar los pardmetros cinéticos que describen el crecimiento de una Rhodotorula sp.

2. Estado del arte

Previamente se ha determinado que levadura Rhodotorula sp. puede crecer en un amplio
rango de condiciones de temperatura, pH, humedad, densidad celular de indculo, aireacion, entre
otros; sin embargo, estos parametros que condicionan el crecimiento, pueden optimizarse con el

fin de producir cierto metabolito de la levadura.

Por ejemplo, Segura (2018) realiz6 experimentos con diferentes intensidades de luz
ultravioleta, tomando muestras de biomasa, para obtener datos de crecimiento celular y asi
determinar parametros cinéticos que ayudardn a obtener una conclusion en términos de
rendimiento de producto/sustrato y biomasa/sustrato para la produccion de carotenoides. La

fermentacion se llevo a cabo en condiciones de T=22°C, pH 6 y una densidad de in6culo de
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1,5x10° cel/mL. Por su parte Yashaswini et al. (2022) (Yashaswini Nagavara Nagaraj, 2022)
realiz la identificacion y el estudio cinético de la produccion de los carotenoides y lipidos
producidos por la levadura Rhodotorula toruloides CBS 14 cultivada en hidrolizado de paja de
trigo. Realiz6 fermentaciones con la levadura a condiciones de T=25 °C con una agitacion de
140 rpmy pH 6. También Jana (2018) (Jana Tkacova, 2018) estudio el crecimiento, la formacion
de lipidos y carotenoides de Rhodotorula glutinis a condiciones de cultivo de T=28°C, densidad
de indculo de 10° cel/mL y agitacion de 180 rpm. El analisis cinético incluia, crecimiento celular,
contenido de acidos grasos y carotenoides. De los estudios anteriores se aprecia que, en los
ultimos afios ha habido un interés en determinar las condiciones de cultivo que favorecen el
crecimiento y formacion de pigmentos (caroteinodes) en levaduras del género Rhodotorula sp.,
el cual también es el interés de este trabajo, en el que se usa una levadura que hace parte del
cepario del laboratorio de bioprocesos del CICTA, y que podria ser potencialmente atractiva para

la produccion de este tipo de pigmentos.
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3. Metodologia

3.1 Determinar la temperatura y la densidad celular de in6culo que maximizan la velocidad

de crecimiento de una levadura Rhodotorula sp.

3.1.1 Microorganismo.

El género de la levadura usada en este estudio fue Rhodotorula sp. Esta levadura hace
parte del cepario del laboratorio de Bioprocesos del CICTA de la Universidad Industrial de
Santander, la cual se muestra en la Figura 1. La cepa de levadura fue sembrada en una caja de

petri por agotamiento. Posteriormente, se incub6 a 30°C durante 48 horas.

Figura 1

Levadura Rhodotorula sp. perteneciente al laboratorio de Bioprocesos del CICTA.
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3.1.2 Medio de Cultivo.

Se utiliz6 el medio s6lido de Agar Papa Dextrosa (PDA) (Merck, Alemania) atendiendo a
las instrucciones del fabricante, con el fin de aislar la levadura. Por otro lado, para llevar a cabo
la siembra del indculo y la fermentacion, se preparé un medio de extracto de levadura, peptona y

dextrosa (Merck, Alemania).

3.1.3 Fermentacion.

El proceso de fermentacion se llevé a cabo usando Extracto de levadura Peptona-
Dextrosa, conocido bajo las siglas YPD (Yeast Extract—Peptone—Dextrose), con una
composicion de glucosa al 2%, peptona al 2% y extracto de levadura al 1% (Merck, Alemania).
Se evaluaron tres temperaturas, de 25, 28 y 30°C, y tres densidades celulares de indculo,
correspondientes a 10°, 107 y 108 UFC/mL, en simultaneo. Se realiz6 un indculo con un
volumen de 60 mL de YPD, el cual se incub6 bajo las condiciones de temperatura y densidad
celular de inoculo de estudio y 200 rpm durante un tiempo de 12 a 48 horas, dependiendo de las
densidades celulares que se buscaron obtener. La fermentacion se llevo a cabo en un erlenmeyer
con volumen de trabajo de 600 mL de YPD a 200 rpm durante 60 horas. La Figura 2 ilustra las
etapas del proceso, llevado a cabo desde la siembra de la levadura Rhodotorula sp., pasando por

la siembra en el in6culo y posteriormente, la fermentacion.

Figura 2

Siembra de levadura en caja petri, inéculo de 60mL y fermentacién de 600mL, después de su
crecimiento y fermentacion bajo las condiciones estipuladas.
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3.1.4 Densidad Optica (D.O)

El seguimiento del crecimiento microbiano se monitored por medio de la técnica de
espectrofotometria tomando muestras de 1 mL, cada 4 horas durante las primeras 36 horas de
fermentacién y cada 8 horas durante las tltimas 24 horas de la misma. De esta forma, se midio el
valor de densidad Optica, haciendo uso del espectrofotdmetro (Analytica S.A.S), el cual esta

ajustado a una longitud de onda de 600 nm para realizar cada una de las lecturas.

3.1.5 Peso Seco (DCW)

Se realiz6 la medicion de peso seco de la biomasa. Para este procedimiento, se tomaron
muestras de 30 mL, las cuales se centrifugaron a 8000xg y una temperatura de 8°C, que se
observa en la ilustracion izquierda, se descartdé el sobrenadante, luego la pasta obtenida
(biomasa), que se muestra en la ilustracion derecha de la Figura 3, se sec6 a una temperatura de
90°C en horno, y se dejo en desecador hasta alcanzar peso constante, el cual fue medido en una

balanza analitica.
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Figura 3

Muestras del procedimiento de peso seco.

3.1.6 Poblacién en Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL)

Los resultados de la densidad celular en el inoculo, la fermentacion en el punto inicial, o
sea a la hora cero, y la fermentacion en su punto final, tras las 60 horas establecidas, fueron
calculados, en UFC/mL, tras llevar a cabo siembras masivas con las muestras tomadas al
indculo, posterior a sus horas de incubacion, y a la fermentacién al inicio y al final.

Para corroborar el crecimiento del microorganismo en el medio de cultivo, se tomaron
muestras de 1 mL, de los erlenmeyer, utilizando la micropipeta y se depositaron en tubos
eppendorf. En tubos falcon, ocupados con 9 mL de agua peptonada, se depositd el mililitro
tomado de muestra para empezar con la dilucién 10~ y de esta misma forma, continuar hasta la

dilucién 10~%, en el caso de la fermentacion en la hora cero y hasta la diluciéon 107°, en el caso
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del in6culo y la fermentacion en la hora sesenta, dado que era el rango de dilucion en el que el
nimero de unidades formadoras de colonias estaba en el intervalo de 30-300 en las placas de

petri para su conteo.

3.1.7 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

El seguimiento de consumo de glucosa se efectud al tomar muestras de 2,5 mL, cada 4
horas durante las primeras 36 horas de fermentacién y cada 8 horas durante las Gltimas 24 horas
de la misma, se prepararon y se evaluaron a la técnica de HPLC Thermo dionex Ultimate 3000,

siguiendo el procedimiento interno del laboratorio de alimentos CICTA.

Se pesaron 2,5 g de muestra en un tubo falcon y se le adicionaron 10 mL de agua tipo 1;
se sometieron las muestras preparadas a ultrasonido por 5 minutos, se homogenizaron utilizando
el vortex por 2 minutos y posterior a esto, se llevaron a la centrifuga, a unas condiciones de
4000rpm y temperatura ambiente, durante 15 minutos. El sobrenadante fue vertido en una fiola
de laboratorio, en la cual se aford la muestra hasta 25 mL con agua tipo 1. Al finalizar, se
removio parte del contenido de la fiola, con asistencia de una jeringa, con el fin de pasarlo por
medio de un filtro de 0,45um vy llenar un vial de vidrio, de 1,5 mL, con 1 mL de muestra
preparada, como se ve en la Figura 4. Este procedimiento se llevé a cabo con el proposito de
analizar el contenido de azucares, y su consumo, mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC).

Figura 4

Muestras preparadas para HPLC.
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3.1.8 Estimacion de velocidad méaxima de crecimiento

Al tener los resultados del crecimiento microbiano y del procedimiento de peso seco, fue
posible relacionarlos y graficar los valores de la biomasa, conforme pasa el tiempo, en escala
logaritmica. De esta forma, se logrd identificar las fases de crecimiento, haciendo énfasis en la
fase exponencial para cada experimento, se generd la ecuacién de la linea de tendencia en esta
fase y se asocié, tomando como referencia la Ec. 1, y de esta forma, se encontraron los valores
correspondientes para las velocidades de crecimiento maxima en cada caso.

Ln(X) = ut (Ec. 1)

Siendo la variable X equivalente a la biomasa, p hace referencia a la velocidad de

crecimiento y t al tiempo.

3.1.8 Analisis estadistico

El manejo de datos se realizd con un disefio de experimentos factorial de 2 variables y 3
niveles; se uso el analisis de varianza ANOVA con un intervalo de confianza del 95%. Todos los

andlisis se desarrollaron en el software Statistica.
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3.2 Ajustar los parametros cinéticos que describen el crecimiento de una Rhodotorula sp.

3.2.1 Modelado cinético

Para la obtencion valores de los pardmetros de crecimiento cinético, se selecciond un
modelo que se adapte al comportamiento de la levadura. Los modelos, que se evaluaron, son del
tipo no estructurados-no segregados, considerando la levadura como un componente distribuido
uniformemente en el cultivo. Por lo tanto, se usaron las ecuaciones de Verhulst-Pearl, Pirt y
Luedeking Piret para evaluar el crecimiento de biomasa y consumo de sustrato (Hernandez,

2014).

4. Resultados

4.1 Caracteristicas de la Rhodotorula sp.

La levadura Rhodotorula sp., cultivada en el medio so6lido PDA, mostrd un crecimiento
pausado en comparacion con levaduras de otro género, por ejemplo, la de tipo Saccharomyces,
dado que el tiempo en el cual se pudo identificar colonias separadas fue de 48 horas y apenas
después de 8 dias de cultivo se aprecié un crecimiento representativo, en las placas incubadas a
30°C. La Figura 5 muestra, en la imagen del lado izquierdo, el crecimiento obtenido para la
levadura luego de 48 horas de incubacion, mientras en la imagen del lado derecho muestra la
levadura luego de 8 dias de incubacién.

Figura 5

Rhodotorula sp. con 48 horas y 8 dias de incubacion a 30°C.
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4.2 Medio de cultivo

Las proporciones de peptona, glucosa y extracto de levadura operaron como fuentes de
carbono, nitr6geno y nutrientes necesarios para el crecimiento de la Rhodotorula sp., al generar
asi un medio de cultivo propicio, logrando como consecuencia una adaptacion y desarrollo
positivo de la levadura Rhodotorula sp. durante las etapas de indculo y fermentacion hasta las 60
horas. Esta afirmacion se puede inferir del comportamiento mostrado en la Tabla 1, de las que es
pertinente mencionar que, se aprecia un crecimiento por parte del microorganismo, a las
diferentes temperaturas y densidades celulares estudiadas en la evolucidn de la fermentacion. En
la Tabla 1 también se aprecia que hay incrementos de la densidad celular de hasta 3 6rdenes de
magnitud para la fermentacion desarrollada a 28°C y densidad de inéculo de 10°.

Tabla 1

Poblacion en Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mililitro de muestra.

Densidad celular [UFC/mL]

Temperatura - —
[°C] In6eulo Fermentacion Fermentacion

(0 horas) (60 horas)

1E+06 2,56E+05 1,15E+07

25 1E+07 1,61E+06 5,45E+07

1E+08 3,85E+06 1,38E+08
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1E+06 1,39E+05 1,56E+08
28 1E+07 7,50E+06 9,55E+07
1E+08 1,34E+07 1,04E+08
1E+06 4,00E+05 2,40E+07
30 1E+07 1,15E+06 3,80E+07
1E+08 1,88E+07 7,55E+07

En los datos, suministrados en la tabla anterior, se puede observar que los valores para la
densidad celular aumentan en uno, dos o tres drdenes, entre el tiempo inicial (0 horas) y el
tiempo final (60 horas), siendo 28°C y 10° UFC/mL las condiciones a las cuales se logra el
mayor aumento, trascurrida la fermentacion. En la literatura no se reporta este tipo de
seguimiento, lo mas cercano a él que se encuentra sefiala que, luego de llevarse a cabo entre 48 y
72 horas de proceso fermentativo, la poblacion de una levadura de genero Rhodotorula alcanza
un nimero de 1,5x10” UFC/mL (Castoria et al., 2005) valor que se acerca al que se obtuvo en 6
de los casos experimentales, al completar 60 horas de fermentacion.

Por otro lado, si bien la Rhodotorula sp. no culmina su fase exponencial, luego de 60
horas de fermentacion, se puede inferir que la poblacion que alcanza un crecimiento
representativo, en el caso de 28°C y 10¢ UFC/mL, dado que si se compara con levaduras como
las de género Saccharomyces, de ésta también existen reportes en los que su crecimiento en

UFC/mL es de 3 6rdenes a las 60 horas de proceso fermentativo (Pereira et al., 2013).

4.3 Peso seco

La Figura 6 expone que los valores de concentracion celular tienen una tendencia
creciente, conforme aumenta el tiempo, partiendo con un valor inicial aproximado, en la hora
cero de fermentacion, de 0,7148 g/L. Un caso comparable se puede apreciar en el reporte de Wai

Xian Lau et al. (2018), en el cual se sefial6 que la concentracion celular inicial en un
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procedimiento de peso seco para una levadura Rhodotorula mucilaginosa tuvo un valor de 0,76
g/L. De igual modo, se evidencia que se alcanza un valor aproximado de 3,2417 g/L en la hora
15 de fermentacion. Por otro lado, se encuentra una relacion entre la densidad Optica y el peso
seco, al ver que, conforme una de estas variables aumenta, la otra sigue este mismo
comportamiento.

Figura 6

Relacion entre la densidad 6pticay el peso seco.
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A partir de los puntos obtenidos del procedimiento, se realiz6 una regresion lineal, de esta
forma se obtuvo una ecuacidn que relaciona las medidas de densidad Optica, con concentraciones
y se calcularon los valores de biomasa para realizar el respectivo analisis de crecimiento
microbiano, utilizando la Ec. 2.

D0O+0,2617

[Biomasa] =
0,4425

(Ec. 2)
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4.4 Crecimiento celular

En la Figura 7 se aprecia el comportamiento de crecimiento de la levadura conforme se

modifica la temperatura y la densidad celular del indculo.

Algo semejante ocurre en la Figura 7, donde se puede notar la dinamica que sigue la
levadura haciendo posible la identificacion de las fases de crecimiento de la misma, a las
condiciones dispuestas para cada experimento. Es posible sefialar, a su vez, que los tiempos de
fase de latencia, fase exponencial y fase estacionaria, que se perciben en la figura mencionada,
experimentan alteraciones para esta levadura Rhodotorula sp. en el transcurso de las 60 horas de
fermentacion, al variar los valores de temperatura y densidad celular de inéculo.

Es notable para los tres casos que, al aumentar la densidad celular del in6culo, la fase de
latencia se hace mas corta, a temperatura constante, hasta llegar al caso en que puede iniciar la
fermentacion y de inmediato, la fase exponencial directamente, como se evidencia en la Figura 7
para los experimentos en los que la densidad celular del inéculo es 108 UFC/mL.

Por otro lado, la fase exponencial tiene un comportamiento semejante al variar su
temperatura, y mantener la densidad celular del indculo constante, notando que ésta se alcanza,
al transcurrir la misma cantidad de horas aproximadamente; caso contrario ocurre si se evalla la
densidad celular del in6culo y se mantiene constante la temperatura, logrando ver que la fase
exponencial empieza en menos tiempo, a medida que se va aumentando este valor de densidad.
No obstante, se puede evidenciar que la pendiente, para el menor valor de densidad celular del
indculo, 10 UFC/mL, en los 3 casos de temperaturas evaluadas (25°C, 28°C y 30°C) es mas
pronunciada.

Figura7
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Crecimiento microbiano a lo largo de la fermentacion bajo las condiciones propuestas.
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Nota. (a) 25°C, 10 UFC/mL; (b) 25°C, 107 UFC/mL; (c) 25°C, 108 UFC/mL; (d) 28°C, 10°
UFC/mL; (e) 28°C, 107 UFC/mL; (f) 28°C, 108 UFC/mL; (g) 30°C, 10® UFC/mL; (h) 30°C,
107 UFC/mL; (i) 30°C, 108 UFC/mL.

En los experimentos se observa que ninguno de ellos logra concluir su fase exponencial

y, por lo tanto, no se logra identificar la fase estacionaria, tras las 60 horas de fermentacién. La

descripcion de este comportamiento es esperada, dado que, de acuerdo con Z. Aksu, A. Tugba
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Eren (2005) y Sharma, Ghoshal (2020), la fase estacionaria para la levadura de género
Rhodotorula es alcanzada aproximadamente luego de 90 horas de fermentacion, o mas,
dependiendo de su especie. Sin embargo, es importante aclarar que para este estudio no era
prioridad exponer todas las fases de crecimiento para cada experimento, sino poder revisar el
comportamiento e influencia, de cada una de las variables de estudio, con la finalidad de

encontrar las condiciones mas favorables para el crecimiento de la levadura Rhodotorula sp.

4.5 Determinacion de la velocidad de crecimiento maxima

De los datos, presentado en la Tabla 2, se puede lograr un primer acercamiento e inferir
que bajo las condiciones de temperatura de 28°C y densidad celular de inéculo de 106 UFC/mL,
la levadura Rhodotorula sp. tiene una tasa de crecimiento microbiano mayor.

Tabla 2

Valores de velocidad de crecimiento maxima.

Densidad celular

Temperatura o T
c] (UFCimL] L1
1E+06 0,0329
25 1E+07 0,0253
1E+08 0,0229
1E+06 0,0359
28 1E+07 0,0222
1E+08 0,0256
1E+06 0,0328
30 1E+07 0,0221
1E+08 0,0147

4.6 Analisis estadistico

Con el fin de llevar a cabo el analisis estadistico del disefio factorial de dos variables y

tres niveles, se reemplazaron los valores de los niveles de temperatura y densidad celular de
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indculo por -1, 0, 1, como esta planteado en la Tabla 3, sefialando con -1 al punto inferior, O el
punto central y 1 al punto superior de cada una de las variables a analizar.

Tabla 3

Matriz experimental para el disefio.

Experimento Temperatura Dens_ldg d U
celular indculo max
1 -1 -1 0,0329
2 -1 0 0,0253
3 -1 1 0,0229
4 0 -1 0,0359
5 0 0 0,0222
6 0 1 0,0256
7 1 -1 0,0328
8 1 0 0,0221
9 1 1 0,0147

Al organizar los valores de las variables en la matriz experimental para el disefio, se
ingresaron los datos de cada experimento en el software estadistico Statistica, version 14.1 en el
que, al procesar la informacion suministrada, con un intervalo de confianza del 95%, generd los

resultados, del analisis de varianza, consignados en la Tabla 4.

Tabla 4

Analisis de varianza para la tasa de crecimiento.

Suma de Cuadrado

Fuente Gl ) Raz6n-F Valor-P
cuadrados medio

A: Temperatura 0,000038 2 0,000018 2,4128 0,2373

B: Densidad 0,000282 2 0,000141 18,137 0,0211

celular inéculo

AB 0,0000164 1 0,000016 2,1087 0,2424

Error total 0,0000233 3 0,000007

Total 0,0003594 8
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Los datos resultantes del analisis ANOVA, demuestran que el factor B: Densidad de
indculo, es la variable con mayor efecto en la velocidad maxima de crecimiento. Aunque la
temperatura no cumple con el criterio de relevancia, sigue siendo una variable indispensable para
este estudio, por lo tanto, se tomara el valor 6ptimo, el cual propicia un crecimiento de biomasa
mas veloz, para continuar con la practica, el cual se reporta mas adelante. Las interacciones entre
las variables estudiadas, tampoco tienen gran efecto en la variable dependiente.

La ecuacion obtenida para el célculo de la velocidad méaxima se observa en la Ec. 3.

fmax = 0,0250556 — 0,00191667T — 0,0064DI — 0,00278333T2 — 0,002025(T)(DI) + 0,00426667(T * DI)? (EC. 3)

Se realiz6 una prueba de significancia, por medio de una comparacion de medias

utilizando la prueba Tuckey. A continuacion, podemos ver los resultados de la prueba tomando

la variable “Densidad de Indculo”.

Tabla s

Prueba de Tuckey con variable densidad celular.

Niveles de densidad celular

-1 0 1
-1 0,025317 0,011351
0 0,025317 0,757021
1 0,011351 0,757021

Se toma la variable densidad de indculo debido a que en el analisis ANOVA, se concluyd

que era la mas influyente en la variable dependiente.
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Con esta prueba, podemos se puede concluir que, si existen diferencias significantes entre
los valores de velocidad méaxima, ya que se obtienen valores menores 0,05 que fue la
significancia definida para este analisis. Las diferencias significativas se muestran entre las
velocidades obtenidas de nivel de densidad celular 0 (10’'UFC/mL), -1 (10°UFC/mL) y entre 1
(10® UFC/mL) y -1 (10° UFC/mL). Esto da a entender que, al utilizar un valor de densidad
celular mayor, la diferencia entre velocidades sera mucho menor, por lo tanto, llegara un punto
en el que aumentar la densidad de indculo no ayudara a modificar el valor de velocidad maxima
de crecimiento.

De igual forma, el software de estadistica organizé los datos en un diagrama de pareto, en
el cual, al jerarquizar las interacciones entre las variables, como se muestra en la Figura 8, es
posible inferir que la variable ‘Densidad celular de indculo’ ejerce un efecto significativo;
mientras que en el rango evaluado de la variable ‘Temperatura’ y las interacciones entre las
variables no hay efecto significativo. Ademas, se aprecia que el efecto de “Densidad celular de
inoculo” es negativo, lo cual indica que es inversamente proporcional a “Velocidad maxima de

crecimiento”.
Figura 8

Diagrama de pareto para la tasa de crecimiento.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: p [1/h]
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=,0000078

DV: u [1/h]
(2)Densidad Celular Niveles(L) - -5,62095
Densidad Celular Niveles(Q) -2,1635
(1)Temperatura Niveles(L) -1,68336
1Lby2L -1,45214
Temperatura Niveles(Q) 1,411349

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

En este caso, en la Figura 9, se puede observar que los datos tienen una dispersion alta y
la varianza de los datos disminuye a medida que los valores de velocidad maxima aumentan.
Esto nos indica un ajuste certero en el modelo estadistico.

Figura 9

Grafica de residuales.
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Predicted vs. Residual Values
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=,0000078
DV: u

0,004
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Predicted Values

En la Figura 10, se observan las interacciones entre las variables estudiadas. En eje de las
ordenadas se encuentran los valores de temperatura, en las abscisas la variable independiente
“velocidad maxima de crecimiento” y las funciones mostradas representan los valores de la
variable de densidad de inoculo. Cada color, indica un valor de densidad de indculo,

representadas de la siguiente forma: azul= -1 (10°UFC/mL), rojo=0 (107UFC/mL) y verde=1

(108UFC/mL).

Figura 10

Gréfica de interaccion para la tasa de crecimiento.
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Plot of Marginal Means and Conf. Limits (95,%)
DV: p[1/h]
Design: 2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs
NOTE: Std.Errs. for means computed from MS Error=,0000078
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El punto mas alto de la grafica, nos indica cual es el mayor valor de velocidad méaxima de
crecimiento en el estudio realizado. La combinacion de temperatura y densidad celular de
indculo son 0, -1; lo cual nos indica que las condiciones de temperatura de 28°C y densidad de
indculo de 10® UFC/ml.

Se puede apreciar en la Figura 11, la grafica de superficies de respuesta junto con la de
contornos, en estas se puede evidenciar de una forma mucho mas detallada las interacciones
entre variables y el comportamiento de la variable dependiente. Se puede concluir que la
velocidad de crecimiento, tiende a aumentar en bajos valores de densidad de inoculo. La
temperatura tiene cierto efecto en cuanto a la variacion de la variable dependiente, ya que se
puede divisar cierto aumento en temperaturas entre -0,4y 0,2 (26°C y 28,5°C).

Figura 11

Superficie de respuesta estimada.
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Fitted Surface; Variable: p [1/h]
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=,0000078
DV: u [1/h]

Il > 0,035
Bl <0035
I <0,03
[ <0,025
B <0,02
Bl <0015

Fitted Surface; Variable: p [1/h]
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=,0000078

DV: u [1/h]
1,2
1,0
0,8
0,6
8
- 04
=
Z 02
©
3 00
)
T .02
e
2 .04
a
-0,6
0,8 Il >0,038
' Bl <0,035
-1,0 Bl <0,031
[ <o,027
1.2 3 <0,023
-1,2 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 1,2 !
B < 0,019
Temperatura Niveles Bl <0,015

Tabla 6

Valores 6ptimos.
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Prediccion Inferior 95% limite Superior 95% limite
0,0357233 0,0291082 0,0423384
Factor Bajo Alto Optimo
Temperatura -1,0 1,0 0,0192224
Densidad 1.0 10 1.0

celular inéculo

Con este andlisis se obtiene que los valores dptimos para la fermentacién de Rhodotorula
sp. Se encuentran en el punto central de la variable temperatura y en el punto inferior de la
variable densidad de inéculo, por lo tanto, se considera que las mejores condiciones para el

experimento es una temperatura de 28°C y una densidad de in6culo 10° UFC/mL.

4.7 Estimacion de azucares reductores

Este estudio revelo contenido de glucosa en las muestras, producto esperado ya que al
medio de crecimiento en la fermentacion se aporté un 2% de este reactivo, el cual se va
consumiendo, como se puede ver en la Figura 12, donde se destaca un comportamiento
decreciente conforme pasa el tiempo de la fermentacion, al tener un valor aproximado inicial y
méaximo, en la hora cero, de 16,8750 g/L y un valor aproximado, y minimo, en la hora 60 de
fermentacion de 9,4975 g/L. Al revisar estos datos del consumo de glucosa, es posible sefialar
que la conversion del sustrato fue de 43,7% aproximadamente, lo cual es un valor pequefio,
teniendo en cuenta que esta por debajo del 50%. Se considera que este resultado se obtuvo dado
que el tiempo de fermentacion estuvo limitado a las 60 horas, es posible que sea relevante
cambiar la forma en la que se suministre la alimentacién al proceso.

Este estudio fue efectuado para una fermentacion bajo las condiciones mas favorables
que resultaron del analisis estadistico, las cuales corresponden a una temperatura de 28°C y una

densidad celular de indculo de 10° UFC/mL.
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Figura 12

Consumo de sustrato a lo largo de las 60 horas de fermentacién.
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4.8 Modelo cinético

El modelamiento matematico se llevd a cabo con modelos de tipo no estructurados no
segregados. EI modelado cinético se realizd utilizando las ecuaciones de Verhulst-Pearl para el
crecimiento de biomasa.

ax X
E:MMax*X*(l_

) (Ec. 4)

max

El modelo se ajusto con un error del 2,73%. Los datos se optimizaron por medio del
software MATLAB, reportando valores de Upsq, 0,074 1/h, Xy 0y 2,2467 g/L, rendimiento

biomasa sustrato 0,3978 g biomasa/g sustrato y mantenimiento celular de 0,0309. EI valor de la
velocidad méxima de crecimiento concuerda con lo reportado por (Hernandez, 2014). Valores
reportados por otros autores oscilan el valor de 0,04 1/h (Segura, 2018). El rendimiento biomasa-
sustrato se asemeja a lo calculado por (Shick Rhee, 1986) estimado en 0,45 g biomasa/g sustrato.

Figura 13
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Ajuste de datos al modelo cinético.
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También se realizaron célculos con diferentes modelos cinéticos de la literatura, para
comparar diferentes opciones y de esta forma tomar una decision de cual de estos podria
describir el comportamiento del crecimiento de la levadura. Se hizo uso de los modelos de

Monod (Ec. 5), Teissier (Ec. 6), Mosser (Ec. 7) y Contois (Ec. 8).

_ MmaxS
H="s (Ec. 5)
1= hmax[1 — exp(ks X S)] (Ec. 6)
_ UmaxS™
= ssm (Ec.7)
maxS
Ky = ,ixm (Ec. 8)

A continuacidn, se pueden apreciar los parametros calculados de 4 modelos cinéticos.

Tabla 7

Modelos cinéticos.

Modelo Hmax [h™] Ks [g/d] Yxs [g/d] mp Error
Monod 0,6071 249,99 0,278 0,0016 4,449
Teissier 0,0457 11.0202 0.5228 0.0366 4,672
Mosser 0.0362 10.9660 0.6019 0.0413 3,31

Contois 0,0896 14.2026 0.4221 0.0175 2,649
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Figura 14

Ajuste modelo de Monod.
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Figura 15

Ajuste modelo de Teissier.
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Figura 16

Ajuste modelo de Mosser.
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Figura 17

Ajuste modelo de Contois.
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Los modelos que mejor se ajustan de forma mas certera son el modelo Logistico o de
Verhulst-Pearl y el de Contois, ya que estos cuentan con un error bajo, y los valores se
encuentran en un rango de respuesta coherente. EI modelo de Contois tiende a modelar
crecimientos de microorganismos que son inhibidos por biomasa (Alejandro RINCON
SANTAMARIA, 2018) y cuenta con una constante de desaturacion que es proporcional a la
concentracion celular, esto puede describir un bajo crecimiento por la concentracion de sustrato
en altas densidades celulares. Por el contrario, el modelo de Monod no conlleva a una lectura
correcta de los datos, ya que el ajuste de la constante de saturacidn por sustrato es demasiado alto

y no concuerda con lo encontrado en la literatura (Loredano PollegioniS, 1993).
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Al observar los parametros calculados y tomando en consideracion el consumo de
sustrato, la biomasa maxima y el tiempo de fermentacion, se puede inferir que la levadura
utilizada en este experimento tiene un crecimiento lento. Algunos de los experimentos realizados
con diferentes cepas de Rhodotorula tienen tiempos de fermentacion bastante amplios, por
ejemplo (Gargi Ghoshal, 2020) en su estudio para obtener carotenoides de una cepa de
Rhodotorula muscilaginosa llevaba a cabo fermentaciones de 120 h.

Si comparamos la velocidad de crecimiento y produccién de biomasa de la Rhodotorula
con levaduras de otros géneros, podemos ver una diferencia abismal en los valores de consumo
de sustrato, velocidad de crecimiento y tiempos de fermentacion. La levadura Saccharomyces
cerevisiae estudiada por (Zeinelabdeena, 2018) en un tiempo de fermentacion de 24h tuvo un
crecimiento del 333% de su biomasa inicial, y alcanzé velocidades de 0,64 1/h lo cual es ocho
veces mas alta que la levadura Rhodotorula.

La cinética de crecimiento de esta levadura no ha sido muy estudiada en el campo de
investigacion de microrganismos, ya que su principal campo de estudio es la produccion de

pigmentos carotenoides.

5. Conclusiones

Se puede llegar a la conclusién de que la cepa de Rhodotorula utilizada en este estudio,
tiende a tener mejores rendimientos al utilizar densidades celulares de indculo bajas (10°
UFC/mL) y temperatura de 28 °C. Esto es de mucha utilidad, ya que los metabolitos que produce
la levadura son de gran potencial en la industria quimica. Se debe seguir trabajando por esta

linea, y explotar al maximo las capacidades que tienen este tipo de levaduras oleofilicas.
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El modelo cinético que mejor se ajustd a los datos obtenidos fue el de Contois, por lo
tanto, se puede concluir que la Rhodotorula sp. Utilizada en el presente trabajo, tiene una
velocidad de crecimiento baja, rendimiento de consumo de sustrato bajos. Una de las razones por

la que tiene estas caracteristicas, es una posible inhibicién por biomasa.
6. Recomendaciones

Al trabajar con las cepas de Rhodotorula, se debe tener cuidado al momento de realizar
las siembras en caja, ya que tienden a contaminarse con facilidad.

Al momento de realizar el procedimiento de peso seco, se recomienda utilizar una
temperatura baja al momento de llevar a cabo la etapa de centrifugacion.

Se deben realizar mas estudios, variando otras variables importantes como el pH, oxigeno
disuelto, variacion de fuentes de carbono y nitrogeno.

Se propone desarrollar los experimentos con un método de alimentacion diferente, dado

el bajo consumo de sustrato que se evidencio en este estudio.
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Apéndices
Apéndice A. Diluciones seriadas y siembra por extension.
En relacion al conteo de colonias, para conocer la poblacion del microorganismo en las
diferentes fases del proceso, se prepararon diluciones seriadas, en agua peptonada, de muestras
de in6culo y fermentacién, como muestra la Figura 18, de las cuales fueron posteriormente

tomados 200uL y sembrados por extension en un medio de cultivo PDA, para incubarse a 30°C

durante 48 horas, como se muestra en la caja petri ilustrada en la Figura 20.

Figura 18

Diluciones seriadas de 10~ a 107°.

Apéndice B. Célculo de unidades formadoras de colonia (UFC)

Las Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL) fue una medida que se
utiliz6 para conocer la poblacion de la levadura y verificar su crecimiento en el proceso de

fermentacion. Para ello, se hizo conteo de UFC en la caja petri, que se muestra en la Figura 19,
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para cada uno de los casos de estudio y posterior a ello, se realizé un célculo, utilizando la Ec. 9

para obtener el resultado de la poblacion en la fase del proceso requerida.

UFC _ #Colonias*Dilucion

= P (Ec.9)
mL Volumen de dilucién

Figura 19

Siembra por extension de una dilucion seriada, después de 48 horas en incubacion.

Apéndice C. Determinacién del crecimiento celular en la fermentacion.

La densidad optica fue la medida que se utilizé para bosquejar el crecimiento celular a lo
largo de la fermentacion en los casos de estudio, bajo las condiciones propuestas, por lo que,
para tener valores mas confiables, se tomaron 5 muestras, en las horas previstas para muestreo,
en cada fermentacion, las cuales fueron sometidas a espectrofotometria a 600nm y asi determinar

su valor. Estos datos estan consignados de la Tabla 8 a la Tabla 16.
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Tabla 8

Densidad éptica a temperatura de 25°C y densidad celular de inéculo de 10°.

Factor de . - DO Sin Sin
L Hora Densidad optica o
dilucion promedio dilucion blanco
1 Blanco 0,0800 0,0810 0,0790 0,0740 0,0680 0,0764 0,0764
1 0 0,0800 0,0920 0,0840 0,0850 0,0850 10,0852 0,0852 0,0088
1 40,0830 0,0840 0,0870 0,0880 0,0840 0,0852 0,0852 0,0088
1 8 0,0950 0,0980 0,0970 0,1010 0,0960 0,0974 0,0974 0,0210
1 12 0,1420 0,1560 0,1500 0,1610 0,1610 0,1523 0,1523 0,0759
1 16  0,2660 0,2730 0,2660 0,2470 0,2720 0,2648 0,2648 0,1884
1 20 0,4280 0,4250 0,4260 0,4170 0,4170 10,4240 0,4240 0,3476
1 24 0,5440 0,5510 0,5420 0,5320 0,5320 0,5423 0,5423 0,4659
1 28 0,6190 0,6120 0,6110 0,6010 0,6010 0,6108 0,6108 0,5344
1 32 0,7770 0,7840 0,7430 0,7770 0,7430 10,7680 0,7680 0,6916
1 36 0,7140 0,7270 0,7020 0,6940 0,6940 0,7093 0,7093 0,6329
1 44 0,8040 0,7890 0,7680 0,7480 0,7510 0,7720 0,7720 0,6956
1 52 0,9070 0,9000 0,8940 0,8840 0,8840 0,8963 0,8963 0,8199
2 60 0,5470 0,5280 0,5390 0,5470 0,5320 0,5386 1,0772 1,0008
Tabla 9

Densidad dptica a temperatura de 25°C y densidad celular de inéculo de 107.

Factor i i
de Hora Densidad oOptica DOd_ d'IS"']' blsm
dilucion promedio dilucion blanco

1 Blanco 0,0800 0,0810 0,0790 0,0740 0,0680 0,0764 0,0764

0 0,0880 0,0920 0,0860 0,0840 0,0940 0,0888 0,0888 0,0124
4  0,1160 0,1220 0,1180 0,1140 0,1170 0,117/4 0,1174 0,0410
8 0,2260 0,2190 0,2210 0,2180 0,2180 0,2210 0,2210 0,1446
12 0,4000 0,3900 0,3870 0,3860 0,3870 0,3900 0,3900 0,3136
16 0,4680 0,4770 0,4610 0,4460 0,4460 0,4630 0,4630 0,3866
20  0,5360 0,5490 0,5470 0,5300 0,5300 0,5405 0,5405 0,4641
24 0,5720 0,5660 0,5740 0,5610 0,5410 0,5628 0,5628 0,4864
28 0,6400 0,6390 0,6140 0,6070 0,6070 0,6250 0,6250 0,5486
32 0,6150 0,6560 0,6150 0,6780 0,6780 0,6410 0,6410 0,5646
36 0,7160 0,7100 0,7050 0,6950 0,6950 0,7065 0,7065 0,6301
44  0,4070 0,3890 0,3930 0,3740 0,3890 0,3904 0,7808 0,7044
52 0,4390 0,4450 0,4510 0,4390 0,4380 0,4424 0,8848 0,8084
60 0,5400 0,5440 0,5250 0,5440 0,5270 0,5360 1,0720 0,9956
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Tabla 10

Densidad éptica a temperatura de 25°C y densidad celular de inéculo de 108.

Factor de . - DO Sin Sin

dilucién Hora Densidad optica promedio dilucion blanco
1 Blanco 0,0750 0,0750 0,0760 0,0850 0,0800 0,0782 0,0782
1 0 0,3680 0,3670 0,3630 0,3550 0,3200 10,3546 0,3546 0,2764
1 4  0,4180 0,4440 0,4510 0,4380 0,4240 0,4350 0,4350 0,3568
1 8 0,5490 0,5440 0,5320 0,5230 0,5230 0,5370 0,5370 0,4588
1 12 0,6380 0,6290 0,6380 0,6330 0,6380 0,6352 0,6352 0,5570
1 16  0,7470 0,7500 0,7580 0,7430 0,7420 0,7480 0,7480 0,6698
1 20 0,8570 0,8800 0,8550 0,8260 0,8020 0,8440 0,8440 0,7658
1 24 0,9190 0,9220 0,9300 0,9580 0,9580 0,9323 0,9323 0,8541
2 28 0,5860 0,5920 0,5980 0,6090 0,6030 0,5976 1,1952 1,1170
2 32 0,6390 0,6400 0,6380 0,6350 0,6480 0,6400 1,2800 1,2018
2 36 0,7140 0,7180 0,7000 0,6840 0,6970 0,7026  1,4052 1,3270
2 44  0,8000 0,7850 0,7950 0,7840 0,8000 10,7928 1,5856 1,5074
2 52 0,8910 0,9180 0,8500 0,8850 0,8720 0,8832 1,7664 1,6882
3 60 0,6640 0,6550 0,6520 0,6200 0,6260 0,6434 1,9302 1,8520

Tabla 11

Densidad éptica a temperatura de 28°C y densidad celular de inéculo de 10°.

Factor de . . DO Sin Sin
dilucion Hora Densidad optica romedio dilucion blanco
p

Blanco 0,0800 0,0810 0,0790 0,0740 0,0680 0,0764 0,0764
0 0,0780 0,0820 0,0790 0,0800 0,0780 0,0794 0,0794 0,0030
40,0840 0,0850 0,0840 0,0830 0,0760 0,0824 0,0824 0,0060
8 0,0940 0,1050 0,0990 0,1020 0,0950 0,0990 0,0990 0,0226
12  0,1680 0,1750 0,1730 0,1710 0,1710 10,1718 0,1718 0,0954
16  0,3310 0,3600 0,3420 0,3510 0,3510 0,3460 0,3460 0,2696
20 0,4890 0,4880 0,4870 0,4720 0,4720 0,4840 0,4840 0,4076
24  0,5940 0,5910 0,5840 0,5830 0,5830 0,5880 0,5880 0,5116
28 0,7140 0,7160 0,7120 0,7000 0,7000 0,7105 0,7105 0,6341
32 0,7970 0,7990 0,7900 0,7810 0,7390 0,7812 0,7812 0,7048
36 0,8550 0,8650 0,8650 0,8430 0,8240 0,8504 0,8504 0,7740
44  0,6470 0,5850 0,5910 0,5940 0,5730 10,5980 1,1960 1,1196
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2 52 0,6300 0,6100 0,6080 0,5730 10,6053 1,2105 1,1341
2 60 0,7110 0,7040 0,6880 0,6830 0,6550 0,6882 1,3764 1,3000
Tabla 12

Densidad éptica a temperatura de 28°C y densidad celular de inéculo de 107.

Fa}cto_r,de Hora Densidad 6ptica DO : .S'r.', Sin

dilucion promedio dilucion blanco
1 Blanco 0,0750 0,0780 0,0810 0,0820 0,0790 0,0790 0,0790
1 0 0,1170 0,1140 0,1260 0,1250 0,1000 0,1164 0,1164 0,0374
1 4  0,2220 0,2160 0,2160 0,2110 0,2030 0,2136 0,2136 0,1346
1 8 0,3620 0,3470 0,3690 0,3560 0,3080 0,3484 0,3484 0,2694
1 12 0,4240 0,4300 0,4230 0,4200 0,4130 0,4220 0,4220 0,3430
1 16  0,4640 0,4860 0,4740 0,4590 0,4430 0,4652 0,4652 0,3862
1 20 0,5370 0,5470 0,5460 0,5320 0,5290 10,5382 0,5382 0,4592
1 24  0,5720 0,5760 0,6040 0,5960 0,5960 0,5870 0,5870 0,5080
1 28 0,6530 0,6720 0,6630 0,6520 0,6520 0,6584 0,6584 0,5794
1 32 0,8700 0,8700 0,8920 0,8930 0,8640 0,8778 0,8778 0,7988
2 36 0,4380 0,4280 0,3620 0,3630 0,3630 0,3978 0,7955 0,7165
2 44 0,5200 0,5270 0,5130 0,5050 0,5050 0,5163 1,0325 0,9535
2 52 0,5870 0,5820 0,5850 0,5870 0,5790 0,5840 1,1680 1,0890
2 60 0,6350 0,6370 0,6350 0,6410 0,6310 0,6358 1,2716 1,1926

Tabla 13

Densidad dptica a temperatura de 28°C y densidad celular de inéculo de 108,

Factor de . . DO Sin Sin
dilucion Hora Densidad optica romedio dilucion blanco
p
1 Blanco 0,0800 0,0810 0,0790 0,0740 0,0680 0,0764 0,0764

0 0,1440 0,1480 0,1540 0,1460 0,1460 0,1480 0,1480 0,0716
4  0,2560 0,2500 0,2530 0,2560 0,2420 0,2514 0,2514 0,1750
8 0,3920 0,3870 0,3770 0,3760 0,3800 10,3824 0,3824 0,3060
12 0,5090 0,5110 0,5100 0,4950 0,4950 0,5063 0,5063 0,4299
16 0,6170 0,6220 0,6140 0,6030 0,6030 0,6140 0,6140 0,5376
20 0,6920 0,6880 0,6840 0,6750 0,6750 0,6848 10,6848 0,6084
24  0,7860 0,7800 0,7770 0,7580 0,7420 0,7686 0,7686 0,6922
28 0,8730 0,8450 0,8440 0,8580 0,8190 0,8478 10,8478 0,7714
32 0,5270 0,5090 0,5380 0,5300 0,5430 0,5294 1,0588 0,9824

NRP RPRRPRRPRRPRRRERE
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2 36 0,5660 0,5260 0,5590 0,5590 0,5270 0,5474 1,0948 1,0184

2 44  0,5970 0,5750 0,5900 0,5820 0,5470 0,5782 1,1564 1,0800

2 52 0,7310 0,7140 0,7080 0,7090 0,6910 10,7106 1,4212 1,3448

2 60 0,7360 0,7630 0,7770 0,7660 0,7770 10,7638 1,5276 1,4512
Tabla 14

Densidad éptica a temperatura de 30°C y densidad celular de inéculo de 10°.

Factor de . - DO Sin Sin
L Hora Densidad optica o
dilucion promedio dilucion blanco

1 Blanco 0,0730 0,0760 0,0770 0,0740 0,0790 0,0758 0,0758

1 0 0,0740 0,0770 0,0760 0,0750 0,0750 0,0755 0,0755 0,0003
1 40,0800 0,0790 0,0760 0,0790 0,0760 0,0780 0,0780 0,0022
1 8 0,1000 0,1050 0,1110 0,1080 0,0980 0,1044 0,1044 0,0286
1 12 0,2120 0,2120 0,2130 0,2160 0,2050 0,2116 0,2116 0,1358
1 16  0,3560 0,3510 0,3490 0,3650 0,3650 0,3553 0,3553 0,2795
1 20 0,4660 0,4770 0,4680 0,4640 0,4640 10,4688 10,4688 0,3930
1 24  0,5060 0,5170 0,5170 0,5040 0,5040 0,5110 0,5110 0,4352
1 28 0,5660 0,5870 0,5650 0,5680 0,5440 0,5660 0,5660 0,4902
1 32 0,7920 0,8010 0,7840 0,8010 0,7840 10,7924 0,7924 0,7166
2 36 0,3820 0,3570 0,3570 0,3800 0,3590 10,3670 0,7340 0,6582
2 44  0,4620 0,4420 0,4390 0,4130 0,4220 10,4356 0,8712 0,7954
2 52 0,4780 0,4590 0,4550 0,4600 0,4600 0,4630 0,9260 0,8502
2 60 0,4680 0,4650 0,4620 0,4700 0,4450 0,4620 0,9240 0,8482

Tabla 15

Densidad dptica a temperatura de 30°C y densidad celular de inéculo de 107.

Factor de ) - DO Sin Sin
o Hora Densidad optica L
dilucion promedio dilucion blanco
1 Blanco 0,0750 0,0750 0,0760 0,0850 0,0800 0,0782 0,0782
0 0,3140 0,3190 0,3160 0,3060 0,3060 0,3138 0,3138 0,2356
40,4000 0,4020 0,4070 0,3930 0,3930 0,4005 0,4005 0,3223
8 0,6060 0,5860 0,6020 0,6050 0,6050 10,5998 0,5998 0,5216
12 0,7000 0,6650 0,6940 0,6470 0,6430 0,6698 0,6698 0,5916
16  0,7210 0,6820 0,6860 0,6890 0,6840 10,6924 0,6924 0,6142
20 0,7750 0,7670 0,7570 0,7400 0,7210 10,7520 0,7520 0,6738

N
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1 24  0,8840 0,8820 0,8490 0,8220 0,8220 10,8593 10,8593 0,7811
2 28 0,5280 0,5580 0,5530 0,5060 0,5060 0,5363 1,0725 0,9943
2 32 0,5860 0,5860 0,5890 0,5820 0,5890 10,5864 1,1728 1,0946
2 36 0,6060 0,6030 0,6050 0,6060 0,6190 0,6078 11,2156 1,1374
2 44  0,7800 0,7790 0,7600 0,7630 0,7630 0,7705 1,5410 1,4628
2 52 0,8160 0,8190 0,8240 0,8100 0,8090 10,8156 1,6312 1,5530
3 60 0,5940 0,6180 0,6110 0,6330 0,5980 0,6108 11,8324 1,7542
Tabla 16

Densidad éptica a temperatura de 30°C y densidad celular de inéculo de 108.

Factor de : - DO Sin Sin
L Hora Densidad optica e
dilucion promedio dilucion blanco
1 Blanco 0,0750 0,0750 0,0760 0,0850 0,0800 0,0782 0,0782
1 0 0,4370 0,4290 0,4200 0,4060 0,3730 0,4130 0,4130 0,3348
1 4 05210 0,5350 0,5080 0,5180 0,4850 0,5134 0,5134 0,4352
1 8 0,6160 0,6160 0,6080 0,6190 0,6080 0,6134 0,6134 0,5352
1 12 0,6920 0,6780 0,6840 0,6840 0,6684 0,6813 0,6813 0,6031
1 16  0,7050 0,7240 0,7000 0,6840 0,6840 0,7033 0,7033 0,6251
1 20 0,7950 0,8090 0,8000 0,7960 0,7960 0,8000 0,8000 0,7218
1 24  0,8240 0,8140 0,8290 0,8200 0,8190 10,8212 0,8212 0,7430
1 28 0,8770 0,8810 0,8740 0,8730 0,8630 0,8736 0,8736 0,7954
2 32 0,5610 0,5360 0,5480 0,5320 0,5060 0,5366 1,0732 0,9950
2 36 0,5620 0,5910 0,5860 0,5610 0,5600 0,5720 1,1440 1,0658
2 44 0,7450 0,7900 0,7880 0,7570 0,7370 0,7634 1,5268 1,4486
3 52 0,6020 0,6170 0,6010 0,5930 0,5680 0,5962 1,7886 1,7104
3 60 0,6260 0,6230 0,5860 0,6200 0,6000 0,6110 1,8330 1,7548

Apéndice D. Determinacién de la velocidad de crecimiento.

A los datos de biomasa, se le aplicara el logaritmo neperiano para observar de una
manera mas asertiva la zona exponencial para calcular la velocidad de crecimiento

Tabla 17

Logaritmo neperiano de biomasa. Temperatura: 25°C; Densidad inéculo 10°
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Densidad Biomasa

Hora - “gica ooy -V
0 00088 08724  -0,1365
4 00088 08724  -0,1365
8§ 00210 08901  -0,1164
12 00759 09697  -0,0307

16 0,1884 1,1331 0,1250
20 0,3476 1,3643 0,3106
24 0,4659 1,5359 0,4291
28 0,5344 1,6354 0,4919
32 0,6916 1,8637 0,6226
36 0,6329 1,7784 0,5757
44 0,6956 1,8695 0,6257
52 0,8199 2,0499 0,7178
60 1,0008 2,3126 0,8384

Tabla 18

Logaritmo neperiano de biomasa. Temperatura: 25°C; Densidad inéculo 107

Densidad Biomasa

Hora  “gica ooy SN
0 00124 08776  -0.1305
4 00410 09191  -0,0843

8 0,1446 1,0695 0,0672
12 0,3136 1,3149 0,2738
16 0,3866 1,4209 0,3513
20 0,4641 1,5334 0,4275
24 0,4864 1,5658 0,4484
28 0,5486 1,6561 0,5044
32 0,5646 1,6793 0,5184
36 0,6301 1,7744 0,5735
44 0,7044 1,8823 0,6325
52 0,8084 2,0332 0,7096
60 0,9956 2,3050 0,8351

Tabla 19

Logaritmo neperiano de biomasa. Temperatura: 25°C; Densidad in6culo 10°
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Densidad Biomasa
Hora - “gica ooy -V

02764  1,2609 0,2318
03568  1,3776 0,3204
04588  1,5257 0,4225
12 05570  1,6683 0,5118
16 0,6698  1,8320 0,6054
20 0,7658  1,9714 0,6787
24 08541  2,0995 0,7417
28 1,1170  2,4813 0,9088
32 1,2018  2,6044 0,9572
36 1,3270  2,7861 1,0247
44 1,5074  3,0481 1,1145
52 1,6882  3,3105 1,1971
60 1,8520  3,5483 1,2665

0 &~ O

Tabla 20

Logaritmo neperiano de biomasa. Temperatura: 28°C; Densidad inéculo 10°

Densidad Biomasa

Hora  “ootica ooy SN
0 00030 08640  -0,1462
4 00060 08683  -0,1412
8 00226 08924  -0,1138
12 00954 09980  -0,0020

16 0,2696 1,2510 0,2240
20 0,4076 1,4514 0,3725
24 0,5116 1,6024 0,4715
28 0,6341 1,7802 0,5767
32 0,7048 1,8828 0,6328
36 0,7740 1,9833 0,6848
44 1,1196 2,4850 0,9103
52 1,1341 2,5061 0,9187
60 1,3000 2,7470 1,0105

Tabla 21

Logaritmo neperiano de biomasa. Temperatura: 28°C; Densidad inéculo 107
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Densidad Biomasa
Hora - “gica ooy -V

0,0374 0,9139 -0,0900
0,1346 1,0550 0,0536
0,2694 1,2507 0,2237
12 0,3430 1,3576 0,3057
16 0,3862 1,4203 0,3509
20 0,4592 1,5263 0,4228
24 0,5080 1,5971 0,4682
28 0,5794 1,7008 0,5311
32 0,7988 2,0193 0,7028
36 0,7165 1,8998 0,6418
44 0,9535 2,2439 0,8082
52 1,0890 2,4406 0,8923
60 1,1926 2,5910 0,9521

0 &~ O

Tabla 22

Logaritmo neperiano de biomasa. Temperatura: 28°C; Densidad inéculo 10®

Densidad Biomasa
Hora  “gica ooy SN

0 0,0716 0,9636 -0,0371
4 0,1750 1,1137 0,1077
8 0,3060 1,3039 0,2653
12 0,4299 1,4837 0,3945
16 0,5376 1,6401 0,4948
20 0,6084 1,7428 0,5555
24 0,6922 1,8645 0,6230
28 0,7714 1,9795 0,6829
32 0,9824 2,2859 0,8267
36 1,0184 2,3381 0,8493
44 1,0800 2,4276 0,8869
52 1,3448 2,8120 1,0339
60 1,4512 2,9665 1,0874

Tabla 23

Logaritmo neperiano de biomasa. Temperatura: 30°C; Densidad in6culo 10°
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Densidad Biomasa

Hora - “gica ooy -V
0 00008 08592  -01518
4 00022 08628  -01476
8 00286 09011  -0,1041

12 0,1358  1,0568 0,0552
16 02795  1,2653 0,2353
20 03930  1,4301 0,3577
24 04352 14914 0,3997
28 04902  1,5713 0,4519
32 0,7166  1,9000 0,6418
36 06582  1,8152 0,5962
44 07954  2.0144 0,7003
52 08502  2,0939 0,7390
60 0,8482  2,0910 0,7377

Tabla 24

Logaritmo neperiano de biomasa. Temperatura: 30°C; Densidad in6culo 107

Densidad Biomasa
Hora  “gica ooy SN

0 0,2356 1,2016 0,1836
4 0,3223 1,3275 0,2833
8 0,5216 1,6168 0,4804
12 0,5916 1,7185 0,5414
16 0,6142 1,7513 0,5604
20 0,6738 1,8378 0,6086
24 0,7811 1,9935 0,6899
28 0,9943 2,3031 0,8343
32 1,0946 2,4488 0,8956
36 1,1374 2,5109 0,9206
44 1,4628 2,9833 1,0930
52 1,5530 3,1143 1,1360
60 1,7542 3,4064 1,2256

Tabla 25

Logaritmo neperiano de biomasa. Temperatura: 30°C; Densidad in6culo 10°
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Densidad Biomasa
Hora - “gica ooy -V

0,3348 1,3457 0,2969
0,4352 1,4914 0,3997
0,5352 1,6366 0,4926
12 0,6031 1,7352 0,5511
16 0,6251 1,7671 0,5693
20 0,7218 1,9075 0,6458
24 0,7430 1,9383 0,6618
28 0,7954 2,0144 0,7003
32 0,9950 2,3042 0,8347
36 1,0658 2,4069 0,8784
44 1,4486 2,9627 1,0861
52 1,7104 3,3428 1,2068
60 1,7548 3,4072 1,2259

0 &~ O

Los graficos que se construyeron para estimar la velocidad maxima de crecimiento para
cada uno de los experimentos estan expuestos en la Figura 20, con las ecuaciones respectivas de
cada curva de crecimiento.

Figura 20

Crecimiento microbiano en la fase exponencial de cada experimento.

CALCULO DE MIU CALCULO DE MIU
0,600000 0,500000
0,400000 -0,3907 -0,
R?=0,9814 0,300000 R?=0,9861
) 0,300000 O 25°C; 10E6 % 0,200000 O 25°C; 10E7
~ 0,200000 -~
5 5 0,100000
0,100000 Lineal (25°C; ’ Lineal (25°C;
10E6 10E7
0,000000 ) 0,000000 0 20 40 )
-0,100000 0 20 40 -0,100000 | &
-0,200000 -0,200000

t(h) t(h)
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CALCULO DE MIU CALCULO DE MIU
1,000000 0,700000
0,900000 ] 0,600000
0,800000 y=0,0229x + y =0,0359x
0,700000 0,2315 0,500000 -0,3908
~ 0,600000 R*=0,9913 0,400000 R?=0,981
& 1500000 O 25°C;10E8 = 0300000 I 28°C;10E6
=1 0,400000 = 0200000
0,300000 Lineal (25°C; Lineal (28°C;
0,200000 10E8) 0,100000 10E6)
0,100000 0,000000
0,000000 -0,100000 O 4 20 40
0 20 40
-0,200000
t(h) t(h)
CALCULO DE MIU CALCULO DE MIU
0,700000 0,900000
0,600000 y =0,0222x 0,800000
-0,0503 0,700000 y = 0,0256x
0,400000 '5 R%=0,9875
o 0,500000 o .
S 0,200000 g
= Lineal (28°C ; = 0,300000 Lineal (28°C ;
0,100000 10E7) 0,200000 10E8)
0,000000 0,100000
-0,100000 2040 0,000000
-0,200000 -0,100000 0 2040
t(h) t(h)
CALCULO DE MIU CALCULO DE MIU
0,500000 1,000000
0,900000
0,400000 y=0,0328x ! y=0,0221x+
-0,3353 0,800000 0,1877
0,300000 R?=10,9599 0,700000 R?=0,9942
= 0,600000
% 0,200000 O 30°C; 10E6 ~ 0,500000 O 30°C; 10E7
N’
g 0100000 =1 0,400000
=Y Lineal (30°C ; 0,300000 Lineal (30°C ;
0,000000 10E6) 0,200000 10E7)
0 20 40 0,100000
-0,100000 | @ 0,000000
0 20 40
-0,200000

t(h) t(h)
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CALCULO DE MIU

1,000000
0,900000
0,800000 y=0,0147x +
0,700000 20,3378
= 0,600000 R*=0,9705
= 0500000 O 30°C; 10E8
=~ 0,400000
0,300000 I Lineal (30°C;
0,200000 10E8)
0,100000
0,000000
0 20 40

t (h)

Apéndice E. Modelos cinéticos.

La programacion que se utilizo para determinar pardmetros cinéticos en el software
MATLAB se describe a continuacion.

function dy=EcuacionesBatch(~,xc)
global Um Yxs ms Xmax %Ypx mp; %Las constantes de las ecuaciones
dy=zeros(2,1);

X=xc(1l); S=xc(2);
%u=(Um)*(1-exp(-S/ks)); %Tessier
%u=(Um*S)/(ks+S); %Monod
%u=(Um*S)/((ks*X)+S); %Contois
%u=(Um*(S"2))/((ks*X)+(S5”2)); %Mosser
u=(Um*X*(1-(X/Xmax)))

dy (1)=(u)*X;

dy(2)=-(u/YXxs+ms)*X;

%dy (3)=(Ypx*u+mp)*X;

End

Ademas, la codificacion del sistema solver se encuentra a continuacion.

function fu=objbio(x)
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global Um Yxs ms Xmax;
Um=x(1); Yxs=x(3); ms=x(4); Xmax=x(2);

filename="'Datos.x1lsx"';

sheet=1;

x1Range="'C7:D13";
D=x1lsread(filename, sheet,x1Range);

[t,xc]=oded5( 'EcuacionesBatch',(8:4:32),[1.1067 15.9800]);

Bio=zeros(7,1);
Sus=zeros(7,1);
for i=1:7

Bio(i)=D(i,1);
Sus(i)=D(i,2);
end

DesRB=0;
DesSB=0;

for i=1:7

DesRB=DesRB+100* (abs(D(i,1)-xc(i,1))/D(i,1));
DesSB=DesSB+100* (abs (D(i,2)-xc(i,2))/D(i,2));
end

ERB=(DesRB)/(7);
ESB=(DesSB)/(7);

close all

figure;

subplot(2,2,1);plot(t,Bio, "*r');
xlabel('Tiempo (h)");

ylabel( 'Concentracién de biomasa (g/L)');
text(1,3,[ 'Error=",num2str(ERB)]);

hold on

plot(t,xc(:,1),'r");

subplot(2,2,2);plot(t,Sus, "*b');

hold on

plot(t,xc(:,2),'b");

xlabel('Tiempo (h)');
ylabel('Concentracién de Sustrato (g/L)");
text(1,4,['Error=", num2str(ESB)]);

fu=(ERB+ESB)/2

end



EFECTO DE TEMPERATURA Y DENSIDAD INOCULO EN CRECIMIENTO RHODOTORULA 63
Por otro lado, con el fin de obtener los resultados, se utilizo la siguiente programacion.

clear all
close all
clc

Umo=0.044; kso=4.29; Yxs0=0.1197; mso0=0.000; Xmaxo=2,4436;

UmL=0.01; YXxsL=0.092; msL=-0.001; XmaxL=2;
UmU=5; YxsU=1; msU=0.100; XmaxU=3;

x0=[Umo;kso;Yxso;mso];

A=[1];

B=[1;

Aeg=[];

Beg=[];

1b=[UmL;XmaxL;YxsL;msL];

ub=[UmU; XmaxU;YxsU;msU];
options=optimset('Algorithm', 'interior-point', 'TolFun',le-6, 'MaxIter',1000);

[x,fval]=fmincon('objbio',x0,A,B,Aeq,Beq,lb,ub,[],options);
disp('x');
disp(x);

disp('fval');
disp(fval);



