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OPTIMIZACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DEL AGENTE DE BIOCONTROL Candida sake (CPA-1)

TESIS DOCTORAL

RESULTADOS Y DISCUSIÓN.

1. Pruebas de crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en

diferentes medios de cultivo.

Los medios utilizados en el cultivo de levaduras contienen todos los elementos necesarios para la

síntesis del material celular. En la investigación de laboratorio para la obtención de medios de

cultivo se utilizan productos químicos definidos puros.

Pero a nivel industrial y por motivos económicos, generalmente se utilizan sustratos complejos

poco definidos cuantitativamente.

Las melazas, los caldos de maltosa, el mosto de uvas, la masa de pan, los residuos de líquidos

sulfítados de la industria del papel, y los hidrocarburos, son probablemente los sustratos

comerciales más importantes utilizados actualmente para la producción de levaduras.

El hidrolizado de almidón y el lactosuero de queso pueden ser usados para la producción de etanol.

Los resultados del estudio bibliográfico realizado para seleccionar los productos o subproductos

agroalimentarios más adecuados para el crecimiento de levaduras en base a su composición, bajo

coste y facilidad de adquisición han sido los siguientes:

• Levadura de cerveza.

El extracto de levadura de cerveza utilizado varias veces para la fermentación del mosto maheado

de cebada es el subproducto de la levadura de cerveza, contiene también residuos de lúpulo y otros

aditivos que varían en función del tipo de cerveza, por lo que es un medio complejo y de

composición variable (Adamic, 1977).

Su composición nutritiva es rica en aminoácidos, péptidos, vitaminas solubles en agua y

carbohidratos. El glucógeno y la trealosa de las células de levaduras que contiene el medio se

hidrolizan a glucosa (Crueger y Crueger, 1993).

• Germen de cebada.

El germen de cebada está constituido por tallos, brotes y cascarillas de la cebada germinada, que

son separados de la malta después de la maduración y corresponde al 3 - 5 % del peso de la cebada

(Briggs étal, 1991).

Su calidad nutritiva varía en función del grano: es rica en fuentes de carbono, vitaminas del
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complejo B y E, péptidos, aminoácidos y proteínas como fuente de nitrógeno. Aproximadamente

las tres cuartas partes de la proteína cruda es proteína verdadera, rica en usina, betaína, tiramina y

otros aminoácidos.

Durante la maduración o maheado de la cebada, en los brotes se acumulan altos niveles de factores

de crecimiento, semejantes a los que precisan las levaduras y que son usadas para producir

riboflavina (Briggs et al., 1991).

• Bagazo de cebada.

El bagazo de cebada es un subproducto de la producción de cerveza por la hidrólisis amiloláctica

de los polisacáridos de los granos de cebada durante el malteado (Stanbury et ai, 1995).

Contiene: almidón, dextrinas, maltotetrosa, mahotriosa, maltosa, glucosa, fructosa y sacarosa. Las

levaduras utilizan primero la glucosa de la mezcla de hexosas, luego la fructosa y sacarosa y al

final la maltosa, que les es más difícil metabolizar.

Contiene también nitrógeno amoniacal y a-amino nitrógeno, proteínas, péptidos y aminoácidos

que varían en función de la calidad del grano (Bridson y Brecker, 1987), pero no es suficiente para

el crecimiento y fermentación de algunas levaduras.

Es rico en vitaminas como biotina, ácido pantoténico, inositol, riboflavina, tiamina, piridoxina,

ácido nicotínico, así como en minerales necesarios para el crecimiento de levaduras (Briggs et al.,

1991).

• Concentrado de zumo de manzana.

El concentrado de zumo de manzana, no es utilizado para la producción de levaduras, pero al ser la

manzana el fruto de donde fue aislado el microorganismo objeto del presente trabajo, se incluye

como medio para su producción.

Se obtiene a partir de la evaporación del zumo de manzana pasteurizado y despectinizado con

evaporadores al vacío. Es rico en ácido málico que corresponde al 0,5 % del contenido total del

zumo y en ácido galacturónico que se produce por la ruptura de las pectínas.

La vitamina C, o ácido ascórbico, se degrada durante su proceso de fabricación al ser sometido a

elevadas temperaturas.

Los azúcares presentes son: la fructosa, glucosa, sacarosa y xilosa. Es predominante la fructosa

que corresponde a las 2/3 partes del total de azúcares (Varnam y Sutherland, 1994).
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• Lactosuero

En el caso del lactosuero, se puede utilizar directamente como sustrato de desarrollo de cepas de

Saccharomyces spp. metabolizando la lactosa. Generalmente después de ser hidrolizado a glucosa

y galactosa, o bien convertido a ácido láctico (Madrid, 1981; Reed y Nagodawithana, 1991), sirve

de medio de cultivo para la producción de Saccharomyces spp. (Spreer, 1991).

La lactosa del lactosuero, como fuente de carbono y energía, se utiliza también para la producción

de Kluyveromyces lactis y Candida pseudotropicalis (Castillo, 1990), que son levaduras que

contienen enzimas que la degradan.

Según el tipo de lactosuero obtenido de la producción de quesos, y en función de los

requerimientos nutricionales de las levaduras, muchos deben ser suplementados con fuentes de

nitrógeno como sales de amonio (Spreer, 1991), fósforo que está presente en suficientes cantidades

(Castillo et al., 1979), trazas de compuestos inorgánicos que están en concentraciones adecuadas, y

vitaminas que son insuficientes y se deben suplementar (Meyrath y Bayer, 1979) en función de los

requerimientos nutricionales de la levadura.

• Melazas de caña de azúcar y de remolacha azucarera.

Las melazas de caña de azúcar y remolacha azucarera son ampliamente utilizadas para la

producción de levaduras de panificación (Spencer y Spencer, 1997) y es una de las fuentes de

carbohidratos más barata.

La melaza de caña de azúcar difiere en su composición y eficiencia en función de las técnicas

empleadas para la refinación y extracción del azúcar del jugo de caña y de la materia prima usada

para la producción de azúcar (Reed y Nagodawithana, 1991).

Contienen muchas impurezas, como sólidos suspendidos, coloides, nitritos, nitratos, fungicidas

(Beudeker et al, 1989), por lo que según su utilización necesitan en ocasiones una purificación o

una extracción (Stanbury et al, 1995). Hay también variaciones en la calidad de las melazas,

dependiendo de la localidad, las condiciones climáticas y el proceso de producción.

La principal fuente de carbono y energía presente en las melazas es la sacarosa (Beudeker et al,

1989). Melazas de caña de azúcar y remolacha azucarera contienen aproximadamente un 50 % de

azúcares residuales, existiendo a la vez azúcares invertidos en la melaza de caña de azúcar.

Las dos melazas contienen varios tipos de componentes nitrogenados: aminoácidos, purinas y

pirimidinas y componentes no metabolizables como betaína en la melaza de remolacha azucarera y

5-metil-citosina en la melaza de caña de azúcar.

El total de nitrógeno contenido en la melaza de remolacha azucarera es del 0,2 al 2,5 % mientras
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que en melaza de caña de azúcar es del 0,4 al 1,4 % (Spencer y Spencer, 1997). Estos porcentajes

no son suficientes para la producción de levaduras.

Los niveles de biotina son 120 mg/100 g en melaza de caña de azúcar y de 5,3 mg/100 g en melaza

de remolacha azucarera. Se puede complementar la deficiencia utilizando una mezcla de las dos

melazas(Beudekereío/., 1989; Imrie, 1969; Reed y Nagodawithana, 1991).

El pantotenato de calcio contenido en la melaza de caña de azúcar es de 50 - 100 ppm y en melaza

de remolacha azucarera es de 54 ppm

La nicotinamida, la riboflavina y la tiamina se encuentran en suficiente cantidad, pero en ocasiones

son adicionadas al medio (Beudeker et al, 1989), la piridoxina y el ácido fólico están presentes en

ambas melazas.

El incremento de minerales en melaza de remolacha azucarera es de cerca del 10 % respecto a la

melaza de caña de azúcar, de los cuales el 80 % corresponden a compuestos de potasio y carbonato

de sodio (Spencer y Spencer, 1997).

La composición aproximada de minerales de las melazas dependen del tipo de suelo y de la

composición de los fertilizantes utilizados.

El precio de la melaza de caña de azúcar, a pesar de ser un producto importado de América, es

competitivo con el de la melaza de remolacha azucarera.

Además de las melazas convencionales, el residuo de la sacarificación del almidón que se acumula

después de la cristalización de la glucosa es también utilizado como sustrato de fermentación

(Crueger y Crueger, 1993).

1.1. Prueba preliminar en medio NYDB a diferentes pH.

Los estudios de la cepa C. sake (CPA-1) se han realizado con el medio de referencia NYDB. Este

medio que tiene en su composición todos los nutrientes necesarios para su crecimiento

(Janisiewicz et al, 1992; Usall, 1995; Teixidó, 1997). Así pues, las pruebas de crecimiento en los

diferentes medios se comparan con este medio, que sirve de referencia.

Con el objetivo de obtener los mejores resultados de crecimiento es necesario determinar entre

otros parámetros el intervalo de pH dentro del cual crece la cepa C. sake (CPA-1). Tomando como

referencia los resultados obtenidos por Teixidó (1997; 1998a), en que el pH ideal para el

crecimiento del antagonista en medio NYDB es de 5, se realiza una prueba preliminar en este

medio a diferentes pH. modificados con ácido clorhídrico e hidróxido de sodio, en función del pH

deseado, siguiendo la metodología explicada en el apartado 7.1 del capítulo de Material y

Métodos, siguiendo la metodología de crecimiento explicada en el apartado 14.2 del capítulo de

materiales y métodos, a la temperatura considerada por Usall (1995) como la óptima de
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crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en medio NYDB.

Tabla 22: Influencia del pH en el crecimiento de ia cepa C sake (CPA-1) en medio NYDB.

pH INICIAL

3,0

4,0

5,0

6,0

7,0

8,0

9,0

10,0

pH FINAL

2,8

4,4

5,5

5,8

6,2

6,4

7,9

8,0

CRECIMIENTO (a)

2.4E+08

4,4E+08

4,1E+08

3.7E+08

4.0E+08

2,8E+08

6,5E+06

6.1E+04

(a): expresado en ufc/ml

Según los resultados obtenidos en la Tabla 22 se puede observar que en el rango de pH de 4 a 8 se

obtienen los mejores valores de crecimiento con una concentración alrededor de 3,6.10* ufc/ml. A

pH 3 el antagonista presenta un crecimiento más bajo (2,4.10* ufc/ml), produciéndose un notorio

descenso a partir de pH 9 (6,5.106 ufc/ml).

A partir de estos resultados se considera oportuno que todas las pruebas de crecimiento del

antagonista se realicen en los diferentes medios de cultivo en un intervalo de pH entre 4 y 8.

1.2. Crecimiento en levadura de cerveza.

Todos los crecimientos y siembras en los diferentes medios simples se realizan siguiendo la

metodología del apartado 14.2 del capítulo de Materiales y Métodos, tomando como parámetro de

comparación el crecimiento obtenido al mismo tiempo en la misma prueba en medio NYDB, así la

primera prueba es con levadura de cerveza a diferentes concentraciones siguiendo la metodología

del apartado 4.1 del capítulo de Material y Métodos.

Analizando los resultados (Tabla 23), el crecimiento mejora a medida que aumenta la

concentración de la levadura de cerveza en el medio hasta el 40 %, punto en que comienza a

disminuir; al 10% el crecimiento es menor que el obtenido en NYDB. A partir de una

concentración del 40 % lo supera con una relación medio/NYDB igual a 1,02, mientras que a

partir del 60 % disminuye (relación medio/NYDB = 0,72). A partir de esta última concentración
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de levadura de cerveza en el medio comienza a inhibir el crecimiento del antagonista, pudiendo ser

una de las causas el bajo pH del medio de valor 3,9, y que aumenta ligeramente al final del

crecimiento.

Tabla 23: Influencia de la concentración de levadura de cerveza en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN (p/v)

10%

40%

60%

pH INICIAL

4,0

4,2

3,9

pHFINAL

5,6

4,0

4,1

C.NYDB

2,9E+08

2.9E+08

2.9E+08

C.MEDIO

1.8E+08

2,9E+08

2,1E+08

(1)

0,62

1,02

0,72

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio iWDB, expresado en ufc/ml.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

1.3. Crecimiento en bagazo de cebada.

El bagazo de cebada es la segunda materia prima como medio de cultivo donde se realizan pruebas

de crecimiento dada su composición rica en nutrientes (apartado 6.3 del capítulo de Material y

Métodos). No obstante, presenta el inconveniente de ser insoluble en el agua determinando que el

método de preparación sea diferente: se extraen sus componentes nutritivos por infusión o cocción

siguiendo la metodología explicada en el apartado 4.2 del capítulo de Material y Métodos. Se

preparan medios de cultivo a diferentes concentraciones y se somete a crecimiento el antagonista.

Tabla N° 24: Influencia de la concentración del bagazo de cebada en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(p/v)

10% cocción

10% infusión

20% cocción

20% infusión

pH INICIAL

5,5

4,7

4,9

4,7

pH FINAL

6,6

6,2

6,5

6,3

C.NYDB

1.5E+08

1.5E+08

1.5E+08

1,5E+08

C.MEDIO

3,5E+07

3,4E+07

6.8E+07

4,5E+07

(1)

0,23

0,22

0,45

0,30

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/mL

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufc/mL

(i): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

Todas las composiciones ensayadas (Tabla 24) el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) es

inferior al del NYDB, aumentando a medida que la concentración del bagazo en el medio es

mayor. ,-"'\,, ~ --

Así el crecimiento es mayor en el caso del medio al 20 % de bagazo, preparado mediante cocción -v- , x V
p* v. /> r:

2Ò\
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con una relación medio/NYDB igual a 0,45 y el pH del medio una vez crecido el antagonista.

Estableciendo comparaciones de crecimiento según el método de preparación, se observa que

mejora ligeramente en la cocción, por lo que se deduce que al someter el bagazo a un proceso de

ebullición, donde la temperatura es más elevada que la infusión, existe una mayor extracción de

nutrientes.

Otro punto a considerar en este medio de crecimiento es la dificultad de la preparación tanto por

cocción como por infusión, siendo tanto más complicada cuanto mayor sea la concentración del

bagazo de cebada en el medio.

1.4. Crecimiento en germen de cebada.

Al igual que el bagazo de cebada, el germen de cebada es un medio rico en nutrientes (apartado

6.4 del capítulo de Material y Métodos), por ser insoluble en agua se prepara por infusión y

cocción siguiendo la metodología del apartado 4.3 del capítulo de Material y Métodos.

Tabla 25: Influencia de la concentración del germen de cebada en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(p/v)

10% cocción

10% infusión

20% cocción

20% infusión

pH INICIAL

5,3

5,3

5,4

5,3

pH FINAL

6,4

7,6

7,7

7,5

C.NYDB

3.5E+08

3,5E+08

3.5E+08

3,5E+08

C.MEDIO

5,8E+08

6,5E+08

7,5E+08

1.1E+09

(1)

1,7

1,9

2,2

3,1

C.NYDB: crecimiento del antagonist« en medio NYDB, expresado en ule/mi.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en nfc/mL

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

Según los resultados de la Tabla 25, el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) aumenta a medida

que se incrementa la concentración del germen de cebada en el medio, como bien se observa en el

caso del germen de cebada al 20 %por infusión, con una relación medio/NYDB igual a 3,1.

Comparando los resultados obtenidos siguiendo el método de elaboración, hay un mejor

crecimiento en el medio germen de cebada preparado mediante infusión a diferentes

concentraciones, contrariamente a lo sucedido en el medio bagazo de cebada donde había mejor

crecimiento en cocción. Se puede pensar que elevadas temperaturas de ebullición degradan

algunos componentes nutricionales del germen de cebada.

Relacionando este medio con el bagazo de cebada en todas las concentraciones y métodos de

preparación hay un mayor crecimiento en el medio germen de cebada, pero se tiene el
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inconveniente de una elaboración más compleja.

El germen de cebada es muy higroscópico (Briggs et ai, 1991); absorbe grandes cantidades de

agua durante su preparación y para la extracción del líquido se debe prensar, siendo una filtración

complicada, por lo que no se pueden preparar medios con una mayor concentración de germen de

cebada.

Analizando la variación del pH, se observa que su pH inicial es mayor relacionado con los medios

de levadura de cerveza y bagazo de cebada. Inicialmente está akededor de 6 y después de crecido

el antagonista tiene la misma tendencia a aumentar.

1.5. Crecimiento en concentrado de zumo de manzana.

1.5.1. En medio simple de concentrado de zumo de manzana.

Otro medio alternativo es el concentrado de zumo de manzana que se prepara a diferentes

concentraciones. Por tener un pH inferior a 4 se modifica a valores cercanos a 5 con hidróxido de

sodio, según la metodología detallada en el apartado 4.4 del capítulo de Material y Métodos.

Tabla 26: Influencia de la concentración del concentrado de zumo de manzana en el crecimiento de la cepa

COMPOSICIÓN

10 g/1

20 g/1

40 g/1

100 g/1

pH INICIAL

3,8

3,4

3,2

3,6

pH MOD.

5,2

5,2

5,2

5,0

pH FINAL

3,4

3,3

3,2

3,5

C.NYDB

1.2E+08

1.2E+08

1.2E+08

1.2E+08

C.MEDIO

3.5E+07

3.6E+07

9.5E+07

7,3E+07

(1)

0,29

0,30

0,79

0,61

pH MOD.: pH del medio que se modifie* con ona disolución de NaOH.

C.NYDB: crecimiento del antagonist* en medio NYDB, expresado en ufc/mL

C.MEDIO: crecimiento dei antagonista en el medio que se experimenta, expresado en afc/mL

(1): relación entre d crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

El crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) aumenta (Tabla 26) a medida que se incrementa la

concentración del concentrado de zumo de manzana; la composición de 40 g/1 es la que presenta el

mejor crecimiento (relación medio/NYDB =0,79), sin embargo es inferior al del NYDB.

Concentraciones de 100 g/1 de zumo de manzana inhiben al antagonista y comienzan a disminuir

su crecimiento (relación medio/NYDB = 0,61). Se deduce que una de las causas puede ser el pH

bajo del medio, que a pesar de ser modificado con una disolución de hidróxido de sodio para llegar

al pH más adecuado para el antagonista, no mejora el crecimiento.
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Al final el pH tiene una tendencia contraria a la de los medios de levadura de cerveza, bagazo de

cebada y germen de cebada, es decir, disminuye. Puede deducirse que presenta una deficiencia de

fuentes de nitrógeno, ya que son los metobolitos finales resultantes de la oxidación de las fuentes

de carbono del medio mencionado por Ward (1989) (variación del pH), los que modifican el pH a

ácido.

1.5.2. En concentrado de zumo de manzana enriquecido con sulfato de amonio y

fosfato hidrógeno de potasio.

El medio concentrado de zumo de manzana tiene deficiencia de fuentes de nitrógeno y de

minerales en su composición (apartado 6.5 del capítulo de Material y Métodos), que se confirman

con los crecimientos alcanzados que se obtuvieron en los anteriores resultados. Para enriquecer el

medio y mejorar el crecimiento se realizan pruebas en medios suplementarios con sulfato de

amonio como fuente de nitrógeno y fosfato hidrógeno de potasio como fuente de fósforo y potasio,

siguiendo la metodología explicada en el apartado 6.1 del capítulo de Material y Métodos.

Tabla 27: Influencia del enriquecimiento del medio concentrado de zumo de manzana (C.z.m.) con una fuente de

nitrógeno y potasio, en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

C.z.m.20 g/l+(NH4)2SO4 4 g/1

C.z.m.20 g/l+(NH4)2SO44 g/1

+KH2P04.0,8 g/1

pH INICIAL

3,9

3,9

pHFTOAL

4,1

4,0

C.NYDB

1.1E+08

1,1E+08

C.MEDIO

3,5E+07

4,3E+07

(1)

0,34

0,41

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ofc/mL

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): C.Z.HL: concentrado de zumo de manzana.

Analizando la Tabla 27 se observa que a pesar de haber enriquecido el medio, no aumenta el

crecimiento: la relación medio/NYDB (igual a 0,30) obtenida en el medio concentrado de zumo de

manzana 20 g/1 es ligeramente inferior al ratio correspondiente al medio concentrado de zumo de

manzana 20 g/1 con sulfato de amonio 4 g/1 y con fosfato hidrógeno de potasio 0,8 g/1 (igual a

0,34).

En esta experiencia no se modifica el pH por estar cercano a 4. El pH final del medio tiene igual

tendencia que los anteriores medios de levadura de cerveza, bagazo de cebada y germen de cebada,

pero diferente al medio concentrado de zumo de manzana simple. Este cambio en la variación del

pH al final del crecimiento, aunque no varia mucho, es consecuencia de los metabolites
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producidos por las fuentes de nitrógeno incorporadas, se ratifica una vez más que una de las causas

para el bajo crecimiento puede ser el bajo pH inicial del medio.

1.6. Crecimiento en derivados lácteos.

1.6.1. En lactosuero.

Como se explicó en el apartado 4.5 del capítulo de Material y Métodos, inicialmente se filtra el

lactosuero para eliminar las impurezas sólidas y se prepara el medio de cultivo a diferentes

concentraciones. Se observa que al aumentar la concentración de lactosuero en el medio una vez

esterilizado, crece la precipitación de las albúminas y globulinas presentes en el suero. A elevadas

concentraciones (80 %, 100 % de lactosuero), después de 39 h de crecimiento, todo el medio

incluido el microorganismo precipita y se insolubiliza, formándose grumos difíciles de sembrar.

Tabla 28: Influencia de la concentración del lactosuero(L) en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(v/v)

10%

20%

30%

40%

60%

80%

pH INICIAL

6,4

6,3

6,3

6,0

5,9

6,0

pH FINAL

7,6

7,8

7,4

7,6

7,8

7,9

C.NYDB

1.4E+08

1.4E-HJ8

2,OE+08

1.4E+08

2.0E+08

2,OE+08

C.MEDIO

5,8E+06

2,4E+07

3,OE+07

3,4E+07

6.8E+07

3,6E+08

(1)

0,04

0,17

0,15

0,25

0,34

0,15

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/mL

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en uíc/mL

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio qne se esta experimentando.

Se realiza la experiencia en dos pruebas de crecimiento: la primera con medios de lactosuero en

concentraciones al 10, 20 y 40 %, y la segunda con medios al 30, 60 y 80 %. Después de obtener y

resumir los resultados (Tabla 28), se observa que al elevar la concentración de lactosuero en el

medio, el crecimiento es mayor. En lactosuero 60 % se obtiene el mejor crecimiento (relación

medio/NYDB = 0,34), mientras que en lactosuero 80 % disminuye, por lo que comienza a inhibir

el crecimiento del antagonista, a la vez que aumenta la concentración del precipitado insoluble.

Comparado con el NYDB en todas las concentraciones tiene un crecimiento más bajo.

El pH inicial del medio está alrededor de 6 y al igual que el de germen de cebada, es mayor que el

de los otros medios experimentados. Asimismo al final del crecimiento aumenta, de forma análoga
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a los medios: levadura de cerveza, bagazo de cebada y germen de cebada. Se puede considerar que

la variación del pH es debida a los metabolites básicos producidos por la asimilación de la

levadura de las fuentes de nitrógeno presentes en el medio, hecho descrito en el metabolismo de

las levaduras por Reed y Nagodawithana (1991) y por Jennings (1996).

1.6.2. Lactosuero enriquecido con sulfato de amonio y fosfato hidrógeno de potasio.

En base a la bibliografía consultada, el lactosuero es una de las mejores alternativas como medio

de cultivo económico para el crecimiento de microorganismos como: Saccharomyces fragilis

(Madrid, 1981), Kluyveromuces fragilis (Szczodrak et al., 1997). Sin embargo su composición

nutritiva es deficiente en fuentes de carbono adicionales a la lactosa, nitrógeno y potasio, y la cepa

C. sake (CPA-1) no asimila la lactosa (test identificación de levaduras ID 32 C de la casa

BioMérieux S.A., Francia). Estos argumentos podrían ser la causa de los bajos crecimientos

alcanzados en el medio lactosuero simple.

Tomando como referencia los resultados obtenidos por Usall (1995), en donde llega a determinar

los requerimientos nutricionales de nitrógeno y carbono de la cepa C. sake (CPA-1), se procede a

enriquecer el medio simple de lactosuero con los mencionados nutrientes para determinar si

mejoran el crecimiento del antagonista.

Se preparan medios enriquecidos con una fuente de nitrógeno (sulfato de amonio) y una fuente de

fósforo y potasio (fosfato hidrógeno de potasio) según la metodología del apartado 6.2 del capítulo

de Material y Métodos.

Tabla 29: Influencia del enriquecimiento del medio lactosuero(L) con fuentes de nitrógeno y potasio en el

crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

L.10%+(N

L.20%+(N

L.20%+(N

Hj2so42g/n-

Hd2S042g/l

H4)2S042g/l+

KH2P04

pH INICIO

0,4g/l 5,9

6,3

KH2P04 0,4g/l 6,0

pH FINAL C.NYDB

6,5

6,9

7.3

1,4E+08

1,4E+08

1,4E+08

C.MEDIO

4.7E+06

1,4E+07

1.3E+07

(D

0,03

0,10

0,10

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, »presado en ufc/mL

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi.

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): L.: lactosuero.

Al enriquecer el medio con una fuente de nitrógeno o fuentes de nitrógeno y potasio, se observa

que no mejora el crecimiento del antagonista, sino que disminuye ligeramente. El medio

enriquecido con sulfato de amonio 2 g/1 y fosfato de potasio 0,4 g/1 presenta un crecimiento más

bajo (4,7.106 ufc/ml) que el medio simple de lactosuero al 10 % (5.8.106 ufc/ml) (Tabla 29).
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Resultados parecidos se observan en el medio de lactosuero al 20 %, concluyéndose que las

fuentes de nitrógeno, fósforo y potasio utilizadas no han mejorado el crecimiento de la cepa (CPA-

1) de C. sake El pH de los medios no varía en relación al de los medios simples a pesar de la

presencia de una fuente de nitrógeno, y al final del crecimiento aumenta.

El crecimiento del antagonista en los medios de lactosuero es más bajo que en los medios antes

experimentados y que en NYDB.

1.6.3. En lactosuero enriquecido con glucosa como fuente de carbono.

Una vez analizados los resultados de los crecimientos obtenidos en el lactosuero enriquecido con

sulfato de amonio y fosfato hidrógeno de potasio, se constata que el suplemento con fuentes de

sales minerales y de nitrógeno no mejoran el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1). Por

consiguiente, se estudia como segunda alternativa el suplementar el medio con una fuente de

carbono, sabiendo que la cepa C. sake (CPA-1) no asimila la lactosa (test identificación de

levaduras ID 32 C de la casa BioMérieux S.A., Francia) y que este medio es deficiente en otras

fuentes de carbono adicionales a la lactosa.

Se preparan medios de lactosuero enriquecidos con glucosa siguiendo la metodología explicada en

el apartado 6.3 del capítulo de Material y Métodos.

Tabla 30: Influencia del enriquecimiento del lactosuero (L) con glucosa como fuentes de carbono en el

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

L. 40%+ CsHuO« 1%

L. 40%+ CsHnOo 1,5%

L. 40%+ C«H,2O6 2%

L. 60%+ CsHnO« 2%

L. 60%+C6H,2O61%

pH INICIAL

6,0

5,9

6,1

6,0

6,0

pH FINAL

4,6

4,7

4,2

4,6

4,3

C.NYDB

2,40E+08

2,40E+08

2,40E+08

2,40E+08

2,40E+08

C.MEDIO

2.5E+08

2,6E+08

3,3E+08

3.1E+08

4.5E+08

(1)

1,07

1,09

1,38

1,27

1,88

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, »presado en nfc/ml.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufc/mL

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): L.: lactosuero, CcHuO«: glucosa

La Tabla 30 indica que el suplemento del medio lactosuero con glucosa mejora notoriamente el

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1); el medio lactosuero 60 % con glucosa 1 % tiene el mayor

crecimiento con una relación medio/NYDB igual a 1,88, valor superior al correspondiente al

medio lactosuero 60 % simple (igual a 0,34).
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En el medio lactosuero 60 % con glucosa 2 % empieza a disminuir, con relación medio/NYDB

igual a 1,27. Para el medio lactosuero 40 % con glucosa 1 % (relación medio/NYDB = 1,07) el

porcentaje de glucosa es insuficiente, presentando un crecimiento menor que el medio lactosuero

40 % con glucosa 2 % (relación medio/NYDB = 1,38). Por lo tanto, la mejor concentración de

glucosa para un medio de lactosuero al 60 % es 1 % de glucosa, y para el medio lactosuero al 40 %

es 2 % de glucosa.

Este fenómeno puede deberse a que cuando uno de los componentes del medio sobrepasa la

concentración óptima ésta comienza a ser no adecuada para el máximo crecimiento del

microorganismo.

En estos medios se constata además una mayor precipitación de las albúminas y globulinas

presentes en el lactosuero.

Considerando la referencia bibliográfica en la cual se explica que el lactosuero presenta

deficiencias en fuentes de carbono adicionales a la lactosa y según el test ATB 32C por el que la

cepa C. sake (CPA-1) no asimila la lactosa (test identificación de levaduras ID 32 C de la casa

BioMérieux S.A., Francia), concluimos que la suplementación de glucosa como fuente de carbono

mejora el crecimiento. Es decir, el medio necesita una fuente de carbono adicional, que en nuestro

caso corresponde al 1 % de glucosa en el medio de lactosuero al 60 %.

Analizando la variación del pH se observa que al final del crecimiento del antagonista, el pH

disminuye, de un valor aproximado de 6 a 4,3, hecho contrario a lo que sucedía en el medio

lactosuero simple. La explicación podría radicar en la producción de metabolites ácidos por parte

de la levadura, producto de la asimilación de la glucosa.

1.6.4. En derivado láctico.

Se realizan pruebas de crecimiento en un subproducto láctico al que se le asigna el nombre de

"derivado láctico" por ser resultado de la evaporación del lactosuero al vacío. Tiene los mismos

nutrientes que el lactosuero, pero en una mayor concentración y otros adicionales difíciles de

cuantificar, producto del tratamiento a elevadas temperaturas al que es sometido (principalmente

galactosa, glucosa y aminoácidos resultantes de la hidrólisis de la lactosa y las proteínas).

Se preparan medios de cultivo a diferentes concentraciones siguiendo la metodología explicada en

el apartado 4.6 del capítulo de Material y Métodos.

Inicialmente se lleva a cabo una prueba de crecimiento en un medio con una concentración del 40

y 60 %, y en base a los resultados obtenidos se realiza otra prueba de crecimiento en medio con

una concentración del 20 y 80 %.
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El análisis del resumen de los resultados (Tabla 31) permite observar un efecto contrario a lo que

sucedía en el medio de lactosuero, es decir el crecimiento disminuye a medida que aumenta la

concentración de derivado láctico. Así pues, en medio derivado láctico 20 % hay un mejor

crecimiento (relación medio/NYDB = 1,67) que en el medio derivado láctico 80 % donde éste

disminuye notoriamente relación medio/NYDB igual a 0,001.

Tabla 31: Influencia de la concentración del derivado láctico en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN

20%

40%

60%

80%

pH INICIAL

5,6

5,4

5,3

5,5

pHFINAL

7,7

6,2

5,2

5,2

C.NYDB

2.4E+08

3,OE+08

3.0E+08

2,4E+08

C.MEDIO

4.0E+08

3.0E+08

2,9E+07

3,3E+05

(1)

1,67

1,00

0,10

0,001

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, eipresado en ufc/ml.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ofc/mL

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

Al ser el derivado láctico un producto de la concentración del lactosuero, presenta en general un

mejor crecimiento frente al lactosuero. Pero en concentraciones superiores al 20 % disminuye el

crecimiento, pudiendo ser la causa las elevadas concentraciones de lactosa y otros productos. Estos

actúan inhibiendo el crecimiento del antagonista.

El pH del medio después del crecimiento del antagonista aumenta al igual que en los medios

levadura de cerveza, bagazo de cebada, germen de cebada y lactosuero.

1.6.5. En derivado láctico enriquecido con glucosa como fuente de carbono.

Como en el caso del lactosuero, se suplementa el medio de derivado láctico con glucosa como

fuente de carbono (apartado 6.4 del capítulo de Material y Métodos).

Tabla 32: Influencia del enriquecimiento del derivado láctico (D-I) con glucosa como fuente de carbono en el

crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(p/v)(a)

D.I. 40 %+ CoHuO« 1 %

D.I. 40 %+ C6H12O6 1,5 %

D.I. 60%+C6H,2C>62%

pH INICIAL

5.4

5.4

5,3

pH FINAL

5,1

5,1

5,1

C.NYDB

3.0E+08

3.0E+08

3.0E+08

C.MEDIO

2,9E+08

1.2E+08

6,5E+07

(1)

0,97

0.42

0,22

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/mL

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufc/ml.

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): D.L: derivado láctico, C6H,2O«: glucosa.
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Según los resultados (Tabla 32), a diferencia de lo que sucedía con el lactosuero, la

suplementación del derivado láctico con glucosa disminuye el crecimiento de la cepa C. sake

(CPA-1). Se observa un mejor crecimiento en el medio simple respecto al medio suplementado

con glucosa: en el derivado láctico 20 % la relación medio/NYDB es igual a 1,67, mientras que en

derivado láctico 40 % con glucosa 1 % la relación medio/NYDB es igual a 0,97. Asimismo, al

aumentar la concentración de derivado láctico y glucosa comienza a disminuir el crecimiento del

antagonista, como se demuestra en el medio derivado láctico 60 % con glucosa 1,5 % y relación

medio/NYDB igual a 0,42.

Contrariamente a los otros medios de crecimiento, el pH del medio no varía mucho, dándose una

pequeña disminución de 5,4 a 5,1.

En conclusión, el medio de derivado láctico no necesita un suplemento de carbono para mejorar el

crecimiento del microorganismo antagonista, por tener en su composición suficientes fuentes de

carbono y nitrógeno, resultantes de la hidrólisis de la lactosa y de proteínas originadas por el

tratamiento del medio a elevadas temperaturas (Madrid, 1981).

Comparando los medios de lactosuero y derivado láctico enriquecidos con glucosa, se concluye

que se obtienen mejores resultados de crecimiento en el medio de lactosuero con glucosa.

1.7. Crecimiento en melaza de caña de azúcar.

La melaza de caña de azúcar es uno de los medios de crecimiento de microorganismos más

utilizado a nivel industrial por su composición rica y casi completa en nutrientes, sobre todo los

necesarios para el crecimiento de las levaduras (apartado 6.8 del capítulo de Material y Métodos).

Se realizan dos experiencias: primero se preparan medios de cultivo a concentraciones de 5, 10,

20, 200 y 630 g/1 (apartado 4.7 del capítulo de Material y Métodos), en base a los resultados

obtenidos se realiza otra prueba con concentraciones de 30, 40, 50 y 60 g/1 hasta alcanzar la

concentración óptima con el mejor crecimiento.

Según los resultados de la Tabla 33, a medida que se incrementa la concentración de la melaza en

el medio, aumenta el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) hasta una concentración de 50 g/1

que tiene el mejor crecimiento (relación medio/NYDB igual a 2,50). En concentraciones mayores

comienza a reducirse, como en melaza 60 g/1 con una relación medio/NYDB de 2,27 y continúa

reduciéndose hasta que a elevadas concentraciones, del orden de 630 g/1, el crecimiento es muy

bajo. Es decir, concentraciones por encima de 50 g/1 de melaza empiezan a inhibir el crecimiento

del microorganismo.
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Tabla 33: Influencia de la concentración de la melaza de caña de azúcar en el crecimiento de la cepa C sake

(CPA-1>

COMPOSICIÓN

5g/l

10 g/1

20 g/1

30 g/1

40 g/1

50 g/1

60 g/1

200 g/1

630 g/1

pH INICIAL

5,2

5,1

5,0

5,0

4,9

4,9

4,7

4,8

4,7

pH FINAL

5,1

4,9

4,9

4,8

4,6

4,6

4,5

4,5

4,6

C.NYDB

1.7E+08

1JE+08

1JE+08

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

1.7E+08

1,7E+08

C.MEDIO

9,4E+06

2,3E+07

4,5E+07

1.4E+08

2,OE+08

2,7E+08

2,5E+08

1.5E+08

9,9E+05

(1)

0,06

0,14

0,26

1,27

1,82

2,50

2,27

0,88

0,006

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/mL

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufc/mL

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se esta experimentando.

El medio de melaza de caña de azúcar 50 g/1 es uno de los mejores en cuanto al crecimiento

obtenido en medios simples.

En relación al pH, el comportamiento es similar al de los medios concentrado de zumo de

manzana, lactosuero con glucosa, derivado láctico con glucosa: al aumentar la concentración de la

melaza en el medio, éste disminuye, con valores alrededor de 4,9 y algo inferiores al final del

crecimiento del antagonista.

Haciendo un resumen de las pruebas realizadas hasta ahora, el mejor crecimiento de la cepa

C. sake (CPA-1) se obtiene en medio germen de cebada 20 %, pero como se explicó, existe el

inconveniente de la laboriosidad de su preparación y de la necesidad de altas cantidades de germen

de cebada para preparar el medio: 20 g de germen de cebada por cada 100 mi de medio.

El medio de melaza de caña de azúcar es otro de los medios simples con mejor crecimiento de la

cepa C. sake (CPA-1), siendo un medio de fácil preparación y que requiere bajas cantidades: 5 g

de melaza de caña de azúcar por cada 100 mi de medio.
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1.8. Crecimiento en melaza de remolacha azucarera.

La melaza de remolacha azucarera, de composición semejante a la melaza de caña de azúcar, es

otra de las materias primas más usadas como medio de cultivo para el crecimiento de levaduras

(Reed y Nagodawithana, 1991; Beudeker et al., 1989;Imrie, 1969).

De igual modo que en el medio de melaza de caña de azúcar, se preparan medios a diferentes

concentraciones (apartado 4.8 del capítulo de Material y Métodos) para determinar la

concentración límite con mejor crecimiento.

En base a los resultados obtenidos (Tabla 34), se constata que el crecimiento de la cepa C. sake

(CPA-1) aumenta a medida que es mayor la concentración de la melaza de remolacha azucarera,

alcanzándose el mejor crecimiento en el medio 50 g/1 (relación medio/NYDB = 2,05). A partir de

este valor comienza a decrecer, tal y como muestra el medio melaza de remolacha azucarera 100

g/1 con una relación medio/NYDB igual a 0,88.

Tabla 34: influencia de la concentración de la melaza de remolacha azucarera en el crecimiento de la cepa C. sake

(CPA-1).

COMPOSICIÓN

30g/l

40g/l

50g/l

80g/l

100g/l

pH INICIAL

6,7

7,1

7,8

8,0

8,0

pH FINAL

6,5

6,2

5,1

5,5

5,7

C.NYDB.

2,5E+08

2,5E+08

2,5E+08

2,5E+08

2,5E+08

C.MEDIO

3,3E+08

4,2E+08

5,OE+08

2,8E+08

2,2E+08

(1)

1,32

1,68

2,05

1,12

0,88

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufe/mi.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en afc/ml

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

El medio melaza de remolacha azucarera es otro medio simple en el cual se consigue un buen

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

Analizando el pH, antes del crecimiento del antagonista éste aumenta conforme aumenta la

concentración de la melaza en el medio, con valores cercanos a 8; y después del crecimiento

disminuye a valores alrededor de 5,1, como en los medios concentrado de zumo de manzana,

lactosuero con glucosa, derivado láctico con glucosa y melaza de caña de azúcar. Puede deducirse

que el metabolito que determina este cambio es producto de la asimilación de las fuentes de

carbono (Ward, 1989).
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2. Crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en medios

combinados.

Una vez realizadas las pruebas de crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en los diferentes medios

simples y analizada su composición y resultados, se observa que cada uno presenta deficiencias

nutritivas que influyen en el crecimiento. El suplemento mediante la combinación entre medios en

función de sus carencias, mejora su composición y por tanto el crecimiento del microorganismo

antagonista. Por consiguiente, el objetivo de esta segunda parte es realizar pruebas de crecimiento

de la cepa C. sake (CPA-1) en medios simples combinados en distintas concentraciones.

2.1. Medio combinado de bagazo de cebada con otros medios.

Según los resultados del apartado 1.3 de este capítulo se obtienen bajos crecimientos de la cepa

C. sake (CPA-1). Se sabe además, que al aumentar la concentración del bagazo de cebada en el

medio aumenta la dificultad del prensado para extraer el liquido.

Analizando su composición nutritiva, la fuente de carbono se encuentra en forma de polisacáridos

como almidón, dextrinas y maltosa, difíciles de ser asimilados por el microorganismo. Así pues, se

suplementa con levadura de cerveza la carencia de fuentes de carbono y nitrógeno.

Se preparan medios de bagazo de cebada por cocción y con levadura de cerveza, a diferentes

concentraciones (apartado 5.1 del capítulo de Material y Métodos).

Tabla 35: Influencia de la combinación del medio de bagazo de cebada (Re.) con levadura de cerveza (Le.) en el

crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(p/v)(a)

B.c. 10 %+L.c. 5 %

B.c. 20 °/o+L.c. 10 %

pH INICIAL

4,7

4,8

pH FINAL

5,2

5,2

C.NYDB

1.7E+08

2.5E+08

C.MEDIO

7,4E+07

2.7E+08

(1)

0,43

1,07

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/ml.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio qne se experimenta, expresado en ufe/mi.

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): B.c.: bagazo de cebada, b.c.: levadura de cerveza.

A partir de los resultados de la Tabla 35 se observa que el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1)

es mayor cuanto mayo es la concentración de los componentes del medio combinado: el medio de

bagazo de cebada 20 % con levadura de cerveza 10 % (relación medio/NYDB = 1,07) presenta el

doble de crecimiento que el medio simple de bagazo de cebada 20 % (relación medio/NYDB =

0,45).
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En definitiva, la combinación del bagazo de cebada con levadura de cerveza mejora el crecimiento

del antagonista, siendo éste ligeramente superior al del NYDB. A su vez, confirma la aportación

por parte de la levadura de cerveza, rica en nutrientes, de una fuente de carbono fácil de asimilar

por el antagonista.

Analizando la variación del pH, tras el crecimiento del antagonista tiene lugar un aumento del pH

inicial del medio (pasa de valores cercanos a 4,8 a valores cercanos a 5,2), semejante a lo que

sucede en los medios simples de levadura de cerveza, bagazo de cebada, germen de cebada,

lactosuero y derivado láctico.

2.2. Medio de germen de cebada combinado con otros medios simples.

El segundo medio simple que se experimenta en combinación con otros medios simples es el

germen de cebada, en el cual se obtuvieron buenos resultados de crecimiento de la cepa C. sake

(CPA-1). El análisis de la composición nutritiva del medio muestra que es rico en fuentes de

nitrógeno, carbono como azúcares simples y minerales.

Se ve la posibilidad de mejorar aún más el crecimiento en este medio mediante la combinación con

levadura de cerveza que es otro medio rico en nutrientes, preparando medios de germen de cebada

combinados con levadura de cerveza (apartado 5.2 del capitulo de Material y Métodos).

Tabla 36: Influencia de la combinación del medio de germen de cebada (G.c.) con levadura de cerveza (Le.) en el

crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(p/v)(a)

G.c. 10 %+L.c. 10 %

G.c. 20 %+L.c. 10 %

G.c. 10 %+L.c. 40 %

G.c. 20 %+L.c. 40 %

pH INICIAL

4,8

4,3

5,0

4,4

pHFDÍAL

7,1

6,7

5,0

5,1

C.NYDB

2,4E+08

2.4E+08

2,4E+08

2,4E+08

C.MEDIO

5,OE+08

6.9E+08

3.1E+08

2.9E+08

(1)

2,00

2,89

1,30

1,20

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en uíc/mL.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi.

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): G.c.: germen de cebada, L.c.: levadora de cerveza.

Al aumentar la concentración del germen de cebada en el medio combinado que tiene una baja

concentración de levadura de cerveza aumenta el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1)

(Tabla 36). Dicha evolución se da hasta alcanzar una aha concentración de levadura de cerveza en

el medio combinado, por la cual disminuye el crecimiento: en el medio germen de cebada 20 %

con levadura de cerveza 40 % y relación medio/NYDB = 1,2 el crecimiento es menor respecto al
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medio germen de cebada 20 % con levadura de cerveza 10 % y relación medio/NYDB = 2,89. En

consecuencia, ahas concentraciones de levadura de cerveza no son adecuadas para el crecimiento

del microorganismo antagonista.

La comparación entre el medio simple y el medio combinado de germen de cebada pone de

manifiesto un mejor crecimiento en el medio simple de germen de cebada 20 %, con una relación

medio/NYDB igual a 3,1. Se puede concluir que la combinación con otros medios simples no

favorece el crecimiento del antagonista, pudiendo ser una de las causas el exceso de fuentes de

nitrógeno, ya que tanto el germen de cebada como el extracto de levadura de cerveza son ricos en

este componente.

El pH inicial del medio se encuentra alrededor de 4,6, después del crecimiento sigue la tendencia

de los otros medios, es decir, que aumenta hasta valores cercanos a 6,0, ratificándose que se está

metabolizando la fuente de nitrógeno al obtenerse metabolites básicos que aumentan el pH final

(Reed y Nagodawithana, 1991; Jennings, 1996).

2.3. Medio concentrado de zumo de manzana combinado con otros

medios simples.

Teniendo en cuenta el bajo crecimiento obtenido en el medio concentrado zumo de manzana y

dada su deficiencia de compuestos nitrogenados, se combina con dos medios ricos en fuentes de

nitrógeno, como son la levadura de cerveza y el germen de cebada, con el objetivo de obtener un

medio más rico y aumentar la población microbiana.

Tabla 37: Influencia de la combinación del medio concentrado de zumo de manzana (C.z.m) con levadura de

cerveza (Le.) y germen de cebada (G.c.) en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

C

c

c

c
c

COMPOSICIÓN(a)

.z.m. 25g/l+L.c. 5 %

.z.m. 20g/l+L.c. 10 %

.z.m. 40g/l+L.c. 40 %

.z.m. 60g/l+G.c. 10 %

.z.m. 40g/l+G.c. 20 %

pH INICIAL

5,1*

4,0

4,0

4,5

4,5

pH FINAL

6,2

6,3

3,9

4,1

4,9

C.NYDB

2,9E+08

2,9E+08

2,9E+08

3.5E+08

3.5E+08

C.MEDIO

3,OE+08

2,3E+08

2,1E+08

5,OE+08

6.0E+08

(D

1,04

0,79

0,72

1,45

1,72

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/ml.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufc/ml.

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se esta experimentando.

(a): C.z.nv: concentrado de zumo de manzana, C.c.: germen de cebada, L.C.: levadura de cerveza.

(•): el medio concentrado de zumo de manzana 25 g/1 con levadura de cerveza 5 %, tiene un pH de 3,68 y se modifica a 5,14

con disolución de hidróxido de sodio l N (apartado 4.4 del capítulo de Material y Métodos).
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Se realizan dos pruebas: primeramente en medios combinados de concentrado de zumo de

manzana con levadura de cerveza y a continuación en medios combinados de concentrado de

zumo de manzana con germen de cebada preparados siguiendo la metodología de los apartados 5.3

y 5.4 del capítulo de Material y Métodos.

Según la Tabla 37 en el caso de medio combinado de concentrado de zumo de manzana con

levadura de cerveza, al aumentar la concentración de los dos componentes disminuye el

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1): de una relación medio/NYDB igual a 1,04 en el medio

concentrado de zumo de marrana 25 g/1 con levadura de cerveza 5 %, decrece a una relación de

0,72 en el medio concentrado de zumo de manzana 40 g/1 con levadura de cerveza 40 %.

El medio combinado de concentrado de zumo de manzana con germen de cebada presenta mejor

crecimiento que el medio combinado de concentrado de zumo de manzana con levadura de

cerveza. Así se verifica en el medio concentrado de zumo de manzana 40 g/1 con germen de

cebada 20 %, cuya relación medio/NYDB es igual a 1,72.

Comparando los medios compuestos con sus respectivos medios simples, se puede decir que el

medio combinado concentrado de zumo de manzana con germen de cebada suscita un crecimiento

mayor que el medio simple de concentrado zumo de manzana 40 g/1 (relación

medio/NYDB = 0,79), pero menor que el medio simple de germen de cebada 20 % (relación

medio/NYDB = 3,1).

El crecimiento en el medio concentrado de zumo de manzana con levadura de cerveza es menor

frente al del medio simple de levadura de cerveza al 40 % (relación medio/NYDB = 1,02) y casi

igual al del medio simple de concentrado de zumo de manzana (relación medio/NYDB = 0,79).

La mejor combinación de las estudiadas es el concentrado de zumo de manzana con germen de

cebada, el cual favorece el crecimiento del antagonista, pero de magnitud inferior al crecimiento

en germen de cebada simple.

Después las pruebas de crecimiento realizadas en concentrado de zumo de manzana simple

enriquecido con nutrientes y combinado con otros medios, se puede concluir que este medio es

deficiente en los nutrientes necesarios para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1). Por ello, al

suplementario con germen de cebada, rico en fuentes de carbono y nitrógeno, mejora el

crecimiento del microorganismo, pero sin llegar a los niveles de crecimiento obtenidos en otros

medios simples como el germen de cebada y la levadura de cerveza.

El pH al final del crecimiento aumenta.
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2.4. Medio lactosuero combinado con otros medios simples.

Con el fin de suplementar las deficiencias nutritivas de nitrógeno, carbono adicionales a las

deficiencias de lactosa y potasio que presenta el lactosuero, se realizan tres experiencias de

crecimiento en medios combinados: de lactosuero con levadura de cerveza como fuente de

nitrógeno y minerales (apartado 5.5 del capítulo de Material y Métodos), de lactosuero con

concentrado de zumo de manzana como fuente de carbono (apartado 5.6 del capítulo de Material y

Métodos) y de lactosuero con germen de cebada como fuente de nitrógeno y minerales (apartado

5.7 del capítulo de Material y Métodos).

Tabla N" 38: Influencia de la combinación del medio lactosuero (L.) con levadura de cerveza (Le.), concentrado

de zumo de manzana(C.z.m.) y germen de cebada (G.c.) en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

L. 40 %(v/v) +L.C. 20 %(p/v)

L. 40 %(v/v) +L.C. 40 %(p/v)

L. 60 %(v/v) +L.C. 20 %(p/v)

L. 60 %(v/v) +L.C. 40 %(p/v)

L. 40 %(v/v) +C.z.m. 20g/l

L. 30 %(v/v) +C.z.m. 20g/l

L. 60 %(v/v) +C.z.m. 40g/l

L. 20 %(v/v) -KJ.C. 10 %(p/v)

L. 40 %(v/v) +G.C. 20 %<p/v)

pH INICIAL

4,6

4,3

4,7

4,5

4,8

4,5

4,6

5,3

5,5

pH FINAL

5,5

4,7

5,9

5,1

4,4

4,2

4,3

7,7

7,8

C.NYDB

2,87E+08

2,87E+08

2,87E+08

2,87E+08

2,85E+08

2,85E+08

2,85E+08

3,47E+08

3,47E+08

C.MEDIO

3.2E+08

4.4E+08

3,2E+08

4.1E+08

2,1E+08

3,OE+08

1,1E+08

6,5E+08

5,6E+08

(1)

1,10

1,55

1,12

1,43

0,73

1,05

0,39

1,88

1,63

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/mL

C.MEDICh credmfcnto del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): L.: Uctomero, I*c¿ levador« d« cerveza, Czjn.: concentrado de zumo de manzana, G.c.: germen de cebada.

De acuerdo con los resultados (Tabla 38), el medio combinado de lactosuero con germen de

cebada posee el mejor crecimiento, como bien demuestra el medio lactosuero 20 % con germen de

cebada 10 % y relación medio/NYDB igual a 1,88. En cambio, el medio con menor crecimiento es

el combinado de lactosuero con concentrado de zumo de manzana, como se constata con el medio

de lactosuero 60 % con concentrado de zumo de manzana 40 g/1 y relación medio/NYDB igual a

0,39.
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En el medio combinado de lactosuero con levadura de cerveza a diferentes concentraciones, el

mejor crecimiento se obtiene en el medio lactosuero 40 % con levadura de cerveza 40 % y relación

medio/NYDB igual a 1,55. A su vez, se observa que al aumentar la concentración de lactosuero en

dicho medio comienza a disminuir el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

El estudio desde el punto de vista de medios simples y sus respectivos medios combinados, pone

de manifiesto un mejor crecimiento en el medio combinado de lactosuero 20 % con germen de

cebada 10 %, el cual aumenta en un exponente (6,5.10* ufc/ml) con relación al medio simple de

lactosuero al 60 % (6,8.107 ufc/ml). A pesar de ser un buen crecimiento, éste es inferior al

obtenido en medio simple de germen de cebada al 20 % (relación medio/NYDB = 3,1), por lo que

se concluye que el germen de cebada suplementa con fuentes de nitrógeno y carbono al lactosuero.

El combinado de lactosuero con concentrado de zumo de manzana tiene mejor crecimiento en

relación con el medio simple de concentrado de zumo de manzana 40 g/1 (relación medio/NYDB

igual a 0,79). Por lo tanto, el concentrado de zumo de manzana se suplementa con los nutrientes

del lactosuero.

El medio combinado de lactosuero con levadura de cerveza también mejora el crecimiento en

comparación con el medio simple de levadura de cerveza 40 % (relación medio/NYDB igual a

1,02). Por lo que la levadura de cerveza suplementa la deficiencia de fuentes de carbono y

nitrógeno del lactosuero.

Después de todo lo expuesto se puede concluir que la combinación del lactosuero con otros medios

simples mejora su composición nutritiva, siendo la mejor combinación el medio lactosuero con

germen de cebada. El inconveniente es la dificultad de su preparación, pero como alternativa está

el medio combinado de lactosuero con levadura de cerveza que tiene también buenos crecimientos,

mientras que en el medio combinado de lactosuero con concentrado de zumo de manzana los

crecimientos son bajos.

Asimismo se constanta que la deficiencia de fuentes de carbono y de nitrógeno del medio

lactosuero se suplementa con el germen de cebada y la levadura de cerveza.

Todos los medios presentan crecimientos superiores al de NYDB.

La variación del pH sigue la misma tendencia de los medios simples levadura de cerveza, bagazo

de cebada, germen de cebada, lactosuero y derivado láctico: aumenta al final del crecimiento, con

excepción del medio lactosuero con concentrado de zumo de manzana donde el pH final es menor

que el inicial.
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2.5. Medio melaza de caña de azúcar combinado con otros medios

simples.

Uno de los mejores medios simples para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) es la melaza de

caña de azúcar en una concentración 50 g/1.

Con el fin de estudiar la posibilidad de mejorar este crecimiento, se realizan varias experiencias de

medio de melaza de caña de azúcar en combinación con otros medios simples: levadura de

cerveza, bagazo de cebada, germen de cebada, concentrado de zumo de manzana, lactosuero y

derivado láctico a diferentes concentraciones (apartados 5.8, 5.9, 5.10, 5.11, 5.12, 5.13 del capítulo

de Material y Métodos).

Se somete a crecimiento el microorganismo antagonista bajo las mismas condiciones de

temperatura y tiempo que en anteriores experiencias.

Tras examinar el resumen de los resultados (Tabla 39) obtenidos en las diferentes pruebas de

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1), se comparan los mismos con cada uno de los mejores

crecimientos en sus respectivos medios simples, pudiéndose destacar:

• El medio de melaza de caña de azúcar 10 g/1 con levadura de cerveza 10 % tiene mejor

crecimiento (relación medio/NYDB = 1,63) que el medio simple de levadura de cerveza 40 %

(relación medio/NYDB = 1,02), pero menor que el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1

(relación medio/NYDB = 1,82). Como resultado, la combinación de los dos medios influye

ligeramente en el aumento del crecimiento del microorganismo antagonista.

• El medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con bagazo 20 % por cocción muestra un

crecimiento levemente superior (relación medio/NYDB = 0,94) que el medio de bagazo de

cebada 20 % por cocción (relación medio/NYDB = 0,45), pero inferior que el medio de melaza

de caña de azúcar 40 g/1. Por lo tanto, la aportación nutritiva del medio bagazo de cebada con

melaza de caña de azúcar no favorece el crecimiento del antagonista.

• El medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con germen de cebada 20 % presenta un

crecimiento algo inferior (relación medio/NYDB = 2,86) al medio de germen de cebada 20 %

por infusión (relación medio/NYDB = 3,1), pero superior al medio de melaza de caña de azúcar

40 g/1. En este caso, la combinación favorece el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) frente

al medio simple de melaza de caña de azúcar, en tanto que lo desfavorece frente al medio

simple de germen de cebada.

• El medio de melaza de caña de azúcar 20 g/1 con lactosuero 30 % tiene un crecimiento mucho

más alto (relación medio/NYDB = 2,10) que cualquiera de los medios simples de lactosuero

(lactosuero 40 % con relación medio/NYDB = 0,25) y que el medio simple de melaza de caña
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de azúcar 40 g/1. Es otro caso donde la combinación de los dos medios simples mejora

notoriamente las condiciones de crecimiento del antagonista.

Tabla 39: Influencia de la combinación del medio melaza de caña de azúcar (Me.) con levadura de cerveza (Le),

bagazo de cebada (B.c.), germen de cebada (G.c.), concentrado de zumo de manzana (C.m-X lactosuero (L.) y

derivado láctico (D.L) en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

M.c. lOg/1+L.c. 10%(p/v)

M.c. 40 g/l+L.c. 40 %(p/v)

M.c. lOg/1+B.c. 10%(p/v)

M.c. 40 g/l+B.c. 20 %(p/v)

M.c. 10 g/l+G.c. 10 %(p/v)

M.c. 40 g/l+G.c. 20 %(p/v)

M.c. 10 g/l+C.m. 20g/l(p/v)

M.c. 40 g/l+C.m. 40g/l(p/v)

M.c. lOg/l+L. 40%(v/v)

M.c. 20 g/l+L. 30 %(v/v)

M.c. 40 g/l+L. 40 %(v/v)

M.c. 60 g/l+L. 10 %(v/v)

M.c. 60 g/l+L. 40 %(v/v)

M.c. 10 g/l+D.l. 20 %(v/v)

M.c.40g/l+D.1.20%(v/v)

M.c. 10 g/l+D.l. 40 %(v/v)

M.c. 40 g/l+D.l. 40 %(v/v)

pH INICIAL

4,3

4,2

5,5

5,4

5,3

5,2

4,2

4,3

6,0

5,3

5,9

6,3

5,7

5,6

5,4

5,5

5,5

pH FINAL

4,6

4,3

6,3

6,5

6,8

6,3

3,6

3,7

7,4

7,1

6,8

7,3

6,6

6,9

6,3

5,9

5,4

C.NYDB

2.9E+08

2,9E+08

3.5E+08

3,5E+08

3.5E+08

3.5E+08

3.5E+08

3,5E+08

2.9E+08

2,9E+08

2,9E+08

2,9E+08

2,9E+08

2,4E+08

2,4E+08

2,4E+08

2.4E+08

C.MEDIO

4,7E+08

3.0E+08

7.7E+07

3.3E+08

7JE+08

l.OE+09

1.2E+08

4,OE+08

3,3E+08

6.0E+08

3,4E+08

3,5E+08

5.5E+08

2,2E+08

1,8E+08

1.1E+08

1,2E+08

(1)

1,63

1,04

0,22

0,94

2,20

2,86

0,35

1,14

1,13

2,10

1,17

1,21

1,90

0,92

0,75

0,46

0,50

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/mL

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ule/mi.

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): M.C.: melaza de cana de azúcar, L.C.: levadura de cerveza, B.c.: bagazo de cebada, G.c.: germen de cebada,
C.m.: concentrado de zumo de manzana, L.: lactosuero, DJ.: derivado láctico.
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• El medio de melaza de caña de azúcar 40 g/l con concentrado de zumo de manzana 40 g/1

mejora también el crecimiento (relación medio/NYDB = 1,14) comparado con todos los medios

simples de concentrado de zumo de manzana (con 40 g/1 la relación medio/NYDB es 0,79), en

cambio, disminuye respecto al medio simple de melaza de caña de azúcar 40 g/1. Nuevamente,

la combinación de ambos medios mejora el crecimiento del antagonista en relación con el

medio simple concentrado de zumo de manzana.

• El medio de melaza de caña de azúcar 10 g/1 con derivado láctico 20 % ofrece un menor

crecimiento (relación medio/NYDB = 0,92) que el medio simple de derivado láctico 20 %

(relación medio/NYDB = 1,67) y que el medio simple de melaza de caña de azúcar. En

consecuencia, se ratifica una vez más la disminución del crecimiento del antagonista en medios

combinados o suplementados de derivado láctico con glucosa comparado con el medio simple.

De forma generalizada, la variación del pH de los diferentes medios combinados aumenta al final

del crecimiento, con excepción del medio de melaza de caña de azúcar con concentrado de zumo

de manzana donde el pH disminuye, y el medio de melaza de caña de azúcar con derivado láctico

donde existe una mínima modificación del pH.

En conclusión, las mejores combinaciones de medios simples son:

• En primer lugar, el medio de melaza de caña de azúcar con germen de cebada, donde la

deficiencia de fuentes de nitrógeno que tiene la melaza de caña de azúcar se suplementa con el

germen de cebada rico en este nutriente.

• En segundo término, la melaza de caña de azúcar con lactosuero, donde la deficiencia de

fuentes de nitrógeno de la melaza de caña de azúcar y de carbono del lactosuero se suplementan

mutuamente.

Para finalizar, los crecimientos alcanzados en medios combinados son parecidos a los alcanzados

en medios simples con mejor crecimiento, los cuales son: el germen de cebada y la melaza de caña

de azúcar.

3. Mejora del medio de cultivo con mayor crecimiento de la

cepa C sake (CPA-1).

Una vez analizado el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en diferentes medios simples:

• Levadura de cerveza;

• Bagazo de cebada;

• Germen de cebada;
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• Lactosuero;

• Derivado láctico;

• Concentrado de zumo de manzana;

• Melaza de caña de azúcar;

• Melaza de remolacha azucarera;

Y comparando con los crecimientos obtenidos en:

• Combinación de dos medios simples;

• Medios simples suplementados.

Se determina que los mejores crecimientos se consiguen en medios simples, siendo los más

remarcables:

• Germen de cebada preparado por infusión;

• Melaza de caña de azúcar,

• Melaza de remolacha azucarera.

Los medios combinados de dos medios simples presentan crecimientos similares a algunos medios

simples, e incluso inferiores. Desde el punto de vista económico-rentable, la mayor complejidad de

preparación y el elevado precio no justificarían la utilización de medios combinados a nivel

industrial.

El medio de germen de cebada presenta el inconveniente de su proceso de preparación, el cual

requeriría una serie de equipos específicos para realizarlo a nivel industrial. Por esta razón, se

descarta a pesar de tener un buen crecimiento (germen de cebada 20 % por infusión con relación

medio/NYDB igual a 3,1).

Entre las mejores alternativas se halla el medio de melaza de caña de azúcar en el cual se obtienen

muy buenos crecimientos (con 50 g/1 la relación medio/NYDB = 2,5) y el medio de melaza de

remolacha azucarera 50 g/1 que tiene un crecimiento relativamente bueno (relación medio/NYDB

= 2,05).

El objetivo de la siguiente parte experimental es realizar pruebas de suplementación del medio de

melaza de caña de azúcar con varios nutrientes para mejorar el crecimiento del antagonista y lograr

una mayor población microbiana.
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3.1. Incorporación de nutrientes en el medio de melaza de caña de azúcar

para determinar su influencia en el crecimiento del antagonista.

Según Beudeker et al. (1989) y Reed y Nagodawithana, (1991), el medio de melaza de caña de

azúcar presenta deficiencia de fuentes de nitrógeno, potasio y sales minerales necesarias para el

crecimiento de microorganismos; asimismo tiene una composición rica en biotina pero escasa en el

resto de vitaminas que pueden influir en el crecimiento de levaduras.

En base a los buenos crecimientos obtenidos en medios simples de melaza de caña de azúcar en

concentraciones de 30, 40 y 50 g/1, ésta última con los mejores resultados, primeramente se

realizan varias pruebas en estas concentraciones y con diferentes fuentes de nitrógeno.

3.1.1. Enriquecimiento del medio de melaza de caña de azúcar con urea.

La urea es una de las fuentes de nitrógeno empleada para enriquecer el medio de melaza de caña

de azúcar y es recomendada por Beudeker et al. (1989), Creger y Creger (1993) y Reed y

Nagodawithana (1991) por dar buenos resultados, ser barata y de fácil utilización a nivel

industrial.

En una primera experiencia de crecimiento con urea: se preparan medios de melaza en

concentraciones de 30, 40 y 50 g/1 cada una con urea en concentraciones de 1,2, 2,0,

4,0 y 6,0 g/l (apartado 6.5 del capítulo de Material y Métodos).

Analizando los resultados (Tabla 40) los mejores crecimientos se dan en los medios de melaza de

caña de azúcar a concentraciones 30, 40 y 50 g/1 con urea en una concentración de 1,2 g/1. Destaca

el medio de melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1, con una relación medio/NYDB igual a 3,79. Al

aumentar las concentraciones de urea en cada uno de los medios disminuye el crecimiento: así en

el medio de melaza 50 g/1 con urea 6,0 g/1 éste disminuye en dos exponentes, obteniéndose una

relación medio/NYDB igual a 0,01. Se deduce por tanto, que altas concentraciones de urea llegan

a inhibir el crecimiento del antagonista.

Relativo a la concentración de la melaza de caña de azúcar en el medio, a bajas concentraciones de

30 g/1 y diferentes concentraciones de urea, se constatan crecimientos menores que en medios con

mayor concentración de melaza (40 g/1) y diferentes concentraciones de urea. No obstante, a partir

de 50 /I de melaza el crecimiento nuevamente comienza a retraerse, es decir, que la concentración

de ambos componentes puede aumentar hasta alcanzar un umbral de concentración por encima del

cual se inhibe el crecimiento del antagonista.
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Tabla 40: Influencia del enriquecimiento del medio de melaza de caña de azúcar (Me.) con urea (U.) como fuente

de nitrógeno a diferentes concentraciones en el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

M.c. 30 g/l+U. 1,2 g/l(20mM)

M.c. 30 g/l+U. 4,0 g/1

M.c. 30 g/l+U. 6,0 g/1

M.c. 40g/l+U. l,2g/l(20 mM)

M.c. 40 g/l+U. 2 g/1

M.c. 40 g/l+U. 4 g/1

M.c. 40 g/l+U. 6,0 g/1

M.c. 50 g/l+U. 1.2 g/l(20 mM)

M.c. 50 g/l+U. 2 g/1

M.c. 50 g/l+U. 4,0 g/1

M.c. 50 g/l+U. 6,0 g/1

pH INICIAL

4,7

4,8

5,0

4,8

5,0

5,0

4,9

5,6

5,0

5,0

5,0

pH FINAL

5,4

5,3

5,4

5,3

5,7

5,6

5,2

5,0

5,7

5,8

5,4

C.NYDB

1,4E+08

1,4E+08

1.4E+08

1,4E+08

1,4E+08

1.4E+08

1,4E+08

1.4E+08

1,4E+08

1.4E+08

1,4E+08

C.MEDIO

4,3E+08

2,3E+08

2,OE+06

5,3E+08

3.6E+08

2.6E+08

2,3E+06

3.2E+08

3,1E+08

2,1E+08

5.9E+06

(1)

3,05

1,65

0,01

3,79

2,55

1,85

0,02

2,30

2,21

1,50

0,01

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufe/mi.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi.

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): M.C.: melaza de caña de azúcar, U.: orea.

A partir de los resultados anteriores se lleva a cabo otra experiencia con el de medio melaza de

caña de azúcar a iguales concentraciones que las anteriores, pero con urea a concentraciones más

bajas, del orden de 2,0, 1,2,0,6 y 0,3 g/1.

El máximo crecimiento se produce en el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2

g/1, dada la relación medio/NYDB igual a 2,31 (Tabla 41). En el medio de melaza 40 g/l a

concentraciones de urea mayores y menores al valor señalado anteriormente, disminuye el

crecimiento, siendo en menor proporción para concentraciones inferiores (así en el medio de

melaza 40 g/1 con urea 0,6 g/1 la relación medio/NYDB es igual a 1,82).

Referente al medio de melaza de caña de azúcar 30 g/1, el mejor crecimiento se obtiene con urea en

concentración 0,6 g/1 (relación medio/NYDB = 1,79) y en concentraciones de urea mayores y

menores el crecimiento tiene la misma tendencia que en el medio de melaza de caña de azúcar 40

g/1.

En medios con una concentración de 50 g/1 de melaza de caña de azúcar con diferentes

concentraciones de urea, el mejor crecimiento se da en melaza 50 g/1 con urea 2 g/1, cuya relación
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medio/NYDB es igual a 1,88. En las otras concentraciones los valores son menores, con tendencia

similar a la melaza 40 g/1 y melaza 30 g/1, es decir, la concentración de ambos componentes puede

incrementarse hasta alcanzar una concentración por encima de la cual se inhibe el crecimiento del

antagonista.

Tabla 41: Influencia del enriquecimiento del medio de melaza de caña de azúcar (Me.) con urea (U.) a diferentes

concentraciones en el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

M.c.30g/l

M.C.30 g/l+U. 2,0 g/1

M.C.30 g/l+U. 1,2 g/1 (20 mM)

M.C.30 g/l+U. 0,6 g/1

M.C.30 g/l+U. 0,3 g/1

M.C.40 g/1

M.C.40 g/l+U. 2,0 g/1

M.C.40 g/l+U. 1,2 g/1 (20 mM)

M.C.40 g/l+U. 0,6 g/1

M.C.40 g/l+U. 0,3 g/1

M.c.50g/l

M.C.50 g/l+U. 2,0 g/1

M.C.50 g/l+U. 1,2 g/1 (20 mM)

M.C.50 g/l+U. 0,6 g/1

M.C.50 g/l+U. 0,3 g/1

pH INICIAL

5,3

5,3

5,3

5,3.

5,3

5,3

5,3

5,3

5,3

5,3

5,3

5,3

5,3

5,3

5,3

pH FINAL

5,1

6,9

6,7

6,6

5,9

5,0

6,9

6,7

6,2

5,4

4,9

6,9

6,0

5,9

5,3

C.NYDB

3,1E+08

3,1E+08

3,1E+08

3,1E+08

3,1E+08

3,1E+08

3,1E+08

3.1E+08

3,1E+08

3,1E+08

3.1E+08

3,1E+08

3.1E+08

3.1E+08

3,1E+08

C.MEDIO

2,2E+08

3.2E+08

4,2E+08

5,6E+08

5.2E+08

2,8E+08

5.0E+08

6,8E+08

5,7E+08

5,3E+08

3.2E+08

5,9E+08

4,7E+08

5,3E+08

5.5E+08

(1)

0,71

1,03

1,35

1,79

1,67

0,88

1,59

2,31

1,82

1,69

1,04

1,88

1,49

1,69

1,77

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, »presado en nfc/nü.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y el medio que se está experimentando.

(a): M.C.: melaza de cana de azúcar, U.: orea.

De todo lo analizado se puede deducir que altas concentraciones de urea y melazas llegan a inhibir

el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

En las dos experiencias, al final del crecimiento aumenta el pH de los medios de melaza con urea.

Hecho ya constatado en los medios simples de levadura de cerveza, bagazo de cebada, germen de
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cebada, lactosuero, derivado láctico y en los medios combinados, excepto en los medios

combinados con concentrado de zumo de manzana,. Por consiguiente, la variación del pH es

distinta a la de los medios simples de melaza de caña de azúcar, en donde el pH disminuye debido

a los metabolites producidos por la asimilación de la urea (Reed y Nagodawithana, 1991; Jennings

1996).

En conclusión, se verifica que la concentración de 1,2 g/1 de urea es la mejor para el crecimiento

de la cepa C. sake (CPA-1) en el medio de melaza de caña de azúcar en concentración de 40 g/1.

3.1.2. Enriquecimiento del medio de melaza de caña de azúcar con sulfato de amonio.

Una segunda fuente de nitrógeno es el sulfato de amonio, recomendado por Large (1986), Reed y

Nagodawithana (1991), Janisiewicz et al. (1992) y Usall (1995).

Tabla 42: Influencia del enriquecimiento del medio de melaza de caña de azúcar (Me.) con sulfato de amonio y

urea (U.) como fuentes de nitrógeno en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a) pH INICIAL pH FINAL C.NYDB C.MEDIO (1)

M.c.30g/l

M.C.30 g/l+U. 1,2 g/1 (20 mM)

M.C.30 g/l+(NH4)2S04 2,65 g/l(20 mM)

M.C.30 g/l+(NH4)2SO4 4,0 g/1

M.C.40 g/1

M.C.40 g/l+U. 1,2 g/1 (20 mM)

M.C.40 g/l+(NH4)2SO4 2,65 g/l(20 mM)

M.C.40 g/l+ÍNH^SC^ 4,0 g/1.

M.c.50g/l

M.C.50 g/l+U. 1,2 g/1 (20 mM)

M.C.50 g/l+(NH4)2S04 2,65 g/l(20 mM)

M.C.50 g/l+(NH4)2S04 4,0 g/1

4,6

4,6

4,7

4,7

4,6

4,6

4,8

4,6

4,6

4,6

4,8

4,6

4,1

5,3

3,8

3,6

4,3

5,2

3,6

3,8

4,2

5,0

3,9

3,7

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

UE+08

1,4E+08

3,3E+08

3,1E+08

3.0E+08

2.0E+08

3.6E+08

2,9E+08

3.1E+08

2,3E+08

3.5E+08

3,1E+08

3.0E+08

1,27

3,00

2,81

2,72

1,81

3,27

2,64

2,82

2,09

3,18

2,81

2,72

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/mL

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y el medio que se está experimentando.

(a): M.C.: melaza de cana de azúcar, U.: urea.

Se llevan a cabo pruebas de crecimiento con dos concentraciones de sulfato de amonio: 2,65 g/1
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(20 mM), establecida como la mejor para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en medio

NYDB (Usall, 1995) y otra superior de 4,0 g/1, en medios de melaza a concentraciones de 30, 40 y

50 g/1. Posteriormente, se comparan con crecimientos en medios de melaza a las mismas

concentraciones y urea a una concentración de 1,2 g/1, así como con melazas simples a iguales

concentraciones (apartado 6.6 del capítulo de Material y Métodos).

Los resultados de la Tabla 42 revelan que no existe una gran variación en el crecimiento de la cepa

C. sake (CPA-1) al aumentar la concentración de sulfato de amonio. De igual modo, en los medios

de melaza de caña de azúcar en concentraciones de 30, 40 o 50 g/1 con sulfato de amonio 2,65 g/1

(20 mM) el crecimiento es menor que en medios de melaza de caña de azúcar a iguales

concentraciones, pero con urea 1,2 g/1 (20 mM) como fuente de nitrógeno.

El medio donde se obtiene el mejor crecimiento es el medio de melaza 40 g/1 con sulfato de

amonio 4,0 g/1 (relación medio/NYDB = 2,82), con poca diferencia respecto a los medios de

melaza 30 y 50 g/1 con sulfato de amonio a las dos concentraciones experimentadas.

La comparación entre los medios simples a distintas concentraciones de melaza y sus respectivos

medios enriquecidos con sulfato de amonio, pone de manifiesto una mejora del crecimiento en

éstos últimos, aunque sea un poco inferior al obtenido en medios de melaza de caña de azúcar

enriquecidos con urea como fuente de nitrógeno.

El pH al final del crecimiento sufre una disminución, al igual que en los medios simples de

concentrado de zumo de manzana, melaza de caña de azúcar, melaza de remolacha azucarera y

medios combinados con concentrado de zumo de manzana. En cambio, los medios simples de

levadura de cerveza, germen de cebada, bagazo de cebada, lactosuero, derivado láctico y medio de

melaza de caña de azúcar enriquecido con urea se caracterizan por un incremento del pH.

Entre las causas de la variación del pH se encuentran los metabolites ácidos (HSO,»)1" producidos

por la hidrólisis del sulfato de amonio al ser asimilado por la levadura (Reed y Nagodawhitana;

1991).

El análisis global de todos los crecimientos permite concluir que el enriquecimiento del medio de

melaza con urea como fuente de nitrógeno favorece más el crecimiento que con sulfato de amonio.

3.1.3. Enriquecimiento del medio de melaza de caña de azúcar y urea con vitaminas y

sales minerales.

Se estudia la posibilidad de favorecer más el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) mediante la

incorporación de las referidas sustancias, ya indicadas por Usall (1995), quien obtuvo mejoras en

medio NYDB. Las razones de dicho estudio son, por una parte, la constatación de la mejora del

crecimiento del antagonista en medio de melaza de caña de azúcar al enriquecerlo con urea como
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fuente de nitrógeno, siendo la mejor combinación el medio melaza de caña de azúcar 40 g/1 con

urea 1,2 g/1. Y por otra, confirmar referencias bibliográficas (Beudeker et ai, 1989) según las

cuales se expone la deficiencia de nutrientes en la melaza de caña de azúcar de fuentes de

nitrógeno, fosfatos y sales minerales como zinc y magnesio y vitaminas.

Se realizan dos experiencias: en la primera se prepara medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 y

urea 1,2 g/1 enriquecido con biotina o con manganeso y cobre o con biotina, manganeso y cobre

(apartados 6.8, 6.9 y 6.10 del capítulo de Material y Métodos). En la segunda, el medio de melaza

50 g/1 y urea 1,2 g/1 se enriquece con los mismos nutrientes y a las mismas concentraciones

(apartados 6.8, 6.9 y 6. 10 del capítulo de Material y Métodos).

Tabla 43: Influencia del enriquecimiento del medio de melaza de caña de azúcar (Me.) y urea (U.) con vitaminas

(V"*) y minerales en el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

COMPOSICION(a) pH INICIAL pH FINAL C.NYDB C.MEDIO (1)

M.C.40 g/l+U. 1.2 g/1

M.C.40 g/l+U.1,2 g/l+B.20 mg/1

M.C.40 g/l+U. 1,2 g/l+V.**

M.C.40 g/l+U.1,2 g/l+Mn*Cu*

M.C.40 g/l+U. 1,2 /l+B.20mg/l+Mn*Cu*

M.C.50 g/l+U.1,2 g/1 (20 mM)

M.C.50 g/l+U. 1,2 g/l+V.**

M.C.50 g/l+U.1,2 g/l+B.20 mg/1

M.C.50 g/l+U.1,2 g/l+ Mn*Cu*

M.C.50 g/l+U. l,2g/I+B.20mg/l+Mn*Cu*

4,9

4,9

4,8

4,9

4,9

4,7

4,8

4,9

4,8

4,9

5,1

5,0

5,0

5,8

5,7

5,0

5,0

5,1

5,0

5,3

3,7E+08

3,7E+08

3,7E+08

3.7E+08

3,7E+08

2,8E+08

2,8E+08

2.8E+08

2.8E+08

2.8E+08

5,3E+08

4,6E+08

7,OE+08

4,9E+08

4.2E+08

4.0E+08

4,1E+08

4.5E+08

4JE+08

4.1E+08

1,43

1,24

1,89

1,33

1,14

1,40

1,46

1,58

1,65

1,45

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufe/mi.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufc/mL

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a): Me.: melaza de cana de azúcar, U.: urea, V**: vitaminas: Biotina 20 mg/1, Piridoiina 400 mg/1, B.: biotina.

í-HjO 303 mg/1, CnSO*5H2O 40 mg/L

Los resultados de las dos pruebas (Tabla 43) reflejan que el enriquecimiento del medio de melaza

40 g/1 con los diferentes nutrientes no mejora el crecimiento, sino al contrario, lo disminuye

ligeramente, con excepción del medio de melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1 y vitaminas (relación

medio/NYDB = 1,89), que tiene mejor crecimiento que el medio de melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1
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(relación medio/NYDB = 1,43). Sin embargo, en el medio de melaza 50 g/1 con urea 1,2 g/1 al

enriquecer el medio con los diferentes nutrientes antes mencionados se favorece el crecimiento.

El crecimiento en medios enriquecidos con biotina, con manganeso-cobre y con biotina-

manganeso-cobre, es menor en el medio compuesto por biotina y ambas sales. Es decir, en este

caso el exceso de biotina puede tener un efecto inhibitorio sobre el antagonista. Dicha inhibición

se confirma nuevamente en los medios de melaza 40 g/1 con urea y biotina, cuyos crecimientos son

inferiores (relación medio/NYDB = 1,24) a los desarrollados en medios de melaza con urea,

mientras que el crecimiento en medio de melaza 50 g/1 con urea y biotina no se ve muy favorecido

(relación medio/NYDB = 1,58).

La exposición anterior permite concluir que la melaza de caña de azúcar contiene en su

composición la cantidad suficiente de biotina para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1), ya

que al enriquecerla con esta vitamina su concentración puede llegar a ser tan aha que inhiba el

crecimiento del microorganismo antagonista (Stanbury et al., 1995).

La variación del pH al final del crecimiento aumenta como en los medios de melaza de caña de

azúcar enriquecidos con urea.

3.1.4. Enriquecimiento del medio de melaza de caña de azúcar con urea y fosfato

hidrógeno de potasio.

Dado que no se obtuvieron considerables mejoras en el crecimiento en medios de melaza de caña

de azúcar enriquecidos con vitaminas, manganeso y cobre, se establece la alternativa de enriquecer

el medio con fuentes de fósforo y potasio, que son elementos también deficientes en la melaza de

caña de azúcar (Beudeker et al, 1989). Así pues, se preparan medios de melaza 40 g/1 con urea 1,2

g/1 enriquecidos con fosfato hidrógeno de potasio (apartado 6.11 del capítulo de Material y

Métodos).

Analizando la Tabla 44, se observa que la aportación de fosfato hidrógeno de potasio al medio de

melaza de caña de azúcar 40 g/1 y urea 1,2 g/1 no favorece el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-

1): el medio simple de melaza de caña de azúcar tiene un mejor crecimiento (relación

medio/NYDB = 1,43) que el medio de melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1 y fosfato hidrógeno de

potasio 0,08 g/1 (relación medio/NYDB = 1,02).

El pH al final del crecimiento aumenta, de igual modo que en el medio de melaza de caña de

azúcar con urea.
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Tabla 44: Influencia del enriquecimiento del medio de melaza de caña de azúcar (M.C.) con urea (U.) y fosfato

hidrógeno de potasio en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

M.c

M.c

,40

40

M.C.40

g/l+U.1,2

g/l+U.1,2

g/l+U.1,2

g/1

g/l+KH2P04 0,04 g/1

g/l+KH2PO4 0,08 g/1

pH INICIAL

4,8

5,4

5,4

pH FINAL

5,4

5,7

6,4

C.NYDB

3.7E+08

3.7E+08

3.7E+08

C.MEDIO

5

3

3

,27E+08

,21E+08

,75E+08

(1)

1,43

0,87

1,02

C.NYDB: crecimiento del antagonista en medio NYDB, expresado en ufc/nü.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufc/mL

(1): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio NYDB y en el medio que se está experimentando.

(a):M.c.: melaza de caña de azúcar, U.: urea.

En conclusión, tras las diversas pruebas de crecimiento realizadas en medios enriquecidos se

comprueba lo establecido bibliográficamente: la melaza de caña de azúcar posee una rica

composición en fuentes de carbono, compuestos de fósforo, potasio, magnesio, calcio, manganeso,

cobre y vitaminas (especialmente biotina), componentes indispensables para el crecimiento de la

cepa C. sake (CPA-1); asimismo, necesita únicamente la suplementación de su deficiencia de

nitrógeno, siendo la mejor fuente la urea.

La concentración ideal de ambos componentes es: melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1.

3.2. Incorporación de nutrientes en el medio de melaza de remolacha

azucarera para determinar su influencia en el crecimiento del

antagonista.

La melaza de remolacha azucarera es un medio rico en nutrientes (apartado 6.8 del capítulo de

Material y Métodos). Contiene básicamente los mismos componentes que la melaza de caña de

azúcar pero en diferentes proporciones (Imrie, 1969), así el nitrógeno se presenta en mayor

porcentaje (1,0 - 2,5) que en la melaza de caña de azúcar (0,4 -1,5) (Spencer y Spencer, 1997).

Para determinar la concentración más óptima de melaza de remolacha azucarera con urea para el

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) se realizan tres experiencias con medios a distintas

concentraciones de melaza de remolacha azucarera con urea (apartado 6.11 del capítulo de

Material y Métodos).

En esta ocasión, la relación de crecimiento no se compara con el crecimiento en NYDB como

hasta ahora se había realizado, sino con el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2

el

Inicialmente se efectúa una prueba de crecimiento en medios de melaza de remolacha azucarera a
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concentraciones de 30, 40 y 50 g/1 cada uno con 0,6, 1,2 y 2,4 g/1 de urea.

Tabla 45: Influencia del enriquecimiento del medio de melaza de remolacha azucarera (Mr.) con urea (U.) como

fuente de nitrógeno en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

M.r. 30 g/l+U. 0,6 g/1

M.r. 40 g/l+U. 0,6 g/1

M.r. 50 g/l+U. 0,6 g/1

M.r. 30 g/l+U. 1,2 g/1

M.r. 40 g/l+U. 1,2 g/1

M.r. 50 g/l+U. 1,2 g/1

M.r. 30 g/l+U. 2,4 g/1

M.r. 40 g/l+U. 2,4 g/1

M.r. 50 g/l+U. 2,4 g/1

pH INICIAL

6,78

6,79

6,85

6,77

6,79

6,84

6,77

6,79

6,83

pH FINAL

6,84

6,01

5,86

7,05

6,54

5,83

6,80

6,13

6,23

C.MELAZA

5,OE+08

5,OE+08

5.0E+08

5,OE+08

5.0E+08

5,OE+08

5.0E+08

5.0E+08

5,OE+08

C.MEDIO

1,8E+08

3.7E+08

4,OE+08

1,8E+08

2,6E+08

2,5E+08

8,5E+07

1,9E+08

2.4E+08

(2)

0,36

0,74

0,80

0,36

0,52

0,50

0,17

0,38

0,48

C.MELAZA: crecimiento del antagonista en medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con orea 1,2 g/L

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ofc/mL

(2): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 y en el
medio que se esta experimentando.

(a): M.r.: melaza de remolacha azucarera. U.: urea.

Una vez elaborada la Tabla 45, se constata el mejor crecimiento en el medio de melaza de

remolacha azucarera 50 g/1 con urea 0,6 g/1, cuya relación medio/medio melaza de caña de azúcar

es 0,80.

De acuerdo con este resultado se lleva a cabo una segunda prueba con melaza de remolacha

azucarera a la concentración óptima de 50 g/1 con concentraciones de urea cercanas a 0,6 g/1, es

decir, 0,25, 0,5, 0,75 y 1,2 g/l. A continuación se experimenta con mayores concentraciones de

melaza de remolacha azucarera, o sea, con 60, 70, 80, 90 y 110 g/1 suplementaria con las mismas

concentraciones de urea antes mencionadas.

El análisis de los resultados (Tabla 46) confirma de nuevo el mejor crecimiento en el medio de

melaza de remolacha azucarera 50 g/1 al ser enriquecido con urea a razón de 0,6 g/1, puesto que en

las otras concentraciones los valores alcanzados son más bajos.

El resto de resultados muestra un mejor crecimiento en el medio de melaza de remolacha azucarera

70 g/1 con urea 1,2 g/1 (relación medio/medio melaza de caña de azúcar = 0,99) respecto al medio

de melaza de remolacha azucarera 50 g/1 con urea 0,6 g/1 (relación medio/medio melaza de caña de
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azúcar = 0,80).

Tabla 46: Influencia del enriquecimiento del medio de melaza de remolacha azucarera (Mr.) con urea (U.) como

fuente de nitrógeno en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

M.r. 50 g/l+U. 0,25 g/1

M.r. 50 g/l+U. 0,50 g/1

M.r. 50 g/l+U. 0,75 g/1

M.r. 50 g/l+U. l,20g/l

M.r. 60 g/l+U. 0,25 g/1

M.r. 60 g/l+U. 0,50 g/1

M.r. 60 g/l+U. 0,75 g/1

M.r. 60 g/l+U. 1,20 g/1

M.r. 70 g/l+U. 0,25 g/1

M.r. 70 g/l+U. 0,50 g/1

M.r. 70 g/l+U. 0,75 g/1

M.r. 70 g/l+U. 1,20 g/1

pH INICIAL

6,9

6,9

6,9

6,9

6,9

6,9

6,9

6,9

7,0

6,9

6,9

6,9

pH FINAL

6,0

5,8

5,8

6,1

5,9

5,8

5,8

5,7

5,8

5,8

5,7

5,8

C.MELAZA

6,8E+08

6,8E+08

6.8E+08

6.8E+08

6.8E+08

6,8E+08

6,8E+08

6,8E+08

6,8E+08

6.8E+08

6.8E+08

6.8E+08

C.MEDIO

3.8E+08

4,1E+08

3.1E+08

3,3E+08

3,9E+08

4,2E+08

3,9E+08

4,4E+08

4,3E+08

4.7E+08

4,4E+08

6.7E+08

(2)

0,56

0,60

0,46

0,49

0,57

0,62

0,57

0,65

0,64

0,69

0,65

0,99

C.MELAZA: crecimiento del antagonista en medio de melaza de cana de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi

(2): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio de melaza de carta de azúcar 40 g/1 con orea 1,2 g/1 y en el
medio que 9« está experimentando.

(a): M.r.: melaza de remolacha azucarera. U.: urea.

Con el fin de determinar si la concentración de 70 g/1 de melaza de remolacha azucarera con 1,2

g/1 de urea es la mejor, se efectúa una tercera experiencia con concentraciones mayores de los dos

componentes.

En base a la Tabla 47, el aumento de la concentración de urea en los medios a diferentes

concentraciones de melaza disminuye el crecimiento, es decir, concentraciones mayores de 1,2 g/1

de urea no son adecuadas para el buen crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

232



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Tabla 47: Influencia del enriquecimiento del medio de melaza de remolacha azucarera (Mr.) con urea (U.) como

fuente de nitrógeno en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN

M.r. 70 g/l+U. 1,2 g/1

M.r. 70 g/l+U. 2,4 g/1

M.r. 70 g/l+U. 3,6 g/1

M.r. 90 g/l+U. 1,2 g/1

Mr. 90 g/l+U. 2,4 g/1

M.r. 90 g/l+U. 3,6 g/1

M.r. 110 g/l+U. 1,2 g/1

M.r. 110 g/l+U. 2,4 g/1

M.r. 110 g/l+U. 3,6 g/1

pH INICIAL

6,9

6,9

7,0

7,0

7,0

7,0

7,0

7,0

7,0

pH FINAL

5,6

6,1

8,1

5,7

5,7

8,1

5,7

5,8

7,5

C.MELAZA

5,9E+08

5,9E+08

5,9E+08

5,9E+08

5.9E+08

5.9E+08

5,9E+08

5,9E+08

5,9E+08

C.MEDIO

5.5E+08

1,7E+08

9.2E+07

5.3E+08

1,3E+08

3,2E+07

2,2E+08

1,3E+08

UE+07

(2)

0,93

0,29

0,16

0,90

0,22

0,05

0,37

0,22

0,02

C.MELAZA: crecimiento del antagonista en medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con orea 14 g/L

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi

(2): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio de melaza de cana de azúcar 40 g/1 con orea 1,2 g/1 y en el
medio que se está experimentando.

(a): M.r.: melaza de remolacha azucarera. U.: urea.

A partir de una concentración de 70 g/1 de melaza de remolacha azucarera con 3,6 g/1 de urea

disminuye el crecimiento (relación medio/medio melaza de caña de azúcar = 0,16). No obstante,

en concentración de 90 g/1 melaza con 1,2 g/1 de urea aumenta de nuevo el crecimiento (relación

medio/medio melaza de caña de azúcar 0,90), y el mismo medio con altas concentraciones de urea

(3,6 g/1) disminuye aún más el crecimiento (relación medio/medio melaza de caña de azúcar 0,05).

Portante, a aftas concentraciones de melaza de remolacha azucarera y valores de urea superiores a

3,6 g/1 se inhibe el crecimiento del microorganismo antagonista.

Por lo que se deduce que el mejor crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) se da en el medio de

melaza de remolacha azucarera 70 g/1 con urea 1,2 g/1, es decir, coincide con la concentración de

urea usada en el medio de melaza de caña de azúcar (a 40 g/1 con urea 1,2 g/1). Cabe señalar que

según referencias bibliográficas la melaza de remolacha azucarera tiene mayor concentración de

fuentes de nitrógeno que la melaza de caña de azúcar (Imrie, 1969; Reed y Nagodawhhana 1991).
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3.3. Crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en medio combinado de

melaza de caña de azúcar con melaza de remolacha azucarera para

determinar su influencia en la mejora del crecimiento.

Hasta aquí se ha determinado que el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 es

el medio enriquecido donde se obtienen los mejores resultados de crecimiento de la cepa C. sake

(CPA-1), y que también se dan buenos crecimientos en el medio de melaza de remolacha

azucarera 70 g/1 con urea 1,2 g/l. A continuación, se estudia la posibilidad de mejorar la

producción del antagonista mediante la combinación de estos dos medios, recomendado

bibliográficamente (Imrie, 1969; Beudeker et al., 1989; Reed y Nagodawrthana, 1991).

Se realizan pruebas de crecimiento en medio combinado de melaza de caña de azúcar con melaza

de remolacha azucarera en diferentes proporciones y urea (apartado 6.14 del capítulo de Material y

Métodos).

Tabla 48: Influencia del enriquecimiento del medio combinado de melaza de caña de azúcar (Me) con melaza de

remolacha azucarera (Mr.) a diferentes concentraciones, enriquecido con urea (U.) como fuente de nitrógeno en

el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN(a)

M.r. 40 g/l+U. 1,2 g/1.

M.c. 20g/l+ M.r. 20 g/l+U. 1,2 g/1.

M.c. 10g/l+ M.r. 30 g/l+U. 1,2 g/1.

M.c.30g/l+M.r. 10g/l+U.l,2g/l.

pH INICIAL

7,1

5,9

6,2

5,6

pH FINAL

7,4

6,2

6,1

5,6

C.MELAZA

7.4E+08

7,4E+08

7,4E+08

7.4E+08

C. MEDIO

3,6E+08

7.5E+08

5,6E+08

6,2E+08

(2)

0,49

1,01

0,76

0,84

C.MELAZA: crecimiento del antagonista en medio de melaza de cana de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/L

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi

(2): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio melaza de cana de azocar 40 g/1 con orea 1J. g/1 y en el medio
que se está experimentando.

(a): M.C.: melaza de cana de azúcar, M.r.: melaza de remolacha azucarera. U.: urea.

El mejor resultado (Tabla 48) se produce en el medio de melaza de caña de azúcar 20 g/1 con

melaza de remolacha azucarera 20 g/1 y urea 1,2 g/1 (relación medio/medio melaza de caña de

azúcar = 1,01); de valor ligeramente superior al crecimiento en medio de melaza de caña de azúcar

40 g/1 con urea 1,2 g/1 y notoriamente mas alto que en el medio de melaza de remolacha azucarera

40 g/1 con urea 1,2 g/1 (relación medio/medio melaza de caña de azúcar = 0,49). Se concluye pues,

que la mezcla de ambos medios en la misma proporción da un medio nutritivo con mejor

crecimiento del antagonista e igual al obtenido en el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con

urea 1,2 g/1, confirmándose las referencias bibliográficas antes citadas.
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4. Determinación de las mejores condiciones de crecimiento de

la cepa C. sake (CPA-1).

4.1. Determinación del mejor rango de pH.

El objetivo de esta parte experimental es determinar la influencia del pH en el crecimiento de la

cepa C. sake (CPA-1) en diferentes medios y analizar la influencia de la modificación del pH con

ácidos/bases o disoluciones tamponantes en el crecimiento del antagonista.

Según referencias bibliográficas (Mossel e Ingram, 1955; Bridson y Brecker, 1987), las

disoluciones tamponantes en el medio de crecimiento evitan los cambios bruscos de pH resultantes

de la producción de metabolites tóxicos por parte de los microorganismos durante su crecimiento,

el cual se ve inhibido.

Se realizan pruebas en medios modificados con diferentes complejos tamponantes recomendados

por Dawson et ai, (1989), Meynell y Meynell (1965) y Smett et al. (1982).

4.1.1. Modificación del pH en medio mínimo salino.

Como punto de partida se estudia la influencia del pH en el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-

1) en un medio que contiene los componentes mínimos necesarios para su crecimiento y en el cual

se ha modificado el pH original: con ácido clorhídrico y hidróxido de sodio en una primera parte; y

con una disolución tampón de ácido cítrico 0,1 M/fosfato hidrógeno de sodio 0,2 M en una

segunda parte. A su vez se analiza si la disolución tampón disminuye o no la variación del pH al

final del crecimiento. Para lo cual se prepara el medio mínimo salino utilizado por Usall (1995) y

recomendado por Bamett et al. (1990) y Janisiewicz y Bors (1992) (apartado 7.2 del capítulo de

Material y Métodos).

Los resultados detallados en la Tabla 49 ponen de relieve que existe una diferencia significativa en

el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) si los pH más adecuados se han modificado con ácido

clorhídrico e hidróxido de sodio o con disolución tampón ácido cítrico/fosfato hidrógeno de sodio,

dándose el mejor crecimiento a pH 8 y a pH 4, respectivamente.

Cuando el medio mínimo tiene su pH modificado con ácido clorhídrico e hidróxido de sodio el

crecimiento es menor (pH 8 con mejor crecimiento igual a 2,04.10* ufc/ml) que el medio modificado

con disolución tampón (pH 4 con mejor crecimiento igual a 4,28.108 ufc/ml). Se observa que a pH 4 el

crecimiento es el doble que a pH 8.

Tabla 49: Influencia de la modificación del pH en medio mínimo salino con ácido clorhídrico, o hidróxido
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de sodio y la disolución tampon ácido cítrico /fosfato hidrógeno de sodio en el crecimiento de la cepa

C. sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN

Medio mínimo HC1

Medio mínimo HC1

Medio mínimo HC1

Medio mínimo NaOH

Medio mínimo NaOH

Medio mínimo NaOH

Medio mínimo NaOH

Medio mínima C6#807£&2HPo4

Medio mínimo CÄO/NajHPO;,

Medio mínimo C6H8O7/Na2HP04

Medio minimo C6H807/Na2HPO4

Medio minimo CoHsOr/^HPCU

Medio minimo C6H807/Na2HPO4

Medio mínimo C6Hg07/Na2HPO4

pH TEÓRICO

3

4

5

6

7

8

9

3

4

5

6

7

8

9

pH INICIAL

3,1

4,0

5,1

6,0

7,0

8,0

9,1

3,1

4,0

5,1

6,0

7,0

7,8

8,9

pH FINAL

2,7

3,4

4,0

4,9

5,8

6,4

8,7

2,9

3,7

4,6

5,5

6,6

7,6

8,7

CRECIMIENTO

5,90E+07

5,25E+07

5,60E+07

6.45E+07

1,54E-K)8

2.04E+08

3,20E+05

1,11E-H)8

4,28E+08

3,69E+08

3.34E+08

2,78E+08

2,40E+07

1.09E+06

: ácido cítrico.

En el medio modificado con disolución tampón los mejores resultados se obtienen a pH ácido 4,

mientras que en pH básico a partir de 8 disminuye el crecimiento (2,40. 107 ufe/mi).

En el medio modificado con ácido clorhídrico e hidróxido de sodio la tendencia es contraria, es

decir que mejora a partir de pH 7 (1,54.10* ufc/ml) obteniéndose el mejor crecimiento a pH 8.

Además, se observa que a pH 3 en los medios modificados de cualquiera de las dos maneras el

crecimiento es bajo, al igual que a pH 9 donde disminuye notoriamente.

En resumen, en el medio mínimo salino con pH modificado mediante una disolución tampón ácido

cítrico/fosfato hidrógeno de sodio, la cepa C. sake (CPA-1) tiene el mejor crecimiento en el rango

de pH entre 4 y 7, siendo el óptimo el pH 4. La variación del pH al final del crecimiento es menor

que en los medios modificados con ácido clorhídrico o hidróxido de sodio.
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4.1.2. Modificación del pH en medio NYDB.

Para confirmar los resultados obtenidos en medio mínimo salino, en que su pH fue modificado con

disoluciones tampón ácido cítrico/fosfato hidrógeno de sodio, se realizan pruebas de crecimiento

de la cepa C. sake (CPA-1) en medio NYDB modificado a diferentes pH con la misma disolución

tampón.

Se prepara el medio NYDB modificado a pH 3, 5, 7 y 8 con la disolución tampón ácido cítrico

0,1 M/fosfato hidrógeno de sodio 0,2 M (apartado 7.3 del capítulo de Material y Métodos) y el

antagonista se somete a crecimiento.

Según los resultados de la Tabla 50, el mejor crecimiento se presenta en el medio NYDB a pH 5

(con 1,97.10* ufc/ml), comienza a disminuir a partir de pH 7 (con 8,90.107 ufc/ml) y es bajo a pH 3

(con 1,82.107 ufc/ml).

Tabla 50: Influencia de la modificación del pH del medio NYDB con disolución tampón ácido cítrico/fosfato

hidrógeno de sodio en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

pH TEÓRICO

3

5

7

8

pH INICIAL

3,2

4,9

7,1

7,9

pH FINAL

2,9

4,5

6,8

7,5

CRECIMIENTO

1.82E+07

1,97E+08

8,90E+07

7,25E+07

(a)

(a): expresado en ufc/ml.

Por tanto, se ratifican los resultados obtenidos en medio mínimo salino pH 3 modificado con la

misma disolución tampón, cuyo crecimiento era bajo (1,11.10* ufc/ml).

Con todo lo expuesto anteriormente, se confirma el estudio de Teixidó (1997) y Teixidó et al.

(1998a): el mejor pH para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en medio NYDB modificado

con disolución tampón ácido cítrico/fosfato hidrógeno de sodio es 5.

La variación del pH al final del crecimiento es menor que la que se da en el medio NYDB normal

sin ninguna modificación de su pH, es decir, que la disolución ácido cítrico/fosfato hidrógeno de

sodio ejerce su acción tamponante.

4.1.3. Modificación del pH en medio de melaza de caña de azúcar.

El objetivo de esta parte experimental es determinar el mejor pH óptimo de crecimiento de la cepa
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C. sake (CPA-1) en el mejor medio de crecimiento: melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea

1,2 g/1, modificando su pH con disolución tampón ácido cítrico/fosfato hidrógeno de sodio. En

segundo lugar, se pretende determinar si la modificación del pH con esta disolución mejora el

crecimiento del antagonista.

Se preparan medios de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/l a diferentes pH desde 3

hasta 9 (apartado 7.4 del capítulo de Material y Métodos).

En la Tabla 51 se observa que existe un buen crecimiento en el rango de pH4 (relación

medio/medio melaza de caña de azúcar = 0,66) a pH 8 (relación medio/medio melaza de caña de

azúcar = 0,75), siendo un poco bajo a pH 6 y disminuyendo el crecimiento a pH 9 (relación

medio/medio melaza de caña de azúcar = 0,53). El mejor crecimiento se alcanza a pH 5 (relación

medio/medio melaza de caña de azúcar = 1,08), que es ligeramente superior respecto al medio de

melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 sin modificación de su pH con disolución tampón.

Se puede concluir que el mejor rango de pH para el crecimiento del antagonista en medio de

melaza de caña de azúcar con urea modificado con disolución tampón ácido cítrico/fosfato

hidrógeno de sodio es de 4 a 8; similar al mejor rango de pH para el crecimiento en medio mínimo

salino, que es de 4 a 7, modificado con la misma disolución tampón.

Tabla 51: Influencia de la modificación del pH del medio de melaza de caña de azúcar con urea, con disolución

tampón ácido cítrico/fosfato hidrógeno de sodio en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

pH TEÓRICO

3

4

5

6

7

8

9

pH INICIAL

3,1

4,0

5,0

5,9

6,9

8,0

9,1

pH FIN AL

3,4

4,5

5,5

6,3

7,3

8,3

9,4

C.MELAZA

3.6E+08

3.6E+08

3.6E+08

3,6E+08

3.6E+08

3,6E+08

3.6E+08

C.MEDIO

1,OE+08

2,4E+08

3.9E+08

1.7E+08

3,2E+08

2,7E+08

1,9E+08

(2)

0,28

0,66

1,08

0,47

0,89

0,75

0,53

C.MELAZA: crecimiento del antagonista en medio de melaza de cana de azúcar 40 g/1 con orea 1,2 g/1, expresado en n/c/ml.

C.MEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que se experimenta, expresado en ufe/mi

(2): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio de melaza de cana de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 y en el
medio que se está experimentando.

La variación del pH al final del crecimiento no es muy amplia, cumpliéndose así el efecto

tamponante de la disolución. Dicho efecto es menos visible en el pH cuyo crecimiento es mayor, y
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puede deberse a la presencia de una mayor cantidad de metabolites producto del crecimiento, los

cuales modifican el pH de forma más acentuada.

4.1.4. Modificación del pH en medio melaza de remolacha azucarera.

Partiendo de los resultados anteriores, se preparan medios de melaza de remolacha azucarera con

pH a 4 y 5 modificado con ácido clorhídrico y con la disolución tampón ácido cítrico/fosfato

hidrógeno de sodio. Estos valores de pH son considerados los mejores para el crecimiento de la

cepa C. sake (CPA-1).

La preparación de los medios se realiza siguiendo la metodología del apartado 7.5 del capítulo de

Material y Métodos.

De igual modo que en el medio de melaza de caña de azúcar, al examinar la Tabla 52 se observa

un mejor crecimiento a pH 5 modificado con disolución tampón ácido cítrico/fosfato hidrógeno de

sodio (relación medio/medio melaza de caña de azúcar = 0,60), valor ligeramente superior al

crecimiento obtenido en medio de melaza de remolacha azucarera 40 g/1/ con urea 1,2 g/1 sin

modificación de su pH (relación medio/medio melaza de caña de azúcar = 0,46).

El crecimiento en medio a pH 5 modificado con ácido clorhídrico (relación medio/medio melaza

de caña de azúcar = 0,53) es algo inferior al obtenido con disolución tampón, es decir, el ácido

clorhídrico afecta ligeramente de forma negativa al crecimiento del antagonista.

Tabla 52: Influencia de la modificación del pH del medio de melaza de remolacha azucarera (Mr.) con urea (U.),

con ácido clorhídrico y disolución tampón ácido cítrico /fosfato hidrógeno de sodio en el crecimiento de la cepa

Cjofar(CPA-l>

COMPOSICIÓN

M.r.U.(Sin modific.pH)

M.r.U. C6H|07/Na2HP04

M.r.U. HC1

M.r.U. C6H807/Na2HP04

M.r.U. HC1

pH TEÓRICO

4

4

5

5

pH INICIAL

7,0

4,0

4,0

5,0

4,9

pHFINAL

6,7

4,2

4,5

5,6

6,2

C.MELAZA

7.0E+08

7,OE+08

7,OE+08

7,OE+08

7.0E+08

CMEDIO (2)

3,2E+08 0,46

2,9E+08 0,41

2,3E+08 0,33

4,2E+08 0,60

3.7E+08 0,53

C.MELAZA: crecimiento del antagonista en medio de melaza de cana de azúcar 40 g/1 con urea U g/i

CMEDIO: crecimiento del antagonista en el medio que s« experimenta, expresado en ufc/mL

(2): relación entre el crecimiento del antagonista en el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con orea U g/1 y en el
medio que se está experimentando.

(a): M.r.U.: medio melaza remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1, CtRtOr. ácido cítrico.
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Al comparar con los resultados de la anterior experiencia, se constata un mejor crecimiento en el

medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 y pH modificado a 5 con disolución

tampon (relación medio/medio melaza de caña de azúcar = 1,08). El umbral alcanzado es

ligeramente superior que en medio de melaza de caña de azúcar con urea a iguales concentraciones

sin modificación de su pH, y que en medio de melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2

g/1 y pH modificado a 5 con disolución tampón (relación medio/medio melaza de caña de azúcar =

0,60).

Considerando las discusiones anteriores, se puede afirmar que el crecimiento de la cepa C. sake

(CPA-1) es mejor a pH 5 en el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1

modificado con disolución tampón ácido cítrico/fosfato hidrógeno de sodio; mientras que también

hay un buen crecimiento en medio de melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/l a pH

5 modificado con la misma disolución tampón.

Como resumen de todas las experiencias de crecimiento en disoluciones a diferentes pH, se

confirma que el mejor crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) tiene lugar a un pH entre 4 y 5 en

los medios: melaza de caña de azúcar, melaza de remolacha azucarera, NYDB y medio mínimo

salino, cuyos pH se han modificado con la misma disolución tampón ácido cítrico/fosfato

hidrógeno de sodio. Además, se confirma la referencia bibliográfica en que la disolución tampón,

según el medio y el crecimiento, reduce con mayor o menor intensidad la variación del pH,

favoreciendo de esta manera un poco el crecimiento del antagonista C. sake (CPA-1).

La afirmación precedente se pone de manifiesto con el crecimiento ligeramente superior en medio

de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/l a pH 5 modificado con tampón ácido

cítrico/fosfato hidrógeno de sodio (relación medio/ medio melaza de caña de azúcar = 1,08) frente

al del medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 sin modificación del pH.

4.1.5. Modificación del pH del medio mínimo salino con diferentes disoluciones

lampones a diferentes pH.

A partir del estudio anterior en medio mínimo salino modificado con disolución tampón ácido

cítrico/fosfato hidrógeno de sodio, se pretende determinar la existencia de otra disolución

tamponante que actúe regulando el pH y favoreciendo el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

Con dicho fin, se preparan medios mínimos con disoluciones tampón: ftalato hidrógeno de

potasio/hidróxido de sodio (Clark y Lubs, 1916), tartrato hidrógeno de potasio (Hhchcock y

Taylor, 1939; Lingane, 1947), fosfato hidrógeno de sodio/fosfato dihidrógeno de potasio (Serensé,

1912), fosfato hidrógeno de sodio con acetato de sodio/hidróxido de sodio (Walpole, 1914), ácido

bórico/cloruro de potasio/hidróxido de sodio (Clark y Lubs, 1916), acetato de sodio/ácido acético

(Walpole, 1914) (apartado 7.6 del capítulo de Material y Métodos).
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Después de someter a crecimiento el antagonista se analizan los resultados (Tabla 53). El mejor

crecimiento se da en el medio mínimo salino modificado con el tampon ftalato hidrógeno de

potasio/hidróxido de sodio (1,25.10s ufc/ml) y en segundo lugar en medio mínimo modificado con

tartrato hidrógeno de potasio (1,13.10* ufc/ml).

Entre los medios modificados a pH 8 con disoluciones tamponantes, el medio tamponado con

acetato de sodio/hidróxido de sodio presenta un bajo crecimiento (2,41.106 ufc/ml), mientras que

en el medio modificado con el complejo tamponante acetato de sodio/ácido acético no existe casi

crecimiento (8,9.104 ufc/ml).

Por consiguiente, en un medio mínimo salino modificado a pH 8 con una disolución tamponante

que contenga como base el hidróxido de sodio no se obtiene un buen crecimiento del antagonista.

Resultado que corrobora la experiencia precedente llevada a cabo en medio mínimo salino

modificado a pH 8 con hidróxido de sodio (apartado 4.1.1 del capitulo de Resultados).

Tabla S3: Influencia de la modificación del pH del medio mínimo salino con diferentes disoluciones tamponantes

en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN pH TEÓRICO

Medio mínimo. CsHjO-tK/NaOH

Medio mínimo C^jOoK

Medio mínimo CH3COONa/CH3COOH

Medio mínimo Na2HPO<i/KH2P04

Medio mínimo Na2HPU4

Medio mínimo CH3COONa/NaOH

4

4

4

7

7

8

pH INICIAL

4,1

4,0

3,9

6,7

6,8

8,0

pH FINAL

4,1

2,5

3,9

3,0

3,0

7,0

CRECIMIENTO (a)

1.25E+08

U3E+08

8,90E+04

1.08E+08

9.85E+07

2,41E+06

(a): expresado en ofc/mL

(b): CtHsOOC: ftalato hidrógeno de potasio, CJIsOJC: tartrato hidrogeno de potado, HjBO,: ácido bórico.

En definitiva, se puede establecer que entre las disoluciones tamponantes que favorecen

ligeramente el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) están los complejos: ftalato hidrógeno de

potasio/hidróxido de sodio, cuya variación del pH al final del crecimiento apenas existe; tartrato

hidrógeno de potasio, que conlleva un cambio del pH; y fosfato hidrógeno de sodio/fosfato

dihidrógeno de potasio, cuya variación del pH es mayor.

241



OPTIMIZACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DEL AGENTE DE BIOCONTROL Candida sake (CPA-1)

TESIS DOCTORAL

4.1.6. Crecimiento de la cepa C sake (CPA-1) en el medio mínimo salino con

diferentes fuentes de carbono que reemplazan a la glucosa y actúan como

reguladores del pH.

Tras la realización de pruebas de crecimiento en medios mínimos salinos con disoluciones

tamponantes se ha determinado que hay mejores crecimientos de la cepa C. sake (CPA-1) en el

complejo tamponante ftalato hidrógeno de potasio/hidróxido de sodio. Seguidamente, se estudia

como influyen los componentes de las disoluciones tamponantes en el crecimiento del antagonista,

al actuar como fuente de carbono y reguladores del pH. Para ello se preparan medios mínimos

salinos: el primero, con glucosa a concentración 0,06 M; el segundo, sin glucosa; en el resto la

glucosa (fuente de carbono) es reemplazada con ácido cítrico 0,02 M, tartrato hidrógeno de potasio

0,3 M y ftalato hidrógeno de potasio 0,1 M, hasta llegar a un pH no inferior a 4 (apartado 7.7 del

capítulo de Material y Métodos).

Tabla 54: Influencia de la modificación del pH del medio mínimo salino con diferentes disoluciones tamponantes

como fuentes de carbono en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN (b)

Medio mínimo sin glucosa

Medio mínimo con glucosa (0,06 M)

Medio mínimo CöHgOy (0,00 2M)

Medio mínimo C^OeK (0,3 M)

Medio mínimo CgH3O4K (0,1 M)

pH TEÓRICO

4

4

4

pH INICIAL

5,89

4,79

4,02

4,01

4,05

pH FINAL

5,93

2,48

4,06

2,47

3,57

CRECIMIENTO (a

5,25E+04

8.60E+07

4,10E+07

U3E+08

1.45E+08

(a): eipresado en ufc/mL

(b): CsHjOOC: ftalato hidrógeno de potasio, C^jOfK: tartrato hidrógeno de potasio, C«H«O,: ácido cítrico.

Una vez examinada la Tabla 54 se comprueba que el ftalato hidrógeno de potasio es una buena

fuente de carbono con un crecimiento de 1,45.10* ufc/ml; la variación del pH es pequeña, es decir,

ejerce un buen efecto tamponante. El tartrato hidrógeno de potasio también da un buen crecimiento

(1,13.10 ufc/ml), pero la variación del pH es amplia. Estos dos crecimientos son superiores a los

obtenidos en el medio mínimo salino con glucosa como fuente de carbono (8,6.107 ufc/ml).

4.1.7. Influencia de disoluciones tamponantes en el crecimiento de la cepa C. sake

(CPA-1) en medio de melazas a diferentes pH.

Las pruebas de crecimiento del antagonista en medio mínimo salino con disoluciones tamponantes,
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estudiadas en el apartado 4.1.5 del presente capítulo de Resultados, permiten seleccionar los

mejores complejos: ácido cítrico/fosfato hidrógeno de sodio, ftalato hidrógeno de

potasio/hidróxido de sodio, fosfato hidrógeno de sodio/fosfato dihidrógeno de potasio y tartrato

hidrógeno de potasio. Así pues, se preparan medios de crecimiento con melaza de caña de azúcar

40 g/1 con urea 1,2 g/1 y melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1 (apartado 7.4 y 7.5

del capítulo de Material y Métodos).

El medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 con la disolución tamponante ftalato

hidrógeno de potasio/hidróxido de sodio da el mejor crecimiento (2,99.10* ufc/ml) (Tabla 55).

Además, posee una pequeña acción tamponante sobre el medio de crecimiento, cuyo pH varía de 7

a 6,4 tras el crecimiento, en tanto que en el medio mínimo salino anteriormente experimentado

ejercía una mayor acción tamponante.

Tabla 55: Influencia de la modificación del pH del medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1

(MeU.) y melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1 (Mr.U.), con disoluciones tamponantes en el

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN

M.c.U. Na2HPOVC6H$O7

M.c.U. C8H5O4K/NaOH

M.c.U. Na2HPO4/KH2P04

M.c.U. CAOsK

M.r.U. NazHPCVCoHsUT

M.r.U. CgHjíWNaOH

M.r.U. Na2HPO4/KH2P04

M.r.U. CAOsK

pH TEÓRICO

7

7

7

7

7

7

7

7

pH INICIAL

6,9

7,0

6,9

6,9

7,0

6,9

7,0

6,9

pH FINAL

6,6

6,4

7,0

4,0

7,1

6,5

7,1

4,3

CRECIMIENTO (a)

2,54E+08

2,99E+08

4,84E+06

1,02E+08

5,43E+07

2,35E+08

2,25E+04

9,36E+07

(a): expresado en nfc/mL

(b): M.C.U.: medio de melaza de cafla de azocar 40 g/1 con orea 1,2 g/1» M.r.U.: medio de melaza de remolacha azucarera 40
g/1 con orea 1,2 g/1, CiHsOJC: ftalato hidrógeno de potasio, CjHsOiK: tartrato hidrógeno de potasio, CtHtCb: ácido cítrico.

El crecimiento manifestado en este medio es superior al de la melaza de remolacha azucarera con

urea a iguales concentraciones y con la misma disolución tamponante (2,35.10* ufc/ml), y cuyo pH

tiene una variación igual a la anterior (va de 6,9 a 6,5).

Asimismo, existe un buen crecimiento en el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea

1,2 g/1 en lampón fosfato hidrógeno de sodio/ácido cítrico (2,54.10* ufc/ml), y con una mínima
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variación del pH del medio tras el crecimiento del antagonista (de 6,9 a 6,6), dándose también el

efecto tamponante de la disolución.

Teniendo en cuenta estos resultados y comparándolos con experiencias anteriores, se concluye que

en los mejores medios: melaza de caña de azúcar y melaza de remolacha azucarera con urea y con

disoluciones tamponantes ftalato hidrógeno de potasio/hidróxido de sodio y fosfato hidrógeno de

sodio/ácido cítrico, existe un ligero efecto tamponante durante el crecimiento del antagonista, sin

que mejore notoriamente.

4.2. Determinación de la influencia de la actividad de agua (aw) en el

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en el medio de melaza de caña de

azúcar con urea.

Las levaduras tienen capacidad de crecer a reducidas actividades de agua (Hocking, 1986). El

objetivo del siguiente apartado experimental es determinar la actividad de agua (aw) más baja que

permite el crecimiento del antagonista C. sake (CPA-1) en medio de melaza de caña de azúcar a

diferentes concentraciones, y por tanto, a diferentes aw y con urea a concentración fija (1,2 g/1).

Con este fin, se preparan los medios de crecimiento con urea 1,2 g/1 y melazas en concentración

de: 40 g/1 con una aw de 0,999; 250 g/1 con una aw 0,972; 350 g/1 con una aw 0,968 y 500 g/1 con

una aw de 0,966 (apartado 8 del capítulo de Material y Métodos).

Se somete a crecimiento el microorganismo en matraces Erlenmeyer, con un medio exterior que se

encuentra a la misma aw que el medio de crecimiento.

Tabla 56: Influencia de la modificación de la actividad de agua en medio de melaza de caña de azúcar (Me.) con

urea (U.) en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1).

COMPOSICIÓN

M.c.

M.c.

M.c.

M.c.

40 g/1 + U. 1,2 g/1

250 g/1 + U.

350 g/1 + U.

500 g/1 + U.

U g/1

1,2 g/1

U g/1

pH INICIAL

4,8

4,7

4,7

4,9

pH FINAL

6,6

6,0

6,2

5,9

0»

0,999

0,972

0,968

0,966

CRECIMIENTO(a)

4.38E+08

3,32E+08

1.37E+08

2,03E+07

(a): »presada como ufe/mi

aw: actividad de agna del medio de crecimiento.

El crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) a aw 0,998, correspondiente al medio de melaza 40 g/1

con urea 1,2 g/1, presenta el crecimiento más alto (4,38.10* ufc/ml). Al compararlo con medios a
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aw de 0,972 y 0,968, cuyos crecimientos respectivos son de 3,32.10" ufc/ml y 1,37.10s ufc/ml, se

constata que no hay una gran diferencia (Tabla 56). Pero a partir de un medio con una aw 0,966

comienza a decrecer notoriamente (2,03.107 ufc/ml).

Se confirma así que la cepa C. sake (CPA-1) presenta una amplia tolerancia y un buen crecimiento

a bajas aw, estudiado por Teixidó (1997; 1998b), Teixidó et al. (1998a), pero a muy bajas aw es

menos tolerante que otras Candida spp.: C. cacaoi (rango de aw de 0,83-0,84), C. magnoliae

(rango de aw de 0,82-0,88) (Van Eck et al., 1993).

5. Dinámica poblacional de la cepa C sake (CPA-1).

5.1. En medio de melaza de caña de azúcar con urea a 20 °C, 25 °C y

30 °C.

El objetivo del presente ensayo es determinar la evolución de la población de la cepa C. sake

(CPA-1) en el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/l a diferentes temperaturas,

con el fin de establecer el intervalo de temperatura ideal para el crecimiento del antagonista. Así

como el intervalo de tiempo en el cual el microorganismo presenta el mayor crecimiento, siendo

de gran importancia a nivel industrial.

Usall (1995) en sus investigaciones indica que la cepa C. sake (CPA-1) no crece a 37 °C,

temperatura del cuerpo humano, hecho también expuesto por Hurley et al. (1987), quien dice que

este microorganismo no se ha encontrado asociado con animales de sangre caliente.

La dinámica poblacional de la cepa antagónica (CPA-1) de C. sake en medio NYDB ya ha sido

determinada en trabajos anteriores realizados en el "Laboratori de Patologia de l'Àrea de

Postcollita del Centre UdL-IRTA" de Lleida (Usall, 1995). Gracias a ellos se acotó el rango

óptimo de crecimiento en medio NYDB, el cual se encuentra entre 25 y 30 °C, mientras que a

partir de 34 °C disminuye.

Se prepara medio de melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1 siguiendo la metodología del medio ENR 22

del apartado 6.5.2 del capítulo de Material y Métodos. Se inocula el antagonista y se somete a

crecimiento, tomándose diferentes muestras a intervalos periódicos de tiempo para hacer la curva

de crecimiento (apartado 21.2 del capítulo de Material y Métodos).

La primera prueba de crecimiento y análisis comparativo entre la dinámica poblacional del

antagonista se efectúa a las temperaturas de 20 °C, 25 °C y 30 °C.

A las 24 horas de crecimiento (Figura 1), se puede observar que la cepa C. sake (CPA-1) se

encuentra en fase de multiplicación celular, entrando en un crecimiento exponencial, con una
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velocidad máxima de crecimiento de 3 a 4 exponentes, que está influenciado por la temperatura.

Comparando entre poblaciones microbianas a este tiempo y a distintas temperaturas, se tiene que

el crecimiento a 20 °C es menor (7,63.106 ufc/ml), con una marcada diferencia de más de la mitad

respecto a 25 y 30 °C, que presentan los mejores y similares crecimientos (i,21.107 ufc/ml).

1E+09

1E+04
10 20 30 40

tiempo (horas)
50 60

Figura 1: Dinámica poblacional de la cepa C sote (CPA-1) (ufc/ml) en medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1

con urea 1,2 g/l a pH 7 incubada a 20 "C, 25 °C y 30 °C.

El microorganismo continúa multiplicándose, pero con menos intensidad como bien muestra la

disminución de la pendiente de la curva, y como bien se observa a las 48 horas en que se acentúa

la diferencia de crecimiento: a 25 °C es casi el doble (5,38.10* ufc/ml) que a 30 °C (2,58.10*

ufc/ml) y mayor que a 20 °C.

A las 56 horas se halla en la fase estacionaria, tanto a 20 °C como a 25 °C, aunque se empieza a

notar un ligero descenso de la población microbiana, un poco más acentuado a 30 °C. Se pone en

evidencia pues, la sensibilidad de la cepa C. sake (CPA-1) a temperaturas superiores a 30 °C.
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5.2. En medio de melaza de caña de azúcar con urea a 22 °C, 24 °C y

26 °C.

Con la segunda prueba de crecimiento que se realiza a 22 °C, 24 °C y 26 °C se pretende acotar el

rango de temperatura más óptimo para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en el medio de

melaza de caña de azúcar con urea.

Se prepara medio de melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1 (medio ENR 22 del apartado 6.5.2 del capítulo

de Material y Métodos), se inocula el antagonista y se somete a crecimiento tomando distintas

muestras a intervalos periódicos de tiempo para diseñar la curva de crecimiento (apartado 21.2 del

capítulo de Material y Métodos).

1E+09

1E+08

•5 1E+07

c? 1E+06

1E+05

1E+04
10 20 30 40

tiempo (horas)

50 60

Figura 2: Dinámica poblacional de la cepa C sake (CPA-1) (ufe/mi) en medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1

con urea 1,2 g/l a pH 7 incubada a 22 °C, 24 "C y 26 "C

Al cabo de 24 horas (Figura 2) el antagonista presenta su mayor velocidad de crecimiento, dada la

mayor pendiente de la curva, y su crecimiento a las diferentes temperaturas ensayadas es parecido

en todas ellas.

Más adelante, el microorganismo continúa multiplicándose pero con menos intensidad, como se

denota a las 48 horas, a la vez que se acentúa la diferencia de crecimientos: a 22 °C es casi la mitad

(1,67.10* ufc/ml) que a 24 °C (2,87.10* ufc/ml) y a 26 °C se obtiene la mayor masa poblacional

(3,22.10*ufc/ml).
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A las 56 horas en todos los casos el crecimiento se detiene, es decir, la población microbiana

permanece constante con una ligera disminución pero sin apreciables diferencias entre

temperaturas.

Durante las primeras 24 horas de crecimiento, a temperaturas inferiores de 20 °C y 22 °C, los

crecimientos son casi la mitad que en el resto de temperaturas (24, 25, 26 y 30 °C), para después

igualarse a las 48 horas.

Tras un examen global, se determina que en el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea

1,2 g/1 el intervalo de temperatura en que el antagonista tiene un mejor crecimiento es de 24 °C a

26 °C, resultados acordes con los obtenidos en estudios precedentes desarrollados en medio NYDB

por Usall (1995). Para todas las temperaturas ensayadas el mayor crecimiento tiene lugar a las

48 horas de iniciar el estudio.

5.3. En medio de melaza de caña de azúcar con urea a diferentes

actividades de agua (aw).

Con referencia a los anteriores resultados de crecimiento del antagonista a diferentes aw (apartado

4.2 del capítulo de Resultados), con este nuevo ensayo se pretende determinar la influencia de la

aw en la dinámica poblacional de la cepa C. sake (CPA-1) en medio de melaza de caña de azúcar

con urea 1,2 g/1, variando la concentración de la melaza para obtener las diferentes a*, y conocer el

efecto de la reducción de la aw en la velocidad de crecimiento a diferentes tiempos.

De igual modo que la experiencia precedente, se utilizan los mismos medios de crecimiento, con

urea 1,2 g/1 y: melaza en concentraciones de: 40 g/1 con una aw 0,999; 250 g/1 con una aw 0,972;

350 g/1 con una aw 0,968 y 500 g/1 con una aw 0,966 (apartado 21.3 del capítulo de Material y

Métodos).

El microorganismo se somete a crecimiento en matraces Erlenmeyer, con un medio exterior que se

encuentra a la misma aw que el medio de crecimiento.

Se observa que las primeras 14 horas la cepa C. sake (CPA-1) se encuentra en la fase logarítmica

de crecimiento (Figura 3). A las aw 0,999 y 0,972 el crecimiento es parecido y del orden del

exponente 7; a aw 0,968 es menor con 2,65.10s ufc/ml, y mucho más bajo a aw 0,966 con un

crecimiento de 4,5.104 ufc/ml.
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Figura 3: Dinámica poblacional de la cepa C sake (CPA-1) (ufc/ml) en medio de melaza de caña de azúcar a

diferentes concentraciones con urea 1,2 g/l a diferentes actividades de agua.

Tras 24 horas continúa en la fase logarítmica, pero el crecimiento varía en función de la aw: a aw

0,999 (7.85.107 ufc/ml) es mayor que a aw 0,972 (1,01.107 ufc/ml), disminuye más a aw 0,968

(1,58.10o ufc/ml), hasta alcanzar el valor más bajo a aw 0,966 (2,25.104 ufc/ml). A esta aw el

microorganismo experimenta un descenso de su población que a las 14 horas era de 4,5.104 ufc/ml.

En el intervalo de 30 a 40 horas sigue su crecimiento, mostrándose diferencias en función de las

actividades de agua. A las 38 horas a av 0,999 presenta la mayor población microbiana, en tanto

que a las aw, 0,972 y 0,968 la mayor población microbiana se da a las 48 horas, siendo mayor la

proporción de aumento a aw 0,968.

En cambio, a las 48 horas se observa una ligera disminución del crecimiento a aw 0,999, en

oposición a la mejora que experimenta a aw 0,966 (9,5.104 ufc/ml), cuyo crecimiento es bajo en

relación a los obtenidos a las otras a,.

A las 56 horas se mantiene la misma tendencia, no hay un aumento en el crecimiento y es parecido

a las aw, 0,999, 0,972 y 0,968 y más bajo a aw 0,966.

En conclusión, la cepa C. sake (CPA-1) manifiesta un buen crecimiento en medio de melaza de

caña de azúcar con urea hasta una aw de 0,968: en el transcurso de las primeras 24 horas presenta

crecimientos inferiores a las otras a«, pero a partir de las 38 horas llega a iguales crecimientos que

aw 0,972 y 0,999. El medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 tiene aw 0,999 y es

donde se obtiene el mejor crecimiento del antagonista.
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5.4. En el medio de melaza de caña de azúcar con urea en fermentador.

Una de las partes más importantes del presente trabajo consiste en encontrar las condiciones más

adecuadas para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en el medio de melaza de caña de azúcar

40 g/1 con urea 1,2 g/1, como paso previo para poder producir el microorganismo antagonista en

grandes cantidades a escala industrial y en un corto período de tiempo. Por consiguiente, se

realizan ensayos a pequeña escala en fermentador en las mejores condiciones de temperatura y pH

encontradas en experiencias anteriores, y determinar así la evolución en el tiempo de la población

microbiana del antagonista.

Se trabaja a 25 °C de temperatura, al encontrarse dentro del rango óptimo de crecimiento, con el

fin de obtener el máximo poblacional en un corto período de tiempo.

Se prepara el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 (medio ENR 22 del

apartado 6.5.2 del capítulo de Material y Métodos). Se inocula el microorganismo antagonista en

un fermentador de 5 1 de capacidad que contiene 3 1 de medio de cultivo, con una aireación de

300 ml/min con velocidad de agitación de 200 rpm y se somete a crecimiento (apartado 21.4 del

capítulo de Material y Métodos).

El inoculo iniciador creció previamente en el mismo medio de melaza de caña de azúcar con urea

y se adiciona al fermentador en la fase logarítmica de crecimiento, a fin de minimizar el tiempo de

adaptación del microorganismo al nuevo medio.

Durante las primeras 13 horas de incubación en fermentador, la cepa microbiana aumenta su

población en tres exponentes, de 1,77.103 ufc/ml a 4,79.106 ufc/ml. En las 5 horas sucesivas el

aumento de población es el máximo, dada la pendiente de la curva, encontrándose en la mayor

velocidad de crecimiento (Figura 4) y multiplicándose por 11 veces su población. Este incremento

continúa en la fase logarítmica de crecimiento exponencial hasta las 24 horas de incubación

(1,54.10s ufc/ml).

En el intervalo de tiempo de 24 a 42 horas continúa aumentando la población microbiana pero con

menor velocidad, deduciendo que el microorganismo se encuentra en período de transición de la

fase logarítmica a la estacionaría.

A partir de las 42 horas entra en la fase estacionaria, período de tiempo donde se obtiene una

mayor población microbiana, con una concentración aproximada de 3,57.10* ufc/ml.
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Figura 4: Dinámica poblacional de la cepa C sake (CPA-1) (ufc/mO en medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1

con urea 1,2 g/1 en fermentador.

Pasadas 48 horas sigue en la fase estacionaria (2,63.10* ufc/ml) hasta las 115 horas, en que el

crecimiento permanece constante (2,60.10* ufc/ml).

5.5. En medio de melaza de remolacha azucarera con urea en

fermentador.

Al igual que en el medio de melaza de caña de azúcar con urea, se realizan ensayos de crecimiento

de la cepa C. sake (CPA-1) a pequeña escala en fermentador en medio de melaza de remolacha

azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1. Se trabaja en las mejores condiciones de temperatura y pH,

halladas en experiencias anteriores, para determinar la evolución de la población microbiana y se

selecciona 25 C como la temperatura más adecuada para su crecimiento.

Se preparan tres litros de medio de melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1 (medio

ENR 51 del apartado 6.12.2 del capítulo de Material y Métodos). Se inocula el microorganismo

antagonista partiendo de un inoculo iniciador, en un fermentador de 5 1 de capacidad con una

aireación de 300ml/min con velocidad de agitación de 200 rpm, y se somete a crecimiento

(apartado 21.5 del capítulo de Material y Métodos).
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Figura 5: Dinámica poblacional de la cepa C sake (CPA-1) (ufc/mJ) en medio de melaza de remolacha azucarera

40 g/H-urea 1,2 g/1 en Termentador

Durante las primeras 13 h de incubación en fermentador, al igual que en el medio de melaza de

caña de azúcar, la cepa C. sake (CPA-1) incrementa su población en tres exponentes, de

3.82.103 ufc/ml a 5,58.10* ufc/ml, y se encuentra en la fase logarítmica y de mayor velocidad de

multiplicación celular (Figura 5). En las siguientes 6 horas multiplica su población por 7 veces y se

mantiene en fase logarítmica hasta las 24 horas de incubación (1,16.10* ufc/ml).

En el intervalo de 24 a 37 horas, se halla en la transición de fase logarítmica a estacionaria, hecho

evidente por la disminución de la pendiente de la curva de crecimiento. A partir de las 37 horas

entra en la fase estacionaria con un crecimiento de 1,91.10* ufc/ml; la población se mantiene

constante hasta llegar a su máximo de población microbiana a las 48 horas con una concentración

aproximada de 2,05.10* ufc/ml.

A las 61 horas sigue en la fase estacionaria (1,94.10* ufc/ml) y el crecimiento se mantiene estable

hasta las 115 horas de nuestro estudio en donde la población es de 1,84.10* ufc/ml.

Si se comparan los crecimientos del antagonista en medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con

urea 1,2 g/1 y en medio de melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1, se observa que el

máximo de crecimiento se alcanza antes en el medio de melaza de caña de azúcar (alrededor de las

42 horas) que en medio de melaza de remolacha azucarera (alrededor de las 48 horas). Asimismo,

el mayor crecimiento en medio de melaza de caña de azúcar, pero en matraces Erlenmeyer

sometidos a una agitación a 150 rpm, se obtiene a las 39 horas.
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Existe un mayor crecimiento cuando el microorganismo es incubado en fermentador con medio de

melaza de caña de azúcar con urea (3,57.10* ufc/ml) que en fermentador en medio de melaza de

remolacha azucarera con urea (2,05.10* ufc/ml), partiendo de una misma concentración de inoculo.

5.6. En la superfície de la fruta bajo diferentes condiciones de

frigoconservación.

La siguiente experiencia tiene por objetivo establecer el efecto de diferentes relaciones de

oxígeno/dióxido de carbono (atmósfera controlada) sobre la población de la cepa C. sake (CPA-1)

desarrollada sobre la superficie de manzana "Golden Delicious" conservada a 1 °C, para lo cual se

trabaja con fruta fresca correspondiente a la campaña 1996/97.

Los frutos, tras recibir pequeñas heridas, se someten a un baño con una concentración de

antagonista de 2.106 ufc/ml, que corresponde a un 49,4 % de transmitancia, y se conservan a las

distintas concentraciones de oxígeno y dióxido de carbono (apartado 21.6 del capítulo de Material

y Métodos).

Se toman muestras a intervalos amplios de tiempo debido a la apertura restringida que tienen este

tipo de cámaras frigoríficas (0,15, 31, 60 y 95 días).

La evolución de la población de C. sake (CPA-1) sobre la superficie de la manzana conservada a

diferentes atmósferas de frigoconservación queda reflejada en la Figura 6. Se parte de una

población de aproximadamente 1,33.103 ufc/g; se observa en todas las condiciones estudiadas que

durante los primeros 15 días de frigoconservación la población sufre un descenso causado por el

cambio brusco de temperatura y del contenido de gases. Se llega a niveles relativamente bajos que

varían según las condiciones de frigoconservación, así en la atmósfera 2 % O2 - 4 % COi se tiene

la población más baja de las diferentes atmósferas (1,7.102 ufc/g).

Entre los 15 y 30 días, el microorganismo se adapta a las diferentes condiciones y comienza a

crecer, con excepción de 3 % 02 - 3 % C02 y 2 % 02 - 6 % C02 en que disminuye ligeramente.

Entre los 30 y 60 días el microorganismo crece en todas las condiciones estudiadas, siendo mayor

en la atmósfera 1 % O2 -1 % C02.

Entre los 60 y los 95 días sigue aumentando la población del microorganismo en casi todas las

atmósferas, con excepción de 2 % 02 - 2 % C02, donde comienza a disminuir ligeramente, y a

1 % 02 -1 % C02, donde la disminución es más acentuada, mientras que en el resto de atmósferas

aumenta la población.

Por lo antes expuesto, observamos que en la mayoría de las diferentes condiciones de atmósferas

de frigoconservación se consigue la máxima población microbiana alrededor de los 95 días, con
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excepción de las atmósferas 2 % O2 - 2 % CO2 y 1 % O2 - 1 % CO2
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Figura 6: Dinámica poblacions! de la cepa C sake (CPA-1) (ufc/ml) crecida inidalmente en medio de melaza de

caña de azúcar 40 g/I+urea 1,2 g/1 y luego sobre la superfície de manzana "Golden Delicious" bajo condiciones de

frigoconservación.
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En condiciones de atmósfera 3 % O2 - 3 % C02, la cepa C. sake (CPA-1) presenta un buen

crecimiento y adaptación, con un descenso en los primeros 15 días, después de los cuales aumenta,

llegando a crecimiento más alto (4,83.103 ufc/g) que el resto de condiciones de frigoconservación.

En las condiciones de atmósfera de bajo oxígeno: 2 % O2 - 2 % CO2, tras un descenso de la

población en los primeros 15 días, presenta una buena adaptación pero un crecimiento bajo

(1,14.103 ufc/g a los 95 días).

En las condiciones de atmósfera de 2 % 02 - 4 % C02; 2 % O2 - 6 % C02, y 2 % O2 - 1 % C02 se

observa que existe una buena adaptación del antagonista con una disminución del crecimiento en

los primeros 15 días, y luego comienza a subir lentamente (1,71.103 ufc/g y 2,6.103 ufc/g

respectivamente a los 95 días), lo que nos indica que la cepa C. sake (CPA-1) tiene buena

resistencia a altas concentraciones de CO2.

En condiciones de atmósfera de muy bajo oxígeno 1 % 02 - 1 % CC^, 1 % 02 - 2 % CO2 y

1 %O2 - 4 % C02 se observa una buena adaptación y crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) hasta

los 60 días en que comienza a disminuir su crecimiento en 1 % 02 - 1 % CCh y en tanto que en las

atmósferas de 1 % 02 - 2 % C02 y 1 % 02 - 4 % C02 no hay una disminución del crecimiento a

los 60 días, sino que más bien aumenta.

6. Optimization de costes del mejor medio de cultivo para la

cepa C. sake (CPA-1).

6.1. Análisis físico-químico de diferentes muestras de melaza de caña de

azúcar.

Según los resultados expuestos anteriormente, la melaza de caña de azúcar es la principal materia

prima en la producción de la cepa C. sake (CPA-1).

Presenta una composición variable de una muestra a otra, porque depende de varios factores, como

por ejemplo el proceso que se ha utilizado en la extracción y purificación del azúcar (Ceijka, 1983;

Reed y Nagodawithana, 1991).

Una vez establecido que el mejor medio de crecimiento para la cepa C. sake (CPA-1) es el medio

melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1, tanto por su coste, método de preparación y

producción de masa poblacional, se procede a realizar un análisis y comparación de las

características físicas de varias muestras de melazas puras y del medio preparado, con el objetivo

de determinar si hay gran diferencia o no entre las mismas, que pueda influir en el crecimiento del
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antagonista.

Analizando los resultados obtenidos (Tabla 57), se observa que de las 16 muestras de melazas

puras, los grados Brix se encuentran dentro de un rango de 66 a 86 con una media de 74,63. El pH

no tiene gran variación y va de 4,4 a 5,4 con una media de 5.

Tabla 57: Crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en diferentes muestras de melaza de caña de azúcar en

concentración de 40 g/1 con urea 1,2 g/L

N° MUESTRA

1

2

3

4

5

6

7

g

9

10

11

12

13

14

15

16

°BRIX

76

71

75

66

76

74

74

67

76

79

86

68

76

75

81

74

pH MELAZA

4,7

4,7

4,6

5,2

5,4

5,2

5,2

5,2

5,3

4,6

4,6

4,4

5,4

4,6

5,3

5,3

o» MELAZA

0,766

0,770

0,748

0,751

0,723

0,745

0,745

0,740

0,745

0,760

0,726

0,755

0,721

0,760

0,717

0,732

pH MEDIO

5,0

5,1

4,9

5,6

5,7

5,5

5,8

5,6

5,8

4,9

4,8

4,8

5,5

4,8

5,5

5,5

o, MEDIO

0,983

0,991

0,998

0,978

0,982

0,983

0,991

0,988

0,982

0,978

0,990

0,978

0,984

0,988

0,991

0,995

CRECIMIENTO(a)

9,22E+08

8,62E+08

8,60E+08

6,17E+08

7,35E+08

5.20E+08

4,63E+08

3.69E+08

4.12E+08

3.82E+08

6,50E+08

8,50E+08

9.20E+08

8,30E+08

5.93E+08

6.80E+08

(a): expresado en ufc/mL

N° MUESTRA.: número de muestra de melaza de caña de azúcar analizada, * BRIX: valor de los grados Brix de la muestra de

melaza de caña de azúcar, o» MELAZA: actividad de agua de la melaza de caña de azúcar pura, o» MEDIO: actividad de agua de

la muestra melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1.

La aw de las melazas puras igual que el pH no tiene una gran variación entre las muestras, siendo

el valor más bajo 0,717 y el más alto 0,770, y su valor medio 0,744.
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En relación a los parámetros analizados, se observa que no hay un amplio rango de variación.

Cuando se prepara el medio de crecimiento melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1 con cada una de las

muestras de melazas estudiadas y se analizan los mismos parámetros anteriores, se observa que el

pH de los medios preparados es más básico comparado con la melaza pura por la adición de la

urea, y va desde 4,8 a 5,8, con un promedio de 5,3, mientras la aw varía de 0,978 a 0,998, con una

media de 0,987.

Se inoculan los diferentes medios de cultivo con el antagonista y a continuación se analizan los

resultados del crecimiento y se observa que en todas las muestras de melaza de caña de azúcar hay

un buen crecimiento con una masa microbiana que va desde 3,69.10* ufc/ml hasta 9,22.10*

ufc/mlPor lo que se concluye que las diferentes muestras de melaza de caña de azúcar presentan

similitud en sus características físicas y presentan un buen crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1),

ya que en todas las muestras no es inferior al exponente 8, resultados que están en concordancia

con los obtenidos por Schaffler et al., (1997) en cuanto a las variaciones químicas observadas en la

composición de los diferentes azúcares de las melazas.

Los medio de melaza con urea preparados con las diferentes muestras de melaza presentan iguales

actividades de agua pero diferentes crecimientos del antagonista, como se observa en una muestra

con aw 0,978 que tiene un crecimiento de 3,82.10* ufc/ml y otra muestra con la misma av que tiene

un crecimiento de 8,5.10* ufc/ml.

6.2. Crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en medio de melaza de caña

de azúcar con urea y con diferentes concentraciones de inoculo.

La concentración óptima del inoculo para la producción de microorganismos determina la

velocidad y la producción final del microorganismo (Crueger y Crueger, 1993). Una vez

determinado que existe similar y buen crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en varias muestras

de melaza de caña de azúcar, se procede a analizar la influencia de la concentración del inoculo en

la población final del antagonista y determinar la concentración de inoculo más adecuada que se

debe sembrar en el medio de cultivo, para lo cual se procede a sembrar inocules en

concentraciones que van desde 1.102 hasta 1.106 ufc/ml.

Después de sembradas las diferentes concentraciones de inocules en el medio de melaza 40 g/1 con

urea 1,2 g/1, se determina la concentración real del microorganismo en el medio, para lo cual se

siembra una vez añadido el respectivo inoculo.

En todos los casos se observa (Tabla 58) una concentración del antagonista inferior al inoculo

teórico.
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Tabla 58: Influencia de la concentración del inoculo en el crecimiento de la cepa C sake (CPA-1) en el medio de

melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/L

INOCULO TEÓRICO

1,OOE+02

l.OOErOS

l.OOE+04

l.OOE+05

1,OOE+06

pH INICIAL

5,03

4,97

4,97

4,97

4,97

pH FINAL

5,37

4,8

4,7

6,2

6,6

C.O HORAS

6,OOE+01

5,05E+02

5,90E+03

7.45E+04

6,30E+05

C.39 HORAS

2.20E+07

2,43E+08

4,98E+08

5.91E+08

6.09E+08

C.O HORAS: concentración del antagonista una vez inoculado en el medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2
g/L
C_39 HORAS: 39 horas de crecimiento del microorganismo antagonista en el medio de melaza de cana de azúcar 40 g/1 con
urea 1J g/L

Se somete a agitación en orbital a 150 rpm y después de 39 horas de crecimiento, se siembra

nuevamente y se analizan los resultados, observándose que con la concentración de inoculo más

baja, que es de 1.102 ufc/ml, se obtiene el crecimiento más bajo de 2,2.107 ufc/ml. También hay un

crecimiento bajo con un inoculo inicial de 1.103 ufc/ml (2,43.10* ufc/ml).

El resto de concentraciones iniciales de inocules LIO4, 1.103 y 1.106 ufc/ml dan en el medio de

cultivo melaza con urea buenos crecimientos y parecidos entre ellos, por lo que se determina que

partiendo de un inoculo de 1.104 ufc/ml de concentración inicial, se obtiene un buen crecimiento

de la cepa C. sake (CPA-1).

6.3. Determinación de la influencia del medio de crecimiento del cultivo

estárter de la cepa C. sake (CPA-1) en el crecimiento del microorganismo

antagonista.

El medio de cultivo apropiado del inoculo es vital para tener estárter o títulos óptimos en el

proceso posterior a escala de producción industrial (Crueger y Crueger, 1993).

El inoculo del microorganismo antagonista que se utiliza, proviene de un cultivo estárter que

puede haber crecido en un medio igual o diferente al medio en que se realizará el crecimiento a

nivel de producción (Beudeker <?f a/., 1989;ReedyNagodawithana, 1991).

El objetivo de esta parte es determinar la influencia del medio de crecimiento del inoculo en el

crecimiento en fermentador de la cepa C. sake (CPA-1).
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Tabla 59: Influencia del crecimiento del inoculo en medios NYDB y melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1 en el

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en Termentador.

TIPO DE INOCULO C. EN MEDIO MELAZA CON UREA

Crecido en medio NYDB 3,1E+08

Crecido en medio M.c.U 2,9E+08

M.C.U.: medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con orea 1,2 g/L

Se hace el crecimiento del inoculo del microorganismo antagonista en medio NYDB y melaza de

caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1, y luego se siembra en el medio de cultivo de melaza con

urea que se encuentra en el fermentador (apartado 21 del capítulo de Material y Métodos).

En base a los resultados de la Tabla 59, podemos observar que tanto en medio NYDB como en

medio de melaza 40 g/1 con urea 1,2 g/1 se obtienen crecimientos parecidos, es decir, que se puede

preparar el inoculo o cultivo estárter o iniciador de la cepa C. sake (CPA-1) en los dos medios

antes mencionados para la producción del antagonista en el medio de melaza 40 g/1 con urea 1,2

g/1 en fermentador.

6.4. Influencia de la pureza de la fuente de nitrógeno en el crecimiento de

la cepa C. sake (CPA-1) en el medio melaza de caña de azúcar con urea y

melaza de remolacha azucarera con urea.

La producción de la cepa C. sake (CPA-1) en fermentador en medio de melaza de caña azúcar

40 g/1 con urea 1,2 g/1, tiene como dos principales materias primas la melaza de caña de azúcar y la

urea.

La melaza de caña de azúcar tiene un precio bajo (0,0148 pesetas/gramo) por lo que se puede

utilizar a nivel industrial.

En caso de escasez de esta materia prima, por proceder de América, se tiene como medio

alternativo a la melaza de remolacha azucarera (con un precio de 0,0146 pesetas/gramo), pero que

no produce una población microbiana tan aha como la melaza de caña de azúcar (relación

medio/medio melaza de caña de azúcar = 0,93).

La urea que se ha utilizado en todos los ensayos anteriores es de pureza de laboratorio con un 99 %

pero su precio es elevado por lo que no es recomendable su uso a nivel industrial.

El objetivo de esta parte experimental es determinar la influencia de la pureza de la urea en la

producción del antagonista.
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Se realizan pruebas de crecimiento con urea pura del 99 % de pureza, urea cristalina del 98 % o

pureza y urea técnica industrial de un 46 % de pureza, tanto en medio de melaza de caña de azúcar

y melaza de remolacha azucarera, y además con sulfato de amonio como segunda fuente de

nitrógeno con muestras de un 99 % de pureza, 98 % de pureza y 90 % de pureza.

Analizando los resultados (Tabla 60) del crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) en melaza de

caña de azúcar con urea, con tres grados de pureza, se puede decir que no existen apreciables

diferencias; en el medio de melaza de caña de azúcar con urea 99 % de pureza, hay un crecimiento

4,75.10* ufc/ml, y en el medio de melaza de caña de azúcar con urea cristalina 98 % de pureza, se

obtiene el mismo crecimiento (4,79.10s ufc/ml). Mientras que la melaza de caña de azúcar con

sulfato de amonio del 98 % de pureza como fuente de nitrógeno, se logra un crecimiento mas bajo

(3,13.108 ufc/ml) e inferior al crecimiento en el mismo medio con sulfato de amonio 99 % de

pureza (3,85.10* ufc/ml).

Tabla 60: Influencia del grado de pureza de la urea y del sulfato de amonio en el crecimiento de la cepa C. sake

(CPA-1) en medio de melaza de caña de azúcar.

COMPOSICIÓN (b)

M.c. 40g/l+U.l,2g/l (1)

M.c.40g/l+U.l,2g/l (2)

M.c.40g/l+U.l,2g/l (3)

M.c. 40 g/l+(NH02S042,65 g/1 (4)

M.c. 40 g/l+(NH4)2SO42,65 g/1 (5)

M.c. 40 g/l+(NH4)2SO42,65 g/1 (6)

M.r.40g/l+U.l,2g/l (1)

M.r. 40g/l+U.l,2g/l (2)

M.r. 40 g/l+(NH4)2SO42,65 g/1 (4)

M.r. 40 g/l+(NH4)2SO42,65 g/1 (5)

pH INICIAL

4,9

4,9

5,0

5,0

5,0

4,0

6,8

6,8

6,7

6,7

pH FINAL

5,3

5,7

5,5

3,3

3,3

3,4

6,3

6,7

5,1

5,3

CRECIMIENTO(a)

4,75E+08

4,79E+08

4.68E+08

3,85E+08

3.13E+08

3,19E+08

2,38 E+08

2,28 E+08

2,78 E+08

2,81 E+08

(a): expresado en ufc/ml.

(b): M.C.: melaza de calta de azúcar, M.r.: melaza de remolacha azucarera. U.: urea, (1): orea pora, 99 •/• de pureza,
2): urea cristalina, 98 % de pureza, (3): orea técnica Industrial, 46 •/• de pureza, (4): Sulfato de amonio puro 99 •/« de
pureza, (5): Sulfato de amonio 98 •/• de pureza, (6): Sulfato de amonio 90 % pureza.

En base a resultados de anteriores experiencias de crecimiento, en el medio de melaza de

remolacha azucarera con urea hay menor crecimiento del antagonista que en medio de melaza de

caña de azúcar con urea, el cual es ligeramente inferior si se utiliza urea como fuente de nitrógeno
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en lugar de sulfato de amonio, pero la pureza de la urea y del sulfato de amonio no influyen

notoriamente en el crecimiento.

6.5. Estudio de precios de los diferentes medios utilizados para el

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

Después de haber analizado los diferentes crecimientos de la cepa C. sake (CPA-1) en varios

medios inicialmente seleccionados por su composición nutritiva, se ha determinado que los

mejores crecimientos se obtienen en:

• Medio germen de cebada 20 % peso/volumen, infusión.

• Medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1.

• Medio de melaza de caña de azúcar 20 g/1 con melaza de remolacha azucarera 20 g/1 y urea 1,2

g/1.

De los tres medios seleccionados, se procede a analizar cada uno de ellos desde el punto de vista

económico y de facilidad de preparación para seleccionar el más adecuado para su utilización a

nivel de producción industrial.

6.5.1. Medio de germen de cebada 20 %.

El medio de germen de cebada 20 % preparado por infusión es el medio simple que presenta el

mejor crecimiento del antagonista con una relación medio/NYDB igual a 3,1.

Analizando desde el punto de vista económico, el germen de cebada es un subproducto de la

germinación de la cebada para la fabricación de cerveza (raicillas), por lo que es una materia prima

barata con un precio de 0,03 ptas./g y de fácil adquisición, pero presenta el inconveniente de la

laboriosidad de preparación para medio de crecimiento, que se realiza por infusión y que a nivel

industrial es complicado y laborioso, aumentando los costos de producción.

Otro punto que se debe tomar en cuenta es la concentración del medio. Se necesitan 200 g de

germen de cebada por litro de medio, por lo que el precio del litro de medio germen de cebada

aumenta a 6 pesetas.

En base a todo el análisis realizado, se descarta el mismo para ser utilizado en la producción de la

cepa C. sake (CPA-1) a nivel industrial.

6.5.2. Medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1.

El segundo medio simple donde se obtuvo el mejor crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) fue el

261



OPTIMIZACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DEL AGENTE DE BIOCONTROL Candida sake (CPA-1)

TESIS DOCTORAL

medio de melaza de caña de azúcar 50 g/1 con una relación medio/NYDB igual a 2,71. Para

mejorar el medio se realizaron pruebas adicionales de suplementación con fuentes de nitrógeno,

obteniéndose en el medio melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 el mayor crecimiento

con una relación medio/NYDB igual a 3,67.

Analizando desde el punto de vista económico, el precio del gramo de melaza de caña de azúcar es

muy barato, de 0,0148 ptas./g, por ser un subproducto de la elaboración del azúcar a partir de la

caña de azúcar.

Para la elaboración del medio de cultivo se requieren 40 g de melaza de caña de azúcar y 1,2 g de

urea en estado puro, para un litro de medio, resultando entonces el precio del medio es de

2,97 ptas./l.

Para abaratar más el medio de crecimiento, se analizó la influencia de la pureza de la urea en el

crecimiento del antagonista y se determinó que la urea con diferentes grados de pureza da

crecimientos parecidos, siendo el precio del gramo de urea 99 % de pureza 2,9 pías.

Se obtuvieron los mismos resultados en el medio de melaza de remolacha azucarera con urea con

diferente grado de pureza, consiguiendo de esta manera abaratar el medio de cultivo, ya que el

precio de la urea cristalina 98 % de pureza que dio buen crecimiento es de 0,74 ptas./g, por lo que

el precio del litro de medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 cristalina 98 % de

pureza es de 1,48 ptas./l y el precio del medio de melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea

1,2 g/1 cristalina 98 % de pureza es de 1,47 ptas./l.

Resumiendo todo lo antes expuesto, desde el punto de vista de preparación, el medio de melaza

con urea es sencillo por lo que no influye en los costes de producción y la pureza de la urea

tampoco influye en el crecimiento, reduciendo también el precio del medio. Concluyendo por tanto

que el mejor medio para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) es el constituido por melaza de

caña de azúcar 40 g/1 con 1,2 g/1 de urea cristalina del 98 % de pureza.

6.5.3. Melaza de caña de azúcar 20 g/I con melaza de remolacha azucarera 20 g/1 con

urea 1,2 g/1.

El tercer medio simple donde se obtuvo un buen crecimiento fue el medio de melaza de remolacha

azucarera 50 g/1 con una relación medio/NYDB igual a 2,05. Igual que la melaza de caña de az car

se mejora el crecimiento al suplementario con urea, obteniéndose un buen crecimiento en el ir. :dio

melaza remolacha azucarera 70 g/1 con urea 1,2 g/1 con una relación medio/medio melaza de caña

de azúcar igual a 0,96, es decir, que es ligeramente inferior que el medio de melaza de caña de

azúcar con urea a iguales concentraciones. Analizando desde el punto de vista económico, el

precio de la melaza de remolacha azucarera es de 0,0146 ptas./g.
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Para mejorar el crecimiento se realizan pruebas adicionales de medio combinado de melaza de

caña de azúcar 20 g/1 con melaza de remolacha azucarera 20 g/1 con urea 1,2 g/1, obteniéndose un

ligero incremento en el crecimiento (7,53.10* ufc/ml) que el medio de melaza de caña de azúcar 40

g/1 con urea 1,2 g/1 (7,41.108 ufc/ml), por lo que este medio es una buena alternativa, y desde el

punto de vista económico el precio del medio de cultivo es igual (1,476 ptas./l con urea cristalina

98 % de pureza) que el medio de melaza de caña de azúcar con urea, el método de preparación es

el mismo que el medio de melaza de caña de azúcar por lo que no se incrementan los costos de

producción.

7. Efectividad de la cepa C. sake (CPA-1) como agente de

biocontrol de podredumbres en manzanas "Golden Delicious".

Una vez determinada la capacidad antagónica de la cepa C. sake (CPA-1), se procede a realizar

con ella, diferentes pruebas de efectividad, crecida en diferentes condiciones, para determinar su

influencia en la capacidad antagónica.

7.1. Efectividad de la cepa C. sake (CPA-1) crecida en varios medios de

cultivo.

Una vez establecidas las mejores condiciones de crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1); pH,

temperatura, medio de crecimiento más económico y mejor tiempo de crecimiento, el objetivo de

esta parte experimental es realizar pruebas comparativas de efectividad del antagonista entre varios

de estos medios de cultivo como son : melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1, melaza de

caña de azúcar 20 g/1 con melaza de remolacha azucarera 20 g/1 con urea 1,2 g/1, melaza de

remolacha azucarera 40 g/l con urea 1,2 g/1 y NYDB, en el control de la podredumbre de

P. expansum, en manzana "Golden Delicious" (del apartado 22.1.3 del capítulo de Material y

Métodos).

Analizando los resultados de la Tabla 61 observamos que en todos los casos no hay en todos

medios de crecimiento estudiados diferencias significativas de efectividad de la cepa C. sake

(CPA-1) tanto en diámetro de podredumbre como en porcentaje de orificios podridos, es decir, el

antagonista presenta la misma efectividad, crecida en cualquiera de los cuatro medios utilizados.
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Tabla 61: Efectividad comparativa de la cepa C sake (CPA-1) crecida en varios medios de cultivo.

MEDICKa) 0 PODREDUMBRE(b) % ORIFICIOS PODRIDOS(c)

2.107ufc/ml 2.106ufc/ml 2.107ufc/ml 2.106ufc/ml

CK

M.C.U.40

M.r.U.40

M.C.U.20 M.r.U.20

NYDB

2,48a

0,72 b

0,80 b

0,89 b

0,99 b

2,48a

1,50 b

1,42 b

1,27 b

1,28 b

100 a

58,3 b

66,7 b

62,5 b

75 b

100 a

91,7 b

83,3 b

83,3 b

87,5 b

(a): medios de cultivo donde crece la cepa C. sate (CPA-1) que son M.c.U.40: Melaza de cana de azúcar 40 g/1 orea 13 g/l;
M.r.U.40: Melaza de remolacha azucarera 40 g/I con urea 1,2 g/l; M.c.U.20 M.r.U.20: Melaza de cana de azúcar 20 g/1 con
melaza de remolacha azucarera 20 g/1 con urea 14 g/U NYDB. medio NYDB y CK: control (no tiene antagonista sino solo el
patógeno).

(b): El diámetro de podredumbre corresponde a la media de 24 diámetros de podredumbre de cada tratamiento (3 repeticiones
de 4 frutas con dos orificios cada una), es medida en centímetros, en los que se ha inoculado la cepa C. sake (CPA-1) en anas
concentraciones de 2.107 nfc/ml y 2.104 ufc/ml P. expaiavm a una concentración 1.104 conidios/mi

(c): El % orificios respecto al total de 24 orificios (3 repeticiones de 4 frutas con dos orificios cada una).

Los tratamientos de cada columna que presentan letras diferentes son estadísticamente diferentes, utilizando el test de rango
múltiple de Duncan en que las diferencias significativas fueron juzgadas en el nivel p<0.05.

En todos los medios, el antagonista reduce de forma significativa el daño producido por

P. expansum.

Al comparar la efectividad en función de la concentración del antagonista, la concentración

2.107 ufc/ml es más efectiva; aproximadamente un 30 % más que la concentración 2.106 ufc/ml.

La cepa C. sake (CPA-1), crecida en medio melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/l, a la

concentración de 2.107 ufc/ml, reduce en un 72 % el diámetro de podredumbre de P. expansum,

respecto al control (sin antagonista).

7.2. Efectividad de la cepa C. sake (CPA-1) crecida en medios con

diferentes actividades de agua (aw).

Las levaduras acumulan en sus células, polihidroxialcoholes (policies) como glicerol, errtritol,

arabitol y manhol, al ser sometidas a condiciones de estrés como el crecimiento a baja actividad de

agua (Hocking, 1986; Ellis et al., 1991; Teixidó 1997, 1998a, 1998b), lo que puede estimular su

germinación conidial (Hallsworth y Magan, 1994a, 1995, 1996), y mejorar la capacidad

antagónica (Pascual ef al., 1996; Teixidó 1997, 1998a, 1998b).

En un primer ensayo se pretende determinar la influencia del aumento de la concentración de las
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melazas en el medio de crecimiento, con la consiguiente disminución de su a„ en la efectividad del

antagonista en el control de la podredumbre de P. expansum, en manzana "Golden Delicious",

para lo cual se utilizan cepas de antagonista crecidas en medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1

con urea 1,2 g/1 aw 0,998, melaza de caña de azúcar 250 g/1 con urea 1,2 g/1 con aw 0,972, melaza

de caña de azúcar 350 g/1 con urea 1,2 g/1 con aw 0,968, medios de melaza de remolacha azucarera

con urea a las mismas concentraciones y awy medio NYDB aw 0,998 (apartado 22.1.1 del capítulo

de Material y Métodos).

Tabla 62: Efectividad de la cepa C sake (CPA-1) crecida en medios de diferentes o* modificadas con melaza.

MEDICKa)

CK

M.C.U.40

M.C.U.250

M.C.U.350

M.r.U.40

M.r.U.250

M.r.U.350

NYDB

0 PODREDUMBRE(b)

2.107ufc/ml

2,42a

0,85 de

1,33 b

1,15 bed

0,57e

1,2 be

0,98 cd

0,98 cd

2.10sufc/ml

2,42 a

1,52 bc

1,65 b

1,7 b

1,67 b

1,09 d

1,23 cd

1,48 bc

% ORIFICIOS PODRIDOS (c)

2.107ufc/ml

100a

70 cd

96,7 ab

83,3 abc

56,7 d

86,7 abc

80 abc

76,7 be

2.10sufc/ml

100 a

96,7 a

100 a

93,3 ab

96,7 a

83,3 b

96,7 a

96,7 a

(a): medios de cultivo donde crece la cepa C. sake (CPA-1) que son: M.c.U.40: Melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/U
M.C.U.250: Melaza de caña de azúcar 250 g/1 con urea 1,2 g/U M.c.UJSO: Melaza de carta de azúcar 350 g/1 con urea 1,2 g/1;
M.r.U.40: Melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/U M.r.U.250: Melaza de remolacha azucarera 250 con urea 11
g/1; M.r.U_350: Melaza de remolacha azucarera 350 g/1 con urea 14 g/l; NYDR medio NYDB y CK: control (no tiene
antagonista sino sólo el patógeno).

(b): El diámetro de podredumbre corresponde a la media de 24 diámetros de podredumbre de cada tratamiento (3 repeticiones
de 4 frutas COB dot orificios cada una), es medida en centímetros, en los que se ha inoculado la cepa C sake (CPA-1) en una
concentración de 2.10'nfc/ml y 2.10* ufc/nü,/'. expansum a una concentración 1.104 conidos/mL

(c): El % orificio« respecto al total de 24 orificios (3 repeticiones de 4 frutas con dos orificios cada una).

Los tratamientos de cada columna que presentan letras diferentes son estadísticamente diferentes, utilizando el test de rango
múltiple de Duncan en que las diferencias significativas fueron juzgadas en el nivel p<0.05.

La cepa C. sake (CPA-1) a la concentración de 2.107 ufc/ml, crecida en medio melaza remolacha

azucarera 40 g/1 con urea 1,2 con aw 0,998, tiene mayor efectividad en la reducción del diámetro de

podredumbre que la crecida en los medios ensayados, con una reducción del 76 % pero es

estadísticamente igual a la efectividad de la cepa crecida en el medio melaza de caña de azúcar

40 g/1 con urea 1,2 g/1.

En relación al porcentaje de orificios podridos, se confirman los resultados de efectividad
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obtenidos en diámetro de podredumbre, habiendo una mayor efectividad en medio de melaza

remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1, pero es equivalente estadísticamente a la efectividad

en medios de melaza de caña de azúcar 40 g/1 y NYDB.

A partir de los resultados obtenidos, podemos decir que la cepa C. sake (CPA-1), reduce su

efectividad si crece en medios de melaza con aw modificadas también con melazas, aunque

mantiene una significativa capacidad antagónica.

El objetivo de la segunda parte de esta experiencia es establecer comparaciones en la efectividad

de la cepa C. sake (CPA-1) crecida en medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1,

con aw 0,998, NYDB con aw 0,964 modificada con glicerol, NYDB aw 0,96 modificada con

glucosa y NYDB sin modificar su aw (aw 0,998) en el control de la podredumbre de P. expansum

en manzana "Golden Delicious". La prueba se realiza siguiendo la metodología del apartado

22.1.2 del capítulo de Material y Métodos.

Tabla 63: Efectividad de la cepa C sake (CPA-1) crecida en medio de melaza de caña de azúcar con urea y en

medio NYDB con diferentes aw.

MEDIO(a)

M.C.U.40

NYDB glucosa

NYDB glicerol

NYDB

CK

0 PODREDUMBRE (b)

0,25 b

0,72 b

0,73 b

0,39 b

2,25a

% ORIFICIOS PODRIDOS )̂

33,3 c

61,1 be

72,2 ab

44,5 be

100a

(a): medios de cultivo donde crece la cepa C. sake (CPA-1) que son: M.c.U.40: Melaza de cana de azúcar 40 g/I con orea
14 g/U NYDB glucosa: medio NYDB modificada su aw a 0,96 con glucosa; NYDB glicerol: medio NYDB modificada su
a, a 0,964 con glicerol; NYDB. medio NYDB y CK: control (no tiene antagonista sino sólo ei patógeno).

(b): El diámetro de podredumbre corresponde a la media de 24 diámetros de podredumbre de cada tratamiento (3
repetkione* de 4 frutas con dos orificios cada una), es medida en centímetros, en los que se ha inoculado la cepa C. take
(CPA-1) en una concentración de 2.10' ufc/ml y P. expansum a una concentración 1.104 conidos/mL

(c):El % orificios respecto al total de 24 orificios (3 repeticiones de 4 frutas con dos orificios cada una).

Los tratamientos de cada columna que presentan letras diferentes son estadísticamente diferentes, utilizando el test de
rango múltiple de Duncan en que las diferencias significativas fueron Juzgadas en el nivel pO.OS.

Analizando los resultados de la Tabla 63, observamos que la efectividad de la cepa C. sake

(CPA-1), en el control de P. expansum, es la misma, independientemente del medio en que haya

crecido, ya que los valores obtenidos son estadísticamente iguales, aunque en todos los casos son

superiores al testigo sin antagonista.

En el caso de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1, se consigue un porcentaje de
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reducción del 75 % en diámetro de podredumbre y de un 68 % en porcentaje de orificios podridos.

Los resultados de este estudio no confirman los obtenidos por Teixidó (1997, 1998b), la cual

indica que la cepa C. sake (CPA-1) , crecida en medio NYDB modificada con glucosa para bajar

su aw, tenía mejor capacidad de control de P. expansum que la crecida en NYDB sin modificar su

Por lo tanto es conveniente realizar estudios y ensayos más detallados en este campo de trabajo.

7.3. Efecto del tiempo de crecimiento en la efectividad de la cepa C. sake

(CPA-1) crecida en medio de melaza de caña de azúcar con urea.

El objetivo de la presente parte experimental es determinar la influencia de las horas de

crecimiento del antagonista sobre la efectividad en el control de P. expansum, en manzana

"Golden Delicious", para lo cual se producen poblaciones de la cepa C. sake (CPA-1) crecidas en

medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1, a los tiempos de 24, 28, 32, 36, 40, 44 y

48 horas, y otras crecidas en medio NYDB a los tiempos de 24, 36 y 48 horas (apartado 22.1.4 del

capítulo de Material y Métodos).

Analizando los resultados de la Tabla 64 observamos que la efectividad de la cepa C. sake

(CPA-1) a diferentes horas de crecimiento en medio NYDB es estadísticamente igual en todos los

casos, mientras que en medio de melaza de caña de azúcar, las poblaciones de 40 y 44 horas de

crecimiento presentan menor efectividad que la crecida a 24 horas, lo cual redujo el diámetro de

podredumbre respecto al control en un 70 %.

Por lo que se puede determinar que las horas de crecimiento del antagonista no influyen de forma

muy significativa en la mejora de la efectividad de la cepa C. sake (CPA-1), aunque parece

apreciarse una tendencia de descenso de la efectividad a medida que se incrementa el número de

horas de crecimiento.
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Tabla 64: Efectividad de la cepa C sate (CPA-1) crecida en medio de melaza de caña de azúcar con urea y en

medio NYDB a diferentes horas de crecimiento.

MEDICKa)

CK

M.C.U.24 h.

M.C.U.28 h.

M.C.U.32 h.

M.C.U.36 h.

M.C.U.40 h.

M.C.U.44 h.

M.C.U.48 h.

NYDB 24 h.

NYDB 36 h.

NYDB 48 h.

0 PODREDUMBRE(b)

2,59a

0,30 d

0,50 cd

0,64 bed

0,41 cd

1,01 be

1,26 b

0,48 cd

0,46 cd

0,67 bed

0,98 be

% ORIFICIOS PODRIDOSCc)

100 a

29,2 c

37,5 c

37,5c

37,5 c

62,5 c

87,5 ab

37,5 c

33,3 c

54,17 c

62,5 be

(a): medios de cultivo donde crece la cepa C. sake (CPA-1) que son: M.c.U.24 h, M.c.U.28 h, M.C.UJ2 h, M.c.U-36 h,
M.C.U.40 h. M.C.U.44 h, M.c.U.48 h: Melaza de caña de azúcar 40 g/1 con orea U g/l a las 24,28,32,36,40,44 y 48 horas de
crecimiento respectivamente; NYDB 24 h, NYDB 36 h, NYDB 48 h: medio NYDB a las 24,36 y 48 horas de crecimiento y
CK: control (no tiene antagonista sino sólo el patógeno).

(b): El diámetro de podredumbre corresponde a la media de 24 diámetros de podredumbre de cada tratamiento (3
repeticiones de 4 frotas con dos orificios cada una), es medida en centímetros, en los que se ha inoculado la cepa C. salce
(CPA-1) en una concentración de 2.107 nfc/ml y P. expansion a una concentración 1.104 conidios/mi.

(c):El % orificios respecto al total de 24 orificios (3 repeticiones de 4 frutas con dos orificios cada una).

Los tratamientos de cada columna que presentan letras diferentes son estadísticamente diferentes, utilizando el test de
rango múltiple de Duncan en que las diferencias significativas fueron juzgadas en el nivel p<0.05.

7.4. Efectividad de la cepa C. sake (CPA-1) en un ensayo a temperatura

de conservación frigorífica.

Este ensayo a mediana escala, pretende imitar al máximo posible las condiciones de temperatura y

humedad relativa a las que estaría sometido el microorganismo antagonista aplicado en una central

hortofruticola, para poder determinar así las perspectivas de su aplicación comercial.

Se compara la efectividad de la cepa C. sake (CPA-1), crecida en medios: melaza de caña de

azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1, melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1, melaza de

caña de azúcar 20 g/1 con melaza de remolacha azucarera 20 g/1 con urea 1,2 g/1, y NYDB, en el

control de la podredumbre de P. expansum, en manzana "Golden Delicious" mantenida un mes en

condiciones de frigoconservación (apartado 22.1.5 del capítulo de Material y Métodos).
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Tabla 65: Efectividad de la cepa C sake (CPA-1) crecida en medios de melazas, sobre manzana "Golden

Delicious" en condiciones de frígoconservación.

MEDICK»)

CK

M.C.U.40

M.r.U.40

M.c.U.20.M.r.U.20

NYDB

0 PODREDUMBRE(b) % ORIFICIOS PODRIDOS(c)

2.107ufc/ml 2.106ufc/ml 2.107ufc/ml 2.106ufc/ml

0,80a

0,09 b

0,14 b

0,21 b

0,06 b

0,80a

0,33 b

0,29 ba

0,23 b

0,35 b

83,3 a

15 b

20 b

28,3 b

ll,67b

83,3 a

40 b

35 b

31,7 b

40 b

(a): medios de cultivo donde crece la cepa C. sate (CPA-1) que sou M.c.U.40: Melaza de caña de azúcar 40 g/1 con orea 1,2
g/I; M.r.U.40: Melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1; M.c.U.20.M.r.U.20: Melaza de caña de azúcar 20 g/1
con melaza de remolacha azucarera 20 g/1 con orea 1J g/1; NYDB. medio NYDB y CK: control (no tiene antagonista sino
sólo el patógeno).

(b): El diámetro de podredumbre corresponde a la media de 60 diámetros de podredumbre de cada tratamiento
(3 repeticiones de 10 frutas con dos orificios cada ana), es medida en centímetros, en los que se ha inoculado U cepa C. sake
(CPA-1) en una concentración de 2.10' ufc/ml. 2.10* y P. expansión a una concentración 1.10* conidios/mi.

(c): El % orificios respecto al total de 24 orificios (3 repeticiones de 4 frutas con dos orificios cada una).

Los tratamientos de cada conmina que presentan letras diferentes son estadísticamente diferentes, utilizando el test de
rango múltiple de Duncan en que las diferencias significativas fueron juzgadas en el nivel p<0.05.

Analizando los resultados obtenidos en la Tabla 65 se puede establecer que la efectividad de la

cepa C sake (CPA-1) sobre manzana "Golden Delicious", tras 30 días de conservación a 1 °C, es la

misma, tanto si es crecida en medio de melaza de caña de azúcar, como en medio de melaza de

remolacha azucarera como en la mezcla de las dos melazas como en NYDB.

El antagonista crecido en medio melaza de caña de azúcar muestra un buen nivel de control (15 %

de orificios podridos) que es estadísticamente igual a la crecida en medio melaza de remolacha

azucarera (20 % de orificios podridos) y mezcla de las dos melazas (28 % de orificios podridos).

La efectividad del antagonista no es significativamente menor en concentraciones bajas

(2.106 ufc/ml) en el medio de melaza de caña de azúcar 20 g/1 con melaza de remolacha azucarera

20 g/1 con urea 1,2 g/1, melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1 y melaza de remolacha

azucarera 40 g/1 con urea 1,2 g/1, ya que se observan buenos niveles de control sobre la

podredumbre del P. expansum.

Una vez establecido en la experiencia anterior, que la efectividad de la cepa C. sake (CPA-1), es

igual en todos los medios ensayados.

El objetivo de la segunda parte de este ensayo a mediana escala es el realizar pruebas de

efectividad en las condiciones a las que estaría sometido el microorganismo antagonista aplicado

en una central hortofrutícola en dos meses de frigoconservación, para poder determinar el tiempo
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máximo en que existe una buena efectividad del antagonista, con perspectivas de su aplicación

comercial.

Se realiza esta prueba siguiendo la metodología del apartado 22.1.6 del capítulo de Material y

Métodos.

Tabla 66: Efectividad de la cepa C sake (CPA-1) crecida en medio de melaza de caña de azúcar con urea, sobre

manzana "Golden Delicious" en condiciones de frigoconservación.

MEDKXa) 0 PODREDUMBRE^) "/„ORIFICIOS PODRTOOS(c)

30 DÍAS DE

M.C.U.40

M.r.U.40

CK

60 DÍAS DE

M.C.U.40

M.r.U.40

CK

FRIGOCONSERVACIÓN

2.107ufc/ml

0,05 b

0,06 b

0,97a

2.106ufc/ml

0,24 b

0,04 b

0,97a

2.107ufc/ml

5b

21,7 b

60a

2.106ufc/ml

18,3 b

5 b

60a

FRIGOCONSERVACIÓN

2.10'ufc/ml

l,17b

l,17b

3,64a

2.106ufc/ml

2,15 b

1,56 b

3,64a

2.10'ufc/ml

36,7 b

46,7 b

95a

2.106ufc/ml

61,7 b

53,3 b

95a

(a): medios de cultivo donde crece la cepa C. sake (CPA-1) que son M.c.U.40: Melaza de cana de azúcar 40 g/1 con orea 1J
g/1; M.r.U.40: Melaza de remolacha azucarera 40 g/1 con orea 1,2 g/1; NYDB: medio NYDB y CK: control (no tiene
antagonista riño sólo el patógeno).

(b): El diámetro de podredumbre corresponde a la media de 24 diámetros de podredumbre de cada tratamiento
(3 repeticiones de 4 frotas con dos orificios cada una), es medida en centímetros, en los qne se ha Inoculado la cepa C. sake
(CPA-1) en una concentración de 2.107 ofc/ml y P. expansión a ana concentración 1.104 conidios/ral.

(c):El % orificio* respecto al total de 60 orificios (3 repeticiones de 10 fratás con dos orificios cada una).

Los tratamientos de cada columna que presentan letras diferentes son estadísticamente diferentes, utilizando el test de
rango múltiple de Doñean en que las diferencias significativas fueron juzgadas en el nivel p<0.05.

Se realiza la primera lectura de los resultados, tras 30 días de ser sometida la manzana a

condiciones de frigoconservación.

La cepa C. sake (CPA-1) muestra en base a los resultados obtenidos (Tabla 66) un buen nivel de

control, que es estadísticamente igual tanto si es crecida en medio de melaza de caña de azúcar con

urea (5 % de orificios podridos), como en medio de melaza de remolacha azucarera con urea

(21 % de orificios podridos), pero muy superior al control (60 % de orificios podridos).
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Si la misma fruta se mantiene por 30 días más (total 60 días) bajo las mismas condiciones de

frigoconservación, continúa manteniéndose buenos niveles de control, como se observa en la cepa

crecida en medio de melaza de caña de azúcar (36 % de orificios podridos) siendo un poco inferior

a pesar de ser estadísticamente iguales en el medio de melaza de remolacha azucarera (46 % de

orificios podridos), y también superior al control (95 % de orificios podridos).

En la mayoría de los resultados tanto de los 30 días como de los 60 días de frigoconservación, se

observa que el incremento de la concentración de la cepa C. sake (CPA-1) que se inocula de

2.107ufc/ml, 2.106 ufc/ml, no mejora notoriamente el control, ya que a una concentración de

2.106ufc/ml, se mantiene un buen nivel de control de podredumbre en la fruta, dato que tiene

mucho interés a nivel de su utilización comercial.

7.5. Determinación de la calidad y madurez de la fruta utilizada para las

pruebas de efectividad.

A pesar de que el estudio del estado de madurez de la fruta utilizada para las experiencias no es

uno de los objetivos del presente trabajo, en este caso es importante ya que es un factor que se

debe tener en cuenta para poder determinar la influencia que la calidad de la fruta en las pruebas

de efectividad del microorganismo antagonista.

Tabla 67: Resultados de los índices de madurez de la manzana "Golden Delicious" ensayada. Se incluyen los

resultados de las partidas de fruta de dos campañas.

TIPO DE FRUTA

Golden

Golden

Golden

D.

D.

D.

1

2

3

CAMPAÑA

96-97

97-98

97-98

PESO

(g)

208,5

185,9

224,9

DIÁMETRO

(cm)

8,1

7,7

8,4

DUREZA

(kg/cm2)

7,2

6,4

6,2

SÓLIDOS SOLUBLES

('Bru)

12,9

13,2

12,9

ACIDEZ

(g.ác.málic/1)

6,39

6,21

5,23

Factor que puede influir en la efectividad del microorganismo antagonista C. sake (CPA-1) crecido

en medio de melaza de caña de azúcar 40 g/1 con urea 1,2 g/1.

En la tabla 67 se detallan los resultados de los parámetros de madurez de los diferentes lotes de

manzana "Golden Delicious" utilizadas a lo largo de los dos años de ensayos.

Los resultados detallados a pesar de sus variaciones, indican que todas ellas tienen parámetros de

madurez aceptables (Tabla 2 de materiales) para la realización de los ensayos correspondientes.
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CONCLUSIONES

1. El germen de cebada es, de los subproductos agroalimentarios estudiados, el mejor medio de

cultivo para el crecimiento de la cepa Candida sake (CPA-1). Pero presenta el inconveniente de

la mayor laboriosidad en su preparación y superior coste económico.

2. Las melazas de caña de azúcar y de remolacha azucarera son los mejores subproductos

agroalimentarios ensayados, por su bajo coste, fácil preparación y elevado crecimento de la cepa

C sake (CPA-1).

3. La combinación de subproductos agroalimentarios no mejora de forma apreciable el alto

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) obtenida en los mejores medios simples.

4. La mayor producción de la cepa C. sake (CPA-1) se ha obtenido en el medio de cultivo melaza

caña de azúcar 40 g/1 y urea 1,2 g/1, a una temperatura entre 24 y 26 °C y en un intervalo de

tiempo entre 40 y 42 h. En estas condiciones la cepa presenta una afta efectividad en el control

de Pénicillium expansum en manzanas "Golden Delicious".

5. La cepa C. sake (CPA-1) crecida en los medios de cultivo de melazas, presenta un buen

crecimiento en el rango de pH de 3 a 9, utilizando como sustancia tamponante el ácido cítrico y

el hidrógeno fosfato de sodio.

6. La mínima actividad de agua que permite un buen crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1) es de

0,97. Esta actividad de agua se alcanza en un medio de 350 g/1 de melaza de caña de azúcar y

1,2 g/1 de urea. En estas condiciones la cepa presenta una afta efectividad en el control de

P. expansum en manzanas "Golden Delicious".

7. En el estudio de la evolución de la población de la cepa C. sake (CPA-1) en la superficie de

manzanas "Golden Delicious" conservada a 1 °C de temperatura y a diferentes condiciones de

atmósfera controlada, se detecta una importante disminución de la misma en los primeros 15

días, aumentando la población de forma considerable a partir de ese momento. No se observan

diferencias apreciables entre las distintas condiciones ensayadas.

8. La afta efectividad de la cepa C. sake (CPA-1) en el control del P. expansum no se ve

modificada en función de la fase de crecimiento en que se determina su efectividad.

9. Todas las muestras de melaza de caña de azúcar estudiadas muestran similitud en cuanto a sus

características físicas, y en todas ellas, la cepa C. sake (CPA-1) presenta un afto crecimiento no

inferior a 10* ufc/ml.
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10. La utilización de la urea del 98 % de pureza (0,74 ptas/g), en lugar de la urea 99% de pureza

(2,9 ptas/g) en el medio de cuhivo de melaza caña de azúcar 40 g/1 y urea 1,2 g/1, no da lugar a

diferencias en el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

11. A partir de una concentración inicial de 1.104 ufc/ml, en el medio de melaza de caña de azúcar

40 g/1 y urea 1,2 g/1, se obtienen producciones de la cepa C. sake (CPA-1) del orden de 4,9.10s

ufc/ml, observándose que al aumentar la concentración inicial en el medio de cultivo, no se

supera el exponento 8 de crecimiento.

12. El medio de cultivo de melaza de caña de azúcar 40 g/1 y urea (98% de pureza) 1,2 g/1 es el

mejor de los ensayados, en cuanto a producción de la cepa C sake (CPA-1) (4,7.10s ufc/ml) y

coste (1,48 ptas/1).
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OPTIMIZACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DEL AGENTE DE BIOCONTROL Candida sake (CPA-1)

TESIS DOCTORAL

RESUMEN

Las diversas patologías de la postcosecha de frutas han sido controladas durante muchos años por

fungicidas químicos de síntesis. Debido a que los tratamientos químicos son potencialmente tóxicos,

se están haciendo grandes esfuerzos por restringir o eliminar su utilización. Entre las nuevas

estrategias que se están desarrollando se considera al control biológico como uno de los medios mas

efectivos en el control de las enfermedades füngicas en la postcosecha de frutas.

El tratamiento con los microorganismos antagonistas se puede realizar a la entrada de la fruta en las

cámaras frigoríficas, utilizando las mismas tecnologías y equipos que se emplean con los productos

fitosanitarios.

La cepa de Candida sake (CPA-1), fue aislada de la superficie de manzanas procedentes de

frigoconservación, por investigadores de la Unitat de l'Àrea de Postcollita del Centre UdL-IRTA.

Esta cepa presenta una efectividad muy elevada como antagonista en el control de los principales

mohos causantes de podredumbres en postcosecha de fruta. La citada cepa está patentada en el

Estado Español y se encuentra pendiente de aprobación en otros 21 países.

La optimización de la producción del agente de biocontrol C. sake (CPA-1) es fundamental para su

futura comercialización. Esta producción se debe lograr al menor coste económico posible sin

detrimento de la obtención de una alta población microbiana y del mantenimiento de la elevada

efectividad en el control de los patógenos.

Los principales objetivos a realizar en la presente tesis doctoral han sido:

1. Determinación de medios de cultivo económicos (subproductos agroalimentarios) adecuados

para la producción de la levadura C. sake (CPA-1).

2. Mejora nutricional del mejor medio de cultivo para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1)

3. Determinación de las condiciones (temperatura, pH, actividad de agua y tiempo) más favorables

para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1).

4. Determinación de la dinámica poblacional de la cepa C. sake (CPA-1) en manzanas "Golden

Delicious" conservadas a 1 °C de temperatura y a diferentes relaciones de oxígeno y anhídrido

carbónico.

5. Evaluación de la efectividad de la cepa C. sake (CPA-1), crecida en los mejores medios de

cultivo seleccionados.

6. Evaluación de la efectividad de la cepa de C. sake (CPA-1) producida en diferentes condiciones
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de crecimiento (actividad de agua y tiempo).

Se seleccionaron un total de 8 subproductos agroalimentarios, en base a la bibliografía consultada,

para determinar su potencial como medios de cultivo económicos, estos fueron: Levadura de

cerveza, bagazo de cebada, concentrado de zumo de manzana, germen de cebada, melaza caña de

azúcar, melaza remolacha azucarera, lactosuero y el derivado láctico. El germen de cebada fue el

mejor medio de cultivo para el crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1), aunque presenta el

inconveniente de la mayor laboriosidad en su preparación y superior coste económico, respecto a los

otros estudiados. Mientras que las melazas de caña de azúcar y de remolacha azucarera fueron los

mejores subproductos agroalimentarios ensayados, por su bajo coste, fácil preparación y elevado

crecimiento de la cepa C. sake (CPA-1). Se realizó la combinación de los subproductos

agroalimentarios estudiados, pero ésta no mejoró de forma apreciable el crecimiento de la cepa C.

sake (CPA-1), respecto a la obtenida en los mejores medios simples.

La mayor producción de la cepa de C. sake (CPA-1) se obtuvo en el medio de cultivo melaza caña

de azúcar 40 g/1 y urea 1,2 g/1, a una temperatura entre 24 y 26 °C y en un intervalo de tiempo entre

40 y 42 horas. En estas condiciones la cepa presentó una alta efectividad en el control de

Pénicillium expansum en manzanas "Golden Delicious".

Al mismo tiempo, se determinó en los medios de cultivo de melazas, el rango de pH y actividad de

agua en los cuales la cepa C. sake (CPA-1) tenia un buen crecimiento. El rango de pH fue de 3 a 9,

utilizando como sustancia tamponante el ácido cítrico y el hidrógeno fosfato de sodio y la mínima

actividad de agua que permitió un buen crecimiento fue de 0,97. En estas condiciones la cepa

también presentó una aha efectividad en el control de P. expansum en manzanas "Golden

Delicious".

En el estudio de la evolución de la población de la cepa C. sake (CPA-1) en la superficie de

manzanas "Golden Delicious" conservada a 1 °C de temperatura y a diferentes condiciones de

atmósfera controlada, se detectó una importante disminución de la misma en los primeros 15 días,

aumentando la población de forma considerable a partir de ese momento. No se observaron

diferencias apreciables entre las distintas condiciones ensayadas.

También se observó que la efectividad de la cepa C. sake (CPA-1) en el control del P. expansum no

se modificó en función de la fase de crecimiento en que se determinó su efectividad.

El medio de cultivo de melaza de caña de azúcar 40 g/1 y urea (98% de pureza) 1,2 g/I es el mejor

de los ensayados, en cuanto a producción de la cepa C. sake (CPA-1) (4,7.10* ufc/ml) y coste (1,48

ptas/1).
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