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Modelos cinéticos sigmoidales aplicados al
crecimiento de Saccharomyces boulardii

Kinetic models applied to the growth of Saccharomyces boulardii

Alex Danny Chambi Rodriguez'**, Ana Ménica Torres Jiménez>®
Resumen

La microbiologia predictiva es una interesante herramienta que permite evaluar el comportamiento de biomasa y metabolitos en diferentes
medios de cultivo, proporcionandonos multiples beneficios ya sean de caracter cientifico o industrial, por estas y otras razones el objetivo
de la presente investigacion fue evaluar modelos cinéticos sigmoidales aplicados al crecimiento de Saccharomyces boulardii en leche.
Para tal efecto, se prepard matraces con 200 ml de leche fresca de vaca, previamente esterilizada a 121 °C x 15 min, luego las cepas fueron
inoculadas a una temperatura de 37 °C e incubadas a la misma temperatura en agitacion constante de 20 revoluciones por minuto (rpm) en
baflo maria con agitacion, por 7 h; para la construccion de las curvas y la obtencion de las constantes de crecimiento se realizaron conteos
de unidades formadoras de colonia por mililitro (ufc/ml) en intervalos de una hora, con un microscopio monocular y camara de Neubauer.
También se midio el pH y acidez titulable expresado en acido lactico. Los datos obtenidos fueron convertidos a escala logaritmica para
aplicar las ecuaciones sigmoidales de Gompertz, Logistico, Logistico modificado y Weibull. Los resultados del modelamiento cinético
nos dieron que los modelos Logistico y Logistico modificado presentaron un mejor ajuste en comparacion a los restantes. Asimismo, el
modelo de Weibull presento el valor mas bajo de ajuste, por otro, en el analisis de los criterios estadisticos todos los modelos excepto
Weibull presentan similitud. Finalmente, cada modelo sigmoidal permitié evaluar el crecimiento de Saccharomyces boulardii con cada
una de sus constantes cinéticos.
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Abstract

Predictive microbiology is an interesting tool that allows evaluating the behavior of biomass and metabolites in different culture media,
providing multiple benefits, whether scientific or industrial, for these and other reasons the objective of this research was to evaluate
applied sigmoidal kinetic models to the growth of Saccharomyces boulardii in milk. For this purpose, flasks were prepared with 200 mL
of fresh cow’s milk, previously sterilized at 121 °C x 15 min, then the strains were inoculated at a temperature of 37 °C and incubated at
the same temperature under constant shaking of 20 revolutions per minute (rpm) in a water bath with shaking, for 7 h; To construct the
curves and obtain the growth constants, colony-forming units were counted per milliliter (cfu/ml) at one-hour intervals, with a monocular
microscope and Neubauer chamber. Also, the pH and titratable acidity expressed in lactic acid were measured. The data obtained were
converted to a logarithmic scale to apply the sigmoidal equations of Gompertz, Logistic, Modified Logistic and Weibull. The results of
the kinetic modeling gave us that the modified Logistics and Logistics models presented a better fit compared to the rest. Likewise, the
Weibull model presented the lowest value of adjustment, on the other hand, in the analysis of the statistical criteria, all models except
Weibull present similarity. Finally, each sigmoidal model allowed to evaluate the growth of Saccharomyces boulardii with each of its
kinetic constants.
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estudios que produjeron modelos cinéticos para predecir
la situacion de crecimiento de los microorganismos,
centrando especial atencion en el tiempo de retraso, la
tasa de crecimiento especifica maxima y pardmetros
cinéticos que pueden ayudar a los investigadores ya
sea en el control, eliminacion de algunos de ellos o a la
produccion de alimentos que contengan microorganismos
que beneficien al consumidor (Gu, Sun, Tu, Dong, y Pan,
2016).

La leche es uno de los alimentos mas consumidos
debido a su gran potencial nutricional, entre los cuales
se destaca el aporte de minerales esenciales y una
importante fuente de calcio biodisponible para el ser
humano (Guevara, Montero, Valle, y Avilés, 2019).
Asimismo, los beneficios de este alimento no se limitan
exclusivamente a su valor nutricional, sino que se
extiende mas alla ya que puede constituir un factor de
prevencion de algunas patologias vasculares, algunos
tipos de cancer, hipertension arterial y patologias Oseas
o dentales (Fernandez et al., 2015). Pese a las bondades
antes mencionadas el tiempo de vida util de este producto
es relativamente corto debido a diferentes factores como
la degradacion de lipidos y contaminaciéon microbiana,
es asi que se realizan experimentos con adicion de
probidticos, que demuestran innumerables beneficios en
el consumidor: como la regulacion bacteriana a lo largo
de la cadena digestiva, ya que estas contienen protectores
naturales como es el caso de acidos organicos, peroxido de
hidrogeno, bacteriocinas y sustancias especificas, como
péptidos antivirales o péptidos de bajo peso molecular,
asimismo, efectos inhibitorios de acidos grasos y
finalmente el incremento de la vida util (Pahumunto et
al., 2020; Yerlikaya, 2019).

Entre los microrganismos de accidén probidtica
tenemos a Saccharomyces boulardii este microorganismo
puede mantenerse viable y activo de modo que al ser
ingerida pueda dar efectos farmaco dindmicos semejantes
a los efectos fisiologicos de la flora intestinal normal
(Pefia, 2007; Vega, Martinez, Montafiez, y Rodiles,
2016); esta actia como un transportador liberando
enzimas, proteinas y factores troficos durante su transito
interintestinal, mejorando las defensas inmunologicas
del huésped, la digestion y la absorcion de nutrientes es
por eso que el interés en este microorganismo, haciendo
que esta levadura se vuelva una fuente importante para
la obtencion de productos probioticos (Mejia, Montoya,
Cortés, y Saavedra, 2016; Sen y Mansell, 2020).

Por tal motivo, el objetivo de esta investigacion
es evaluar modelos cinéticos sigmoidales aplicados al
crecimiento de Saccharomyces boulardii en leche fresca
de vaca.
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Metodologia
Recoleccion y analisis fisicoquimico

La leche fresca de vaca fue recolectada en la finca
ganadera de la Universidad Peruana Union campus
Juliaca, en botellas estériles de 500 ml las cuales
fueron transportadas a las instalaciones del centro de
investigacion en ciencia de los alimentos (CICAL)
de la escuela profesional de ingenieria de industrias
alimentarias para realizar la caracterizacion fisicoquimica
de la misma la cual estuvo comprendida por: acidez, la
cual se realizo mediante titulacion alcalimetria segin el
método AOAC — 947.05 que consistid en la titulacion
de la muestra con NaOH 0.1N como titulante y solucién
alcohoélica de fenolftaleina al 1% como indicador, los
calculos fueron expresados en gramos de acido lactico
por 100 ml (g/100ml) de leche. Los solidos totales por
desecacion en una estufa de conveccion de marca Binder
a 105 + 2 °C expresados en g/100 ml, el porcentaje de
proteinas por el método Kjeldahl AOAC 928.08, la
densidad de la leche se determino con un lactodensimetro
QUEVENNE graduado mediante la metodologia AOAC
925.22. El pH, fue medido en un potenciémetro de mesa
SI Analytics modelo Lab 850 y el contenido de grasa por
el método de digestion acida en butirdbmetro con acido
sulfurico concentrado aplicando la metodologia AOAC
989.05.

Analisis microbiolégico

Para determinar la presencia de coliformes totales y
realizar el conteo correspondiente se utilizo la técnica de
dilucion y sembrado en placa, para tal efecto se tomo 10 ml
de la muestra la cual fue diluida en un matraz Erlenmeyer
conteniendo 90 ml de solucion salina peptonada al 1%,
esta mezcla constituy6 la primera dilucion (10-") seguidas
de diluciones en tubos con 9 ml de la misma solucion,
llegando hasta la dilucion 10+, luego se depositd 1 mL
de cada dilucion en placas Petri con agar MacConkey,
las cuales fueron llevadas a incubacion a 37 °C por 24 h,
Asimismo, para el conteo de mesoéfilos aerobios se realizd
la misma metodologia con la tnica variante que fue el
medio de cultivo, ya que en este caso se usé Plate Count
Agar, los resultados para ambos casos se expresaron en
unidades formadoras de colonia por mililitro (ufc/mL).

Cepa de levadura y condiciones de crecimiento
Los experimentos fueron realizados con cepas

liofilizadas de Saccharomyces boulardii (Hansen CBS
5926) marca Merck de procedencia mexicana siendo
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la leche fresca de vaca el medio de cultivo para este
microorganismo, la misma que fue separada en matraces
de 250 ml, las cuales fueron esterilizadas en autoclave
marca STURDY a 121 °C por 15 min, pardmetros bajo los
cuales se evita la interferencia de otros microorganismos
asegurando la esterilidad de los medios.

Luego se procedio a realizar la activacion de
Saccharomyces boulardii en una solucioén de sacarosa al
2%, luego se tomo 1 ml de la solucion de la cepa y se paso
a inocular en la leche fresca de vaca a una temperatura
de 37 £ 1 °C, con una agitacion constante de 20 RPM
regulado por un bafio maria BS — 11 y a cada una hora (0
— 6 horas de incubacion) se retiraba cada matraz para el
conteo correspondiente; asimismo, se realizé monitoreo
de pH, porcentaje de acidez segin la metodologia antes
descrita.

Crecimiento microbiano y modelamiento matematico

Para las lecturas del incremento de biomasa se
utilizé un microscopio monocular LW SCIENTIFIC y una
camara Neubauer de 0,100 a 0,00025 mm? expresando
los resultados en unidades formadora de colonias por
mililitro (ufc/ml) los cuales fueron convertidos a escala
logaritmica y asi realizar el respectivo modelamiento
cinético mediante el algoritmo Gauss Newton en el
software Minitab v 19 con las siguientes ecuaciones:

Modelo de Gompertz

N:N0+C*exp<—exp(—B*(t—M))) (1

Donde: N es el nimero de microorganismos a un
tiempo t, N > 0 es el nimero de microorganismos en
momento inicial, el pardmetro C: logaritmo comun de
la diferencia entre la poblacion inicial y final en la fase
estacionaria, el pardmetro B representa la pendiente de la
curva y describe la tasa de crecimiento y M tiempo en el
cual la tasa de crecimiento es de mayor magnitud (Castro
et al., 2008).

Modelo Logistico

N=D/(1+exp(B-M*1)) )

Modelo Logistico Modificado

N:C+(D—C)/[1+exp(B*Ln(ﬁ}jJ (3)

Modelo de Weibull

N=C+(D—C)/exp(—B*tM) (4)

Asimismo, se hallo la velocidad especifica de
crecimiento (p_ ), duracion de la fase de latencia (A) y
el tiempo de generacion (G) (Cayré, Vignolo, y Garro
(2007).

_A*B

e

U (5)

A=M-L ©)
B

La comparacion de los diferentes modelos cinéticos
se realizé tomando la factibilidad de los mismos para
alcanzar el ajuste, determinando las constantes de
crecimiento correspondientes a cada modelo matematico
(Castro et al., 2008).

Modelos de bondad de ajuste

Para realizar el ajuste de los modelos para cada
tratamiento se aplico los criterios estadisticos sugeridos
por Torres, Barbosa, Meyer, Noda, y Sarduy (2012) entre
ellos tenemos a: iteraciones, suma final de los cuadrados
del error, cuadrado medio del error, desviacion estandar y
el coeficiente de determinacion R

Suma final de los cuadrados del error

n

SSE:Z(yi_)A}i)Z (7

i=1

Cuadrado medio del error

RMSE = (8)
Coeficiente de determinacion R?
2 ) (y =V )2
R =1-—2 5 ©)
2(y,-¥)
Resultados

Analisis fisicoquimico y microbiolégico

El andlisis fisicoquimico muestra que la leche
evaluada cumple con los parametros establecidos por la
NTP 201.001.2003, mostrados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Analisis fisicoquimico de la leche

Parametro Resultados Requisitos*
Proteina (%) 3,13 -

Grasa (%) 3,51 3,20

Solidos totales (%) 12,70 11,40

Acidez lactica (%) 0,18 0,13-0,17
pH 6,0 -

Densidad (g/ml) 1,028 1,029 - 1,034

*NTP 202.001.2016

La tabla 2, muestra los resultados del analisis
microbiologico, en ella se puede observar que el
parametro de mesofilos aerobios es superior a coliformes
totales.

Tabla 2. Analisis microbioldgico

Limites*®

M M
Coliformes Totales 46 x 10° 10? 103
Meso6filos aerobios 60 x 10* 5x 10° 10°

*NTP 202.001.2016

Microorganismo ufc/ml

Crecimiento microbiano y modelamiento matematico

En la tabla 3 se puede apreciar los valores de
crecimiento de Saccharomyces boulardii tanto en ufc/mL
como en escala logaritmica para su posterior modelado
matematico, en estos valores se puede apreciar claramente
un orden creciente en funcion al tiempo.

Tabla 3. Crecimiento microbiano de Saccharomyces boulardii

Crecimiento Celular

Tiempo (Horas) ufc/mL (DE¥) LN Varianza Minimo Maximo Error Tipico
0 55+1,3 0,00 1.7 4,0 7,00 0,28

1 14,0 £2,6 093 6.7 11,0 17,00 0,57

2 25,5+£3,1 1,53 9.7 22,0 29,00 0,86

3 165,5+9,9 3,40 97.7 156 175 5,48

4 604 + 160,4 4,69 257413 408 800 113,16

5 1875 + 62,4 5,83 3900.0 1800 1950 43,30

6 3050 + 44 6,31 1933.3 3000 3100 28,86

*DE: Desviacion estandar; n = 3; LN: Logaritmo natural

En lafigura 1 se muestran los puntos experimentales,
la cinética microbiana y los modelos matematicos en los
que se puede apreciar diferentes ajustes en las curvas con
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Figura 1. Curva de crecimiento microbiano por cada modelo cinético sigmoidal
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En la tabla 4 se muestra los parametros de la
cinética de crecimiento, con respecto al logaritmo comuin
de la diferencia entre la poblacion inicial y final en la fase
estacionaria (C) Gompertz reporta el mayor valor con 8,0
seguido de Logistico modificado con 7,1 y finalmente de
logistico y Weibull con valores inferiores de 7,0 y 6,475
respectivamente, la tasa de crecimiento (B) fue mayor

en el modelo Logistico modificado con 3,474 seguido de
Weilbull con 2,626; sobre el tiempo de mayor magnitud
en la tasa de crecimiento (M) los modelos Logistico y
Logistico modificado presentaron los valores mayores
(2,968 y 3,416 respectivamente) con respecto a p . Ay
G cada una de las ecuaciones presento diversos valores
que pueden ser aplicados para diversos objetivos.

Tabla 4. Parametros de la cinética de crecimiento por cada modelo

matematico
Parametros
Modelo Bmax A G
C B M D B
hhH )
Gompertz 8,0 1,446 0,548 - 4,115 0,813 0,168
Logistico 7,0 1,152 2,968 -0,413 20,274 0,051 0,034

Logistico Modificado 7,101 3,474 3,416 0,802 24,257 0,724 0,028

Weibull

6,475 2,626 0,031 0,682 0,200 52,45 3,453

Modelos de bondad de ajuste

La tabla 5, muestra los criterios estadisticos y el
ajuste que se calculd correspondiente a cada modelo
matematico; el coeficiente de determinacion (R?) muestra
que el mejor ajuste corresponde a Gompertz (R*= 0,98),
sin embargo, todos los ajustes presentaron valores
superiores 0,8, también los valores de las iteraciones
sugieren que los modelos de Gompertz y Logistico
presentan los valores mas bajos (11,0) con un mismo
dato encontrado ya en el caso de los modelos Logistico
modificado y Weilbull con los valores superiores (15,0
y 17,0 respectivamente); con respecto a la suma de

Tabla 5. Criterios estadisticos

cuadrados del error el modelo Logistico modificado
presento el valor mas bajo (0,650) y el mayor valor el
modelo de Gompertz (0,941), asimismo los grados de
libertad del error nos muestran un mayor analisis de datos
(11,0) en la ecuacion de Gompertz con respecto a los
demas, referente al cuadrado medio del error el modelo
matematico de Logistico modificado presento el valor
mas bajo (0,081) a diferencia de Weibull que obtuvo el
valor mas alto (0,088) y finalmente la desviacion estandar
muestra que el modelo que tuvo menor variabilidad de
datos fue el modelo Logistico modificado en comparacion
a los demas modelos cinéticos.

Modelos cinéticos

Gompertz Logistico Logistico Modificado Weibull

Criterios

R - cuadrado 0,98
Iteraciones 11,0
Suma de Cuadrados del Error (SCE) 0,941
Los grados de libertad para el error 11,0
El cuadrado medio del error 0,085
desviacion estandar 0,292

0,91 0,90 0,88
11,0 15,0 17,0
0,832 0,650 0,707
10,0 8,0 8,0
0,083 0,081 0,088
0,288 0,285 0,297

La figura 2 muestra en andlisis de normalidad en
la que se puede observar que los datos obedecen a una
distribucion normal indicando una alta confiabilidad de

la investigacion desarrollada, con un valor p > a 0,05
(0,181).
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0 2 4 5 8
Log (ufc/ml)

Figura 2. Grafica de probabilidad normal de crecimiento
bacteriano

Monitoreo de pH y acidez

Con respecto al pH y la acidez se observa que no
hubo cambios sustanciales en estos (Tabla 6) sobre el pH
se observa un descenso de 6.9 a 6.0; con respecto al % de
acidez se ve un incremento de 0,18 a 0,20.

Tabla 6. Monitoreo de pH y % de acidez

Tiempo pH % De Acidez
0 6,9 0,18
1 6,9 0,19
2 6,6 0,19
3 6,6 0,20
4 6,3 0,20
5 6,3 0,20
6 6,0 0,20
Discusion

Con respecto a los valores hallados en la tabla 1
se hall6 similitud a los reportados por Brousett, Torres,
Chambi, Mamani, y Gutiérrez (2015), con un % de
proteinas promedio de 3.04 + 0.18, con respecto al %
de grasa con 3.31 £+ 0.18, sobre ¢l % de contenido de
solidos totales valores promedio de 12.40 + 0.47, el %
de acidez lactica con 0.18 + 0.01, pH de 6.5 = 0.3 y una
densidad de 1.029 g/ml, todas estas son indispensables
en el metabolismo de la levaduras sobre todo por su
rica composicion de compuestos nitrogenados que
intervienen en el anabolismo y catabolismo. Asimismo,
los valores de coliformes totales hallados (Tabla 2) son
bajos en comparacion a los de Ccopa (2009), con una
valor de 2 x 10* ufc/ml; sin embargo, ocurre lo contrario
con Mesofilos aerobios, con un valor de 174 x 10?%; es asi
que para Fuentes, Ruiz, Sanchez, Avila, y Escutia (2013),
estos parametros son muy importantes ya que de ellos
depende la calidad sanitaria de la leche.

Los valores de crecimiento microbiano (Tabla
3) obtenidos nos muestran que la leche fresca de

m 52

vaca usada en el experimento contiene las cantidades
suficientes en nutrientes para el buen desarrollo de la
biomasa y metabolitos de SB. Segun Mesa, Mas, Anaya,
Cobo y Diaz (2016), atribuyen este fendomeno a que la
leche contiene proteinas y azuicares, para realizar el
metabolismo necesario para Saccharomyces boulardii.
Zumbado, y Wong (2006)
concuerdan con lo expuesto, ya que en su estudio en la

Asimismo, Esquivel,
levadura Kluyveromyces marxianus demostraron que los
componentes de la leche funcionan como un buen sustrato
para las levaduras obteniendo biomasa y metabolitos.
Las curvas de crecimiento de Saccharomyces
boulardii (Figura 1) mostradas se adecuan a la elaboracion
de cinética microbiana y estas son: segin Castro et al.,
(2008), mejores que los modelos de regresion lineal simple,
puesto que los modelos no lineales pueden determinar las
fases de crecimiento de los microorganismos aplicados
en numerosos estudios y necesario para el desarrollo de
maquinarias. Vanegas y Ramirez (2016) en su estudio
del crecimiento de Pseudomonas aplicando el modelo de
Gompertz, Logistico y Baranyi, describe que el modelo
de Gompertz es optima en la construccion de las curvas
de crecimiento microbiano de modo que los resultados
obtenidos corroboran lo demostrado en el presente trabajo.
Por otro lado, los pardmetros cinéticos hallados (Tabla 4)
describen el comportamiento de cada una de las curvas
nos permiten aprovechar cada una de sus caracteristicas
tales como la tasa maxima de crecimiento, la velocidad y
demas mencionados, Castro et al. (2008) concuerda, en
su estudio que existe similitud de parametros entre los
modelos sigmoidales ya que estos definen el crecimiento
en curvas bien definidas; es asi que los modelos
matematicos aplicados en la cinética microbiana pueden
describir el comportamiento celular en bacterias como
Pediococcus acidilactici (Chowdhury, Chakraborty, y
Chaudhuri, 2007), para Belda et al. (2014), los modelos
como Gompertz permite aprovechar las bondades de
estas ecuaciones con respecto a las constantes cinéticas.
Por otro lado, los valores de los criterios estadisticos
analizados nos muestran que los modelos presentan un
buen ajuste los cuales concuerdan con los datos hallados
por Torres et al. (2012); puesto que, en su estudio demostrd
que el modelo logistico presenta un mejor ajuste. En el caso
de las iteraciones Candotti, Mavares, y Velasquez (2014)
sugieren la aplicacion de estas para la optimizacion en el
uso de modelos matematicos siendo los de mejor ajuste
las ecuaciones de Gompertz y Logistico, la diferencia en
los valores de las iteraciones se debe a la convergencia
de los datos analizados para cada uno de los modelos, es
decir a mayor valor la convergencia sera mas alta; por
otro lado, estos influyen directamente en el SCE (Gil,
20006). Castro et al. (2008), muestra valores altos en SCE
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que oscila entre 3,43 a 3,93 siendo el mas bajo otorgado
al modelo de Richards y el mas alto al de Gompertz que
se asemeja a lo hallado en la presente investigacion, sobre
los grados de libertad del error Gonzalez, Goicochea,
Quintero, Rubio, y Aranguren (2007), mencionan que un
valor alto en los grados de libertad es prueba de una alta
significancia, la cual corresponde al modelo de Gompertz
en nuestra investigacion

Asimismo, para Montgomery, Peck, y Vining,
(2018), esta distribucion de datos nos muestra que existe
normalidad siendo el modelado de estos el correcto
(Figura 2).

Nissen, di Carlo, y Gianotti (2020), en su trabajo
de fermentacion de bebidas por probiodticos con diversos
microorganismos mostrd descensos de pH de 7.18 = 0.01
apH 4.74 + 0.10 en un tiempo de seis horas, en contraste
a lo observado en nuestro estudio (Tabla 6) se ve un
descenso mas lento; con respecto a la acidez Chavan, Gat,
Harmalkar, y Waghmare (2018), report6 un incremento de
esta con respecto al tiempo tal y como ocurre en nuestros
tratamientos.

Conclusiones

Mediante el modelado matematico se logrd evaluar
las curvas de crecimiento microbiano, estas fueron
muy precisos para describir los comportamientos de
Saccharomyces boulardii en leche de vaca; cada modelo
muestra un ajuste diferente siendo el modelo Logistico
y Logistico modificado los que tuvieron un mejor
desempefio en el modelamiento, seguido de Gompertz y
Weibull.

Asimismo, se obtuvo los parametros microbioldgicos
que permiten describir el comportamiento adecuado de la
curva de crecimiento que permiten predecir, determinar
condiciones 6ptimas para el crecimiento microbiano y asi
aprovechar cada una ellas a diferentes aplicaciones.

Finalmente, resulta importante seguir con estudios
que permitan evaluar la utilizacion de multiples sustratos
con cepas probidticas y modelos matematicos para el
desarrollo de productos probidticos.
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