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Resumen

El presente trabajo de tesis realizado en casa tuvo como objetivo el desarrollaruna
aplicacion movil (Sensor de Luz) para el Smartphone Motorola Moto E5®, con ayuda
de la plataforma MIT App Inventor®. La aplicacion desarrollada se acoplé a un
dispositivo laser para medir cambios en la turbidez de un medio de cultivo conla
levadura Saccharomyces cerevisiae utilizando el sensor de luz del teléfono. Los
datos obtenidos fueron transformados a unidades de densidad éptica relativa y de
esta manera se caracterizd el crecimiento de la levadura en diferentes medios de
cultivo. Los resultados obtenidos confirmaron que fue posible determinar la cinética
de crecimiento de S. cerevisiae con un comportamiento similar al reportado en la
literatura, pero obtenido con equipo profesional. La aplicacién y el dispositivo
desarrollados tienen el potencial de ser utilizados en practicas de campo y podrian
sustituir a un turbidimetro convencional de laboratorio o un turbidimetro portatil del

actual mercado, con la ventaja de ser menos costoso y mas practico.
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1. Antecedentes

1.1 Métodos de cuantificaciéon de microorganismos
En la actualidad existen diversos métodos para la estimacidon del crecimiento de
los microorganismos, los cuales se basan en el conteo del numero de células
(métodos directos) o en el analisis de la interaccion de la radiacidon electromagnética
con cultivos celulares, asi como el analisis de la actividad metabdlica y/o la biomasa
de la muestra (métodos indirectos), con la finalidad de determinar el numero de

microorganismos en una muestra (Vierna, et.al., 2015).

De igual forma existen métodos para el conteo de microorganismos viables, los
cuales se fundamentan en determinar la presencia de microorganismos vivos.
Ejemplos: cuenta en placa y numero mas probable (NMP). Por otro lado, existen
meétodos para el conteo de microorganismos totales, los cuales carecen de la
capacidad para distinguir entre microorganismos vivos y muertos. Por ejemplo:

recuento microscopico, turbidimetria y nefelometria (Vierna, et.al., 2015).

1.2 Turbidez y turbidimetria
La turbidez se define por la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO),
como la “reduccion de la transparencia de un liquido causada por la presencia de
particulas no disueltas de un material distinto al propio liquido” (ISO 7027-1, 2016).
Al ser un indicador de apariencia Optica, ocasionado por la dispersion y absorcion
de la energia luminica a través del liquido, la turbidez sélo puede ser medida usando

técnicas opticas. La turbidez se fundamenta en la relacién de la intensidad

12



de la luz incidente y de la luz dispersada por el medio, mediante la ley de Lambert-
Beer, la cual nos dice que la absorcion de luz a través de una sustancia es
proporcional a la concentracion de particulas de la misma (Ecuacién 1) (Acebo,

et.al., 2013).

A=¢l-c

Ecuacion 1. Ley de Lambert Beer (Acebo, et.al., 2013).

Donde:

A=Absorbencia (U.R.)

= Coeficiente de extincion molar (L/mol*cm)
| = longitud de la celda (cm)

c= concentracion de particulas (mol/L)

La turbidez se mide utilizando técnicas de turbidimetria y nefelometria. En esta
ultima se cuantifica la intensidad de la luz dispersada por la muestra bajo analisis y
el sensor se encuentra montado en un angulo de 90° del rayo de luz incidente. Por
otro lado, en la turbidimetria se mide la absorbencia de la muestra en estudio. La
técnica es comunmente utilizada para medir el crecimiento de microorganismos en
un medio liquido, los cuales bloquean y reflejan la luz que atraviesa el medio (Acebo,
et.al., 2013). Una ventaja considerable de esta técnica es que, al ser aplicada en
microbiologia predictiva, permite una estimacion rapida vy relativamente sencilla del
crecimiento microbiano. La gran desventaja de esta técnica como estimacion del
crecimiento microbiano, es que no permite discernir entre células viables o

muertas, porque desde el punto de vista de la fisica, una
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célula viva o muerta, sigue siendo una particula en el medio que impide el paso de
la luz, aunado a esto, todas esas particulas absorben a la misma longitud de onda

(Vidal, et.al., 2014).

1.3 Absorbencia, transmitancia y densidad 6ptica
La absorbencia es una medida que cuantifica la radiacién que absorbe una
sustancia a una determinada longitud de onda. Por otro lado, la transmitancia se
define como la proporcion de luz transmitida que atraviesa una sustancia con
respecto a la luz que incide en ella (Vidal, et.al., 2014). A su vez, la densidad
Optica es la absorbencia por unidad de longitud (cm) que recorre la luz al atravesar

la sustancia (Vidal, et.al., 2014).

Una expresidn que nos resultara util para el propésito del presente proyecto es la
Ecuacién 2, la cual indica que la densidad 6ptica de la muestra es el logaritmo

inverso de la transmitancia (Vidal, et.al., 2014).

DO = —Eogm (T)

Ecuacion 2. Densidad optica (Vidal, et.al., 2014).
Donde:

D.O. = Densidad optica (U.R.)

T= Transmitancia (lux)
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1.4 Funcionamiento de un turbidimetro
El haz de luz atraviesa el fluido de la muestra, entonces, los sdlidos suspendidos
dispersan la luz en todas direcciones. La reduccién de la intensidad del haz de luz
se debe a la difusién del haz por dichos sdélidos suspendidos en el medio. Sin
embargo, la absorcion de la radiacion incidente por sustancias coloreadas disueltas
también reduce la intensidad de la luz y debe tenerse en cuenta para contrarrestar

este efecto, de forma manual o automatica (Acebo, et.al., 2013).

En el analisis de bajas cantidades de s6lidos suspendidos se suele usar la medida
de la luz dispersa, debido a que los fotodetectores detectan pequefios cambios en
la intensidad de la luz en contraste con un fondo oscuro. Sin embargo, este método
tiene como desventaja que con grandes cantidades de soélidos disueltos en la
muestra se produce una dispersion multiple que limita la cantidad de luz que recibe
el detector. Por lo tanto, se recomienda que a elevadas concentraciones de solidos
suspendidos se utilicen métodos de medicion alternativos, tales como los de

absorcion (Vidal, et.al., 2014).

Generalmente, un sistema para la medicion de turbidez consta de una fuente de luz,
un depdsito para la muestra en analisis y un fotodetector (fotodiodo,
fotorresistencia). La fuente de emisién de luz (LED o laser) tiene la capacidad de
emitir a una longitud de onda determinada. Existe un recipiente cristalino o frasco
donde se coloca la muestra en estudio y el fotodetector se comporta como receptor

de los fotones o sensor 6ptico. Dicho fotodetector se encuentra antes de
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un bloque de acondicionamiento, que permite amplificar y filtrar las sefales emitidas
por él en forma de impulsos eléctricos. Estas sefiales pueden ser introducidas en
una Unidad Central de Procesamiento y Control (UCPC) encargada de la
conversion analogica-digital de la sefal de entrada, asi como la cuantificacion y el
procesamiento matematico con el objetivo de proporcionar el resultado requerido.
Esto permite mostrar el valor de la turbidez medida después del procesamiento

digital (Sandrea, et.al., 2006).

Bloque de acondiconamiento
de la sefial de salida
1 ] del fotodetector
» BT
> MY 3 5| ! Ampificadén 1} TP 1
‘ [
Salidadel  [\_____._ i
e Fotodetector
LED Muestra Fotodetector

Calibrador

delasefal

UCPC [ Procesamiento J

Sefial para estimular la fuente de emision de
luz (LED)

Figura 1. Esquema general de un sistema para la medicion de la turbidez. Se compone de una
fuente de luz, muestra y fotodetector. Asimismo consiste de un bloque de acondicionamiento de la

sefal y una Unidad Central de Procesamiento y Control (UCPC) (Acebo, et.al., 2013).

1.5 Ventajas y desventajas de los turbidimetros

A continuacion, se enumeran algunas ventajas y desventajas en la utilizaciéon de

equipos de turbidimetria para la estimacion del crecimiento microbiano:

o Estimacion rapida del crecimiento de microorganismos (Acebo, et.al., 2013).
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o Gran aplicabilidad (analisis de agua, estimacioén de crecimiento microbiano,
analisis de fibrindgeno, triglicéridos, etc.) (Vidal, et.al., 2014).

o Portatiles (existen modelos portatiles de venta en internet) (HACH, 2021).

o No invasivos (no provocan lisis celular) (HACH, 2021).

o Permiten reutilizar la muestra (Vidal, et.al., 2014).

Desventajas

¢+ Costo elevado ($8,000 — $40,000 MXN) (HACH, 2021).

o Elevada concentracion celular (ya que, al existir una gran cantidad de sélidos
suspendidos, se produce una dispersion multiple de la luz, lo que limita la
cantidad de luz que logra atravesar la muestra y es captada por el detector)
(Acebo, et.al., 2013).

o Densidad 6ptica no es indicador directo de la viabilidad celular (las células
viables como las no viables absorben a una longitud de onda especifica)

(Acebo, et.al., 2013).

1.6 La levadura Saccharomyces cerevisiae como microorganismo
modelo para estudios de crecimiento microbiano
La medicidn de turbidez se utiliza para estimar el crecimiento de bacterias o
levaduras como una alternativa rapida a otras técnicas convencionales. Dentro de
los procesos biotecnolégicos donde se monitorean cambios en la turbidez
asociados al crecimiento de microorganismos se encuentra la fermentacion

alcohdlica (Acebo, et.al., 2013).
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La levadura del pan S. cerevisiae es un ejemplo de microorganismo capaz de crecer
en medios respiratorios o fermentativos (anaerobio facultativo). Durante la
fermentacidn, la unica via de generacion de ATP es la glucélisis, con dos reacciones
adicionales a la produccion de piruvato. Por lo anterior, la fermentacion alcohdlica
en S. cerevisiae es una via metabdlica que permite degradar azucares

transformandolos en etanol y didxido de carbono (Labuschagne, et.al., 2021).

CH>OH

OH
OH OH
OH + 2 Pi+ 2 ADP + 2NADH + 2 H* ™ >

A
H—C—C—0—H
I
2 H H + 2ATP + 2NAD* + 2CO;

Ecuacion 3. Reaccion quimica de la fermentacion alcohdlica. Adaptacion de la reaccion

propuesta por Avissar y colegas. Esta expresion nos muestra que a partir de una molécula de

glucosa obtendremos dos moléculas de etanol y dos moléculas de CO2 (Avissar, et.al., 2013).

La Ecuacién 3 resume la secuencia de transformaciones para degradar la glucosa
hasta dos moléculas de etanol y dos moléculas de dioxido de carbono (Avissar,
et.al., 2013). Es gracias a este proceso finamente regulado que la levadura puede
llevar a cabo sus multiples procesos metabdlicos, entre los que destacan, el

reproducirse y biotransformar diversos compuestos que le otorgan un sabor tipico
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a los derivados etilicos obtenidos en el proceso de fermentacion (Labuschagne,

et.al., 2021).

Glucosa

CZ NAD+
Glucdlisis 2 ADP D 2.
2{K7¥}

( neta) J
2 Piruvato

(NAD
Regeneracion LA
NAD* 2 NAD?
2 (actato

Figura 2. Esquema general de la fermentacién alcohdlica. Se muestra a la glucdlisis de forma
general, donde a partir de una molécula de glucosa se obtienen dos moléculas de piruvato, y

posteriormente estas ultimas se transforman en dos moléculas de etanol (Avissar, et.al., 2013).

Saccharomyces cerevisiae es una levadura que presenta células alargadas,
globosas o elipsoidales. En médios sodlidos, la apariencia de sus colonias es muy
diversa: principalmente son de color crema o ligeramente cafés, de lisas a rugosas,

en ocasiones sectorizadas y brillantes u opacas (Bonifaz, et.al., 2012).

Saccharomyces cerevisiae es un organismo modelo debido a su inocuidad, facilidad

de manejo y cultivo, ademas de que se conoce con precisidn su genoma
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completo. Los productos etilicos consumibles a partir de este proceso son: cerveza,

vino y otros (Sanchez, 2011).

Figura 3. Micrografia electronica de barrido de S. cerevisiae (Sanchez, 2011).

Figura 4. A) Cultivo de S. cerevisiae. B) Ascosporas de S. cerevisiae (Bonifaz, et.al., 2012).

En forma general se pueden presentar dos fendbmenos con respecto a esta
levadura: la produccion de etanol, para la elaboracion de cerveza y vino; o bien, la
formacion del anhidrido carbonico (COz2), durante la fabricacion del pan, sin olvidar

que también este microorganismo es utilizado para la produccién de probidticos.

Para el propdsito del presente trabajo, la levadura Saccharomyces cerevisiae fue

obtenida mediante sobres de levadura comercial de la marca TRADI-PAN®. TRADI-

PAN® es una levadura seca instantanea seleccionada de Saccharomyces
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cerevisiae elaborada bajo los mas estrictos procedimientos de control de calidad,
asegurando asi una calidad constante y una conservacién de su alto poder
fermentativo. Se trata de pequefios cilindros color beige con una superficie porosa,
los cuales son agregados deshidratados de esta levadura. El producto se debe

conservar en un lugar fresco y seco (TRADI-PAN®, 2008).

2. Planteamiento del Problema

Los turbidimetros comerciales son dispositivos cuyo precio ronda entre los
$15,000 y $40,000 MXN (HACH, 2021). Por otro lado, son dispositivos que
tipicamente no ofrecen portabilidad para estudios de campo. El precio de los
turbidimetros portatiles ronda entre los $8,000 y $20,000 MXN (HACH, 2021), y
pese a ser un dispositivo facil de transportar a las practicas de campo, sigue siendo
un equipo de precio relativamente elevado. Aunado a esto, son equipos de
disponibilidad relativamente restringida, ya que, en la mayoria de las ocasiones,

sélo los laboratorios e instituciones los pueden comprar.

En vista de que hoy en dia la adquisicion de un turbidimetro portatil es relativamente
costosa y de cierta forma restringida, en el presente proyecto se detalla una
propuesta de solucion de bajo costo utilizando un teléfono inteligente como
herramienta de medicion. Cabe resaltar que en 2020, existieron mas de 3.8 mil
millones de teléfonos inteligentes activos en el mundo. Las marcas preferidas fueron
Samsung® (Android®) y Apple® (i0S®) con 27 y 24 % de compra respectivamente.

Esto quiere decir que la poblacidon global tiene un acceso mas
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viable a dispositivos con sistema operativo Android®, que con respecto a
dispositivos con sistema iOS® (Kooistra, 2021). Especificamente en México, segun
datos del INEGI, 9 de cada 10 habitantes en nuestro pais posee un teléfono
inteligente. Es decir, 88.2 millones de usuarios poseen un Smartphone, cifras que
corresponden al 75.5 % de la poblacién mexicana total. El teléfono inteligente suele

ser el dispositivo electrénico preferido por el mexicano (INEGI, 2021).

Por esta razén, una meta del presente trabajo fue desarrollar una aplicacion maévil
(Sensor de Luz) para el Smartphone Motorola Moto E5®, con ayuda de la plataforma
MIT App Inventor®. La aplicacion desarrollada fue acoplada a un dispositivo para
medir la fermentacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Todo esto nos
permitié obtener datos de transmitancia (lux) vs tiempo (h) utilizando el sensor de
luz del teléfono, los cuales se transformaron a unidades de densidad éptica relativa,
es decir, unidades relativas (U.R.). De esta manera fue posible monitorear la cinética
de crecimiento de la levadura en diferentes medios de cultivo caseros (caldo papa-
sacarosa 1 % m/v e hidromiel al 5 % v/v). Cabe aclarar que el presente proyecto fue
realizado totalmente en casa debido al confinamiento impuesto por la pandemia de

Covid-19.

3. Hipotesis
s A mayor crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae en un cultivo,
habra una menor sefal de transmitancia detectada por el sensor de luz de

un teléfono inteligente.
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4. Objetivo general

Desarrollar una App movil para el sistema operativo Android®, acoplada a

un dispositivo para medir el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.

5. Objetivos particulares

Disefiar una App movil “Sensor de Luz” en MIT App Inventor® para el sistema
operativo Android®.

Disefar un dispositivo externo acoplado al sensor de luz del Smartphone
para medir el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Acoplar la App movil (sensor de luz) con el dispositivo para medir la
fermentacién de Saccharomyces cerevisiae.

Desarrollar medios de cultivo en casa (Caldo papa sacarosa 1% m/v e
hidromiel 5 % v/v) para medir el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.
Realizar pruebas “piloto” para conocer la velocidad de crecimiento y definir
los tiempos de muestreo idoneos del microorganismo en los medios de
cultivo correspondientes.

Obtener datos de transmitancia (lux) vs tiempo (h) y transformarlos en datos
de D.O. relativa (U.R.), con su respectivo manejo algebraico y grafico para
conocer la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.
Monitorear el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en los diferentes

medios de cultivo.
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6. Materiales

¢ Computadora laptop marca HP® DESKTOP-SBHS1A2 Intel inside (R),
Celeron(R), CPU: N3050, @ 1.60GHz

¢ Smartphone Motorola Moto E5®

+ Balanza digital para cocina marca QMOSHEN®

¢ Taza medidora marca Yuliana®

+ Recipientes medidores para jarabe marca MAVER®

¢+ Estufa marca Mabe®

¢ Recipiente de vidrio con parafilm

o Papel parafilm

¢ Garrafon de 20 L de agua marca CIEL®

¢+ Valvula airlock para anaerobiosis marca EHL®

o Laser diodo LD: 680 nm, 4 mW. Marca SHUANG.W®

+ Bateria para laser tipo reloj LR41H marca T&E® button cell 1.5 V

o Madera triplay, cartdén, barniz, pintura negra y clavos

+ Taladro y brocas de ¥%” marca TRUPER®

¢ Medio caldo papa sacarosa al 1 % m/v: agua, papa y sacarosa

¢ Medio hidromiel al 5 % v/v: agua y miel

s Utensilios de cocina (ollas de acero inoxidable, cucharas, pocillo de peltre)

¢ Tubos de ensayo 13x100 mm de 10 mL marca PYREX®

6.1 Material Biolégico

o Levadura instantanea TRADI-PAN® (Saccharomyces cerevisiae)
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7. Metodologia y procedimiento experimental

7.1 App movil “sensor de luz”
El disefio de la App se llevo a cabo utilizando un sistema de programacion en
bloques dentro de la plataforma MIT App Inventor®. Esto permitié registrar los

cambios en el sensor de luz de transmitancia (lux) vs tiempo (h) (Figura 5).

C&n’IMIT App'Inventor, cualquiera —
puede crear aplicaciones con impacto

global —

Ensago

Unase al MIT App Inventor Appathon for Good 2021
Haga clic aqui para obtener mas informacion.

IR

Figura 5. App movil “Sensor de luz” en MIT App Inventor®. A) Pagina principal de MIT App
Inventor® para crear nuevas apps, B) Registro gratuito y pagina de inicio para empezar nuevos
proyectos, C) Proyecto nuevo: vista de disefio en el teléfono, D) Proyecto nuevo: vista de disefio de

bloques ( MIT App Inventor®, 2021).

7.2 Programacién de la App
La aplicacion hace uso de un ambiente grafico que utiliza herramientas de cédigo

preestablecidas denominadas “bloques”. Cada bloque lleva a cabo una funcién
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especifica para la app movil. Adicionalmente, esta plataforma cuenta con un
emulador que permite probar la funcionalidad del cédigo de bloques en nuestro

dispositivo Android® sin necesidad de descargar la app completa.

Inicialmente se establecié el control parental de la app (color café) que permitio
controlar al sensor de luz en su totalidad. Se implementaron diferentes bloques para
medir la luz detectada por el sensor de luz ambiental, también conocido como
Ambient Light Sensor (ALS). Por ejemplo, el bloque para captar la sefal de luz e
interpretarla (color verde obscuro), el bloque para establecer las condiciones
numeéricas de la variable X y Y (color azul), es decir, 3 decimales después del punto
para la variable Y y el bloque para definir el nombre de las variables X (tiempo) vs
Y (transmitancia), cuyo color de los bloques es anaranjado. Este médulo de bloques
en conjunto funciona con el esquema légico “if’ (supuesto) vs “then” (respuesta)

(Figura 6).

cuando QEN( N5 g8EM LightChanged

illuminance

ejecutar poner EEELEED . BEECES® como | dar formato decimal al nimero l‘ (el =1 illuminance

decimales | [EEELEIE

L -

Figura 6. Primer médulo de bloques “illuminance”. Este bloque permite el control del ALS
(Ambient Light Sensor) del dispositivo moévil para que pueda captar una sefial de luz e interpretarla

como transmitancia de la luz a través de la muestra (lux) vs tiempo (h).

Aunado a esto, se insertd un control adicional de impresién en pantalla. Esto
permitioé visualizar los resultados en la pantalla del teléfono inteligente (Figura 7).

Este segundo moédulo de bloques consiste de un bloque de control de impresién
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de pantalla (color café), asi como de un bloque de légica (color verde claro), de tal
forma que, si no existe una sefal de luz captada por el sensor, no existira una lectura
en la pantalla del dispositivo. El bloque verde azulado permite la operacion del
sensor de luz del Smartphone. El bloque morado realiza procedimientos, en este
caso, detecta la sefal de luz mediante el sensor y la interpreta como una respuesta
en la pantalla del Smartphone. El bloque rosa funciona para mostrar las unidades

de las variables en la pantalla. (Figura 7).

cuando [BoténAtras
ejecutar || si -:l ([0 TaifunLight! = 8 Disponible -

G TR ET ET Notificador! = RS el e
aviso . .

—

Figura 7. Segundo médulo de bloques. Control de impresion en pantalla. Este médulo de
bloques permite visualizar los resultados de las mediciones en la pantalla del mévil.

El tercer mddulo tiene la finalidad de definir las variables del experimento con ayuda
de los bloques de color anaranjado. Estos se activaran siempre y cuando el valor

de la sefal sea mayor o igual a cero (Figura 8).

En dichos bloques anaranjados se muestran cuatro variables globales: X, Y, “X
anterior” y una variable “Y anterior”, dandoles un valor de cero a las variables “X'y
Y anteriores” respectivamente, para que se inicie en dichos puntos la toma de
resultados y por ende las gréaficas correspondientes inicien en el origen. Entonces,
para que los valores en la grafica del eje X y del eje Y pudieran avanzar, y asi

obtener resultados, se le sumé 0.001 unidades a la variable Y, y en cuanto a la
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variable X (tiempo), se tomaba una medicion a cada segundo. La resolucion de la
transmitancia en nuestro dispositivo fue de 0.001 unidades lux (Figura 8). De esta
manera se creo un algoritmo que permite graficar las mediciones de transmitancia

de la luz (lux) con respecto al tiempo (h).

Figura 8. Tercer médulo de bloques. Definicién de las variables para disefio de la grafica.. El
eje Y representa la transmitancia de la luz a través de la muestra (lux), mientras que el eje X

representa el tiempo (h). Las variables “X y Y anteriores” representan el cero para ambas variables.

Después de obtener los valores visibles de transmitancia de la luz (lux) en la pantalla
del celular vs tiempo (h), se decidié adicionar un modulo de bloques que permitieran
graficar el conjunto de datos de transmitancia de la luz (lux) con respecto al tiempo
(h). Este tipo de captura de datos es util para visualizar el comportamiento de la

transmitancia de la luz durante el transcurso del tiempo.

El cuarto y ultimo mdédulo se compone de dos conjuntos de bloques; el primero de
ellos consiste en los codigos que permiten controlar la sefial de luz en el sensor
para interpretarla y generar una respuesta, tomando como punto de partida “X

anterior” = 0 y “Y anterior” = 0, teniendo en cuenta que a las mediciones de
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transmitancia de la luz (lux) que fueron mayores o iguales a cero, se les sumaron
0.01 unidades para registrar los resultados y fueron graficados con respecto al
tiempo. Esto quiere decir que nuestros resultados de transmitancia tuvieron tres
decimales. En cuanto a la variable X que representa el tiempo, se le sumaron 0.1
unidades. Cabe resaltar que 0.1 unidades en MIT App Inventor® hablando del
tiempo, se refieren a la toma de resultados por segundo. Por lo tanto, a cada
segundo se registraba un cierto valor de transmitancia para no perder informacién
si existia algun problema durante la toma de la medicion, pese a que se definieron
los tiempos de muestreo en magnitud de horas. Aunado a esto, el color de la grafica

fue rojo y el tiempo de actualizacion fue del orden de segundos (Figura 9).

Este primer conjunto de bloques consiste del control parental en color café seguido
de un bloque verde oscuro superior que capta e interpreta la sefal de luz, asi como
un bloque azul con la indicacién de captura de mediciones, siempre y cuando estas
sean mayores o iguales a cero. En color anaranjado se encuentran los bloques
correspondientes a las variables “X y Y anteriores”, asi como X y Y. Los bloques

verdes oscuros inferiores permiten dibujar el grafico (Figura 9).

El segundo conjunto de cddigos consiste de un accesorio de procedimientos
nombrado “lienzo 1” (bloque morado), este bloque se utilizé para definir los ejes de
la grafica e imprimirlos en pantalla, de igual forma se colocaron las variables del
experimento. El punto de partida fue X1= “X anterior’= 0, Y1= “Y anterior’= 0, el
siguiente punto fue el de las variables X y Y, recordando que X es igual a la variable
“X anterior” mas 1 segundo y la variable Y es igual a la variable “Y anterior” mas

0.001 unidades lux. Asimismo, los bloques de color verde oscuro
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funcionaron para definir el alto y ancho de las variables en centimetros. También se
adiciond un nuevo bloque morado que funciona como condicional, donde si nuestro
valor de la variable X es mayor o igual al ancho de la pantalla de nuestro celular, se
dara la orden de limpiar la pantalla de la grafica automaticamente y volver a graficar

desde el inicio de la zona destinada para tal fin (Figura 9).

Esta segunda parte consiste de un bloque morado cuya funcién es mostrar en
pantalla la grafica considerando que X1= “X anterior’=0 y Y1= “Y anterior’=0,
mientras que X2 y Y2 sean las mediciones que se vayan registrando (X y Y). Los
bloques verdes azulados con la leyenda “Lienzo 1” permiten definir los ejes de la
grafica. El bloque morado con la leyenda “limpiar’ permite depurar la pantalla

siempre y cuando la variable X sea mayor o igual al ancho de la misma (Figura 9).

cuando [erer—

| LightSenseri - B Lux - W= - I8 0 |

(L= 8 globkal X_before - ] ' (G LETd global X - |
o =8 global % before - I [N ETE global % - |
= global v - LW LighiSensori - I Lux - |
[0l global X - - =) tomar CEEEREE SN 0.001 |
poner (ETTTEEIRES - ECTTES como || lomar (TR
poner - como
, poner - como | KN

Hamar [EEECS RS DibujarLinea
x1 (LU S global X_before - |
¥1 ‘Lienzo1 - N alto - MESERFENEN global ¥ _before - |
x2 | tomar FIEEESES
¥2 ‘Lienzo1 - I Alto - SRS =10 giobal v - |
(=] (Wl global X - JL= - UM Lienzo1 - N Ancho - |
entonces  llamar Limpiar
| poner a D
| poner ELTESE 2 | 1)

L —

Figura 9. Cuarto médulo de bloques. Graficar la transmitancia de la luz (lux) vs tiempo (h).

Se compone de dos conjuntos de bloques; el primero de ellos consiste en los codigos que permiten
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controlar la sefal de luz en el sensor para interpretarla y generar una respuesta y el segundo funciona
para definir las condiciones numéricas de las variables y las dimensiones de la grafica para que se

obtenga en tiempo real.

El disefio completo de la app se muestra a continuacion (Figura 10).

Figura 10. Programacion completa de la app “Sensor de Luz” en MIT App Inventor®. Esta app

permite detectar por medio del ALS (Ambient Light Sensor), la transmitancia de la luz a través de la

muestra (lux) vs el tiempo (h) asi como su respectiva grafica en tiempo real.
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Una vez terminada la programacion en bloques de la app movil (Figura 10) se cargd
el software en el teléfono inteligente a través de la generacion de un archivo con
terminacion .apk y gracias a una aplicacion gratuita obtenida de la App Store® de

Android®, se realizo la instalacion adecuada de la misma en el Smartphone.

7.3 Diseio de la interfase de medicién

Inicialmente se construyo un dispositivo para albergar la muestra en un ambiente
sin interferencia de luz externa. El prototipo estaba disefiado con una caja de carton
que funcionaba de soporte para la fuente de luz (laser de luz roja que se emite a
680 nm), y una segunda caja de cartdon con un soporte de plastico donde se
colocaba el tubo de ensayo que contenia a la muestra, asi como un par de
perforaciones al costado de dicha caja para permitir el paso de luz del laser por un
lado y del otro lado poder colocar el sensor de luz del Smartphone Motorola Moto
E5® (Figura 11). Dicho prototipo tenia diversos problemas ya que los orificios del
cartéon no impedian del todo la interferencia de luz exterior, porque no tomaban en
cuenta el tamano del diametro del laser, también al ser un material de poca
resistencia perdia su estructura con el uso, modificando asi la posicién del tubo de
ensayo que contenia a la muestra y con esto el angulo del paso de luz, alterando
nuestros resultados. Finalmente, se optd por escalar el prototipo usando un disefio

a base de madera para corregir estos errores.
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Figura 11. Disefo del prototipo de interfase de medicion en cartén. El dispositivo consiste de

N

dos cajas de cartdn de color negro, un laser que emitio luz roja a 680 nm, el tubo de ensayo con la

muestra y la app “sensor de luz” instalada en el Smarphone Motorola Moto E5®.

Este prototipo se perfecciond utilizando bloques de madera triplay. Este ultimo
disefno resultd mejor en términos de durabilidad y resistencia. Ambas estructuras de
madera (la horizontal de soporte para el laser y la estructura vertical donde se
colocaba la muestra) consistian de seis bloques de madera con las siguientes
caracteristicas:
o 2 bloques de madera triplay de 11.5 cm largo x 5.5 cm ancho x 1.5 cm
profundidad (laterales).
o 2 bloques de madera triplay de 11.5 cm largo x 3.0 cm de ancho x 1.5 cm
de profundidad (laterales).
¢ 2 bloques de madera triplay de 6 cm largo x 5.5 cm ancho x 1.5 cm
profundidad (tapas inferior y superior).
El dispositivo final consistié de dos estructuras de madera triplay barnizadas, una

de ellas se utiliz6 como soporte para el laser que emitid luz roja a 680 nm
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(posicién horizontal) y la otra funcioné para contener el tubo de ensayo con la
muestra y evitar la interferencia de luz ambiental (posicion vertical). Esta ultima
estructura tenia dos perforaciones realizadas con taladro y broca de tres puntas
para madera marca TRUPER® de 38™, una de ellas destinada para el paso de luz
roja mediante el laser y la otra para colocar el sensor de luz del Smartphone con la
app y asi registrar las mediciones de transmitancia de la luz a través de la muestra
(lux) vs tiempo (h). Asimismo esta estructura en posicion vertical tenia la tapa
superior removible para colocar el tubo de ensayo con la muestra en su interior,
cuyo soporte era una tapa de plastico de 1 cm de diametro. En ambas estructuras,
los bloques de madera se unieron mediante clavos pequefios para mayor

durabilidad y resistencia del dispositivo final (Figura 12).
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Figura 12. Disefio de la interfase de medicion final en madera. Se muestra a la interfase de
medicion final realizada con madera triplay barnizada captada desde diferentes angulos: A) vista

frontal, B) vista posterior, C) vista superior, D) vista de funcionamiento del dispositivo final.

7.4 Preparacion de medios de cultivo

7.4.1 Preparacion de caldo papa sacarosa al 1 % m/v
Se fij6 un volumen inicial de agua (500 mL) y se determinaron por ensayo y error
las cantidades requeridas de papa (3 g), sacarosa al 1 % (5 g) y levadura (1 g).
Posteriormente, se colocaron en ebullicion los 3 g de papa en 500 mL de agua
durante 5 minutos. Una vez tibio, se colocd en una taza medidora. Se completd el
volumen inicial. Después, se anadieron 5 g de sacarosa a la infusién anterior y se
mezclé adecuadamente. Luego, se aiiadio 1 g de levadura comercial TRADI-PAN®
al medio anterior y se mezclé bien. Se conservo la mezcla en un recipiente de vidrio
con papel parafilm a temperatura ambiente y se tomé6 una alicuota de 3 mL acada
tiempo en tubos de ensayo (en zona aséptica), para registrar lecturas de
transmitancia (lux) vs tiempo (h) de agua, blanco y muestra (Figura 13) (Merck

Millipore, 2021).
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Figura 13. Metodologia para realizar caldo papa sacarosa al 1 % m/v. A) Volumen inicial de agua
de 500 mL en taza medidora, B) AAadir 3 g papa/500 mL agua durante 5 min en ebullicién y se
completé el volumen inicial, C) Afadir 5 g sacarosa/500 mL de infusion anterior, D) Ahadir 1 g de
levadura TRADI-PAN® a la mezcla anterior, E) Blanco y muestra en tubos de ensayo bien etiquetados
y cubiertos con parafilm, F) Registro de lecturas de transmitancia (lux) vs tiempo (h) para agua,

blanco y muestra.

7.4.2 Preparacion de Hidromiel al 5 % viv
Se calentaron 10 L de agua y cuando alcanzaron una temperatura aproximada de
50 °C se agregaron 500 mL de miel (5 % v/v). La mezcla anterior se mantuvo en
ebullicion durante 10 minutos. Posteriormente, la mezcla se calenté a 65 °C durante
20 minutos. Después, se enfrio el mosto lo mas rapido posible para evitar
contaminacion y se agrego tibio al fermentador. Luego, se afiadié 1 g de levadura
comercial TRADI-PAN® y se mezcld. Se cerro el fermentador y se coloco la valvula

airlock durante 3 dias. Se tomé una alicuota de 3 mL a cada tiempo en tubos de
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ensayo (en zona aséptica), para registrar lecturas de transmitancia (lux) vs tiempo

(h) del agua, blanco y muestra (Figura 14) (Archundia, 2014).

Figura 14. Metodologia para realizar hidromiel al 5 % v/v. A) Calentamiento de 10 L de agua a 50
°C para afiadir 500 mL de miel, B) Ebullicién de la mezcla durante 10 minutos, C) Calentamientode
la mezcla a 65 °C durante 20 minutos, D) Adicion de la mezcla tibia al fermentador + 1 g de levadura
TRADI-PAN®, E) Colocar valvula airlock al fermentador durante 3 dias, F) Registro de lecturas de

transmitancia (lux) vs tiempo (h) de agua, blanco y muestra.

8. Resultados

8.1 Interfase grafica de la App y pruebas de medicion
Para comprobar el correcto funcionamiento del dispositivo se llevaron a cabo
mediciones de la luz que emite el foco en una habitacion, acercandose y alejandose
para verificar que el sensor mostrara los diferentes resultados de transmitancia de
la luz (lux) vs tiempo (h) y comprobar que nuestra app funcionara adecuadamente

(Figura 15), asi como lecturas basales usando agua potable
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obtenida de un purificador Pureit de Unilever® con la cual se prepararon los medios
de cultivo, y finalmente mediciones preliminares en los medios de cultivo (caldo
papa sacarosa al 1 % m/v e hidromiel al 5 % v/v), solo que estos ultimos al ser
muy turbios en los primeros intentos daban resultados de cero unidades lux, ya que
no era posible que el haz de luz roja del laser (que se emite a 680 nm), atravesara
el tubo de ensayo que contenia a los medios de cultivo sobresaturados.Entonces,
se corrigieron las proporciones de los ingredientes para obtener un medio de cultivo
lo mas traslucido posible y que no afectara los resultados. Cabe resaltar que nuestro
sensor de luz tiene la capacidad de registrar el cero de transmitancia de luz. Es
decir, cuando existe un objeto que bloquea todo el pasode la luz hacia el sensor,
con una resolucién de transmitancia de 0.001 unidades lux. En resumen, la App
puede registrar de 0 unidades lux hasta infinito, ya que noexiste un limite establecido

para esta variable en dicha plataforma.

En la interfase final de la app “Sensor de Luz” se muestra un recuadro de texto de
color blanco donde se indica la lectura de la transmitancia de la luz a través de la
muestra en unidades lux. Ademas, se encuentra otro recuadro de texto en color
rosa, donde se denota la relacion de resultados que obtendremos. Es decir,
transmitancia de la luz (lux) vs tiempo (h) en letra negrita. Después se muestra un
espacio en blanco donde se graficaran los resultados obtenidos en tiempo real, asi
como un ultimo recuadro de color rosa cuya funcién es mostrar el resultado de la

transmitancia para hacer mas evidente el resultado de la medicién (Figura 15).
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Figura 15. Interfase grafica de la app ”Sensor de luz” desarrollada en MIT App Inventor®. App
registrando lecturas de transmitancia de la luz (lux) vs el tiempo (h) cuando se acercaba y alejaba
el sensor del moévil al foco de una habitacién con su respectiva grafica en tiempo real. A) Interfase

de la app vista mediante un ordenador. B) Interfase de la app vista desde el Motorola Moto E5®.

8.2 Crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en medios de cultivo

Se prepard el medio caldo papa sacarosa al 1 % m/v, llevando a cabo una

adaptacioén del caldo papa dextrosa al 1 % reportado (Merck Millipore, 2021).

Cabe resaltar que en un inicio se usaron 12 g de papa por cada 1000 mL de agua
tal como lo indicaba la literatura, pero debido a que el medio era muy turbio e

impedia obtener lecturas de transmitancia de la luz (lux) vs tiempo (h), se decidio
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hacer una dilucion de 1:4 con respecto a la cantidad de papa. Este factor fue
encontrado por ensayo y error hasta que tuviéramos el medio de cultivo ideal para

obtener resultados de transmitancia de la luz a través de la muestra.
Se reportan las cantidades de los reactivos utilizados y el medio final (Figura 16).
Agua final = 500 mL
Papa final = 3 g
Sacarosa final —> 500mL_ 29 =5g

Levadura TRADI — PAN® final = 1g

Debido a que ambos medios presentaban mucha turbidez y con la finalidad de
caracterizar el crecimiento de las levaduras a través de las diferentes etapas de su

desarrollo, se decidio utilizar 1 g de la misma en ambos medios de cultivo.

En forma adicional se preparé el medio de cultivo Hidromiel al 5 % v/v, llevando a
cabo una adaptacion del medio utilizado en la elaboracién de cerveza artesanal

fabricada con miel de abeja mexicana (Archundia, 2014).
Se reportan las cantidades de los reactivos utilizados y el medio final (Figura 16).

Agua final = 10 L = 10,000 mL

Miel final —> 10,000 mL_3>mL =500 mlL

Levadura TRADI — PAN® final = 1g
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Se utilizé la parrilla de una estufa para crear zona aséptica. Los medios de cultivo
se esterilizaron llevandose a ebullicion. El caldo papa sacarosa al 1 % m/v se
almacend en un recipiente de vidrio con parafilm, mientras que la hidromiel al 5 %

v/v se conservo en el fermentador con la valvula airlock durante 3 dias.

Figura 16. Blanco y medio de cultivo con levadura. A) caldo papa sacarosa 1 % m/v, B) hidromiel
5 % v/v. Medios de cultivo para realizar las mediciones de transmitancia (lux) vs tiempo (h). Los tubos
de la izquierda son el blanco (medio sin levadura), mientras que los tubos de la derecha son el medio

de cultivo con la levadura a tiempo cero.

8.3 Cinética de crecimiento de S. cerevisiae: Pruebas piloto

Se tomaron lecturas de transmitancia del agua y blanco antes de iniciar el
experimento y posteriormente se tomaron mediciones de los medios de cultivo con
la levadura a los tiempos 0, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 48, 72 y 96 horas. Cabe resaltarque
las mediciones obtenidas a partir de nuestro dispositivo fueron detransmitancia de
la luz a través de la muestra (lux) vs tiempo (h). El ensayo se repitio 4 veces, y cada

uno de los datos obtenidos de transmitancia (lux) para cada
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tiempo (h) fue transformado a unidades de densidad 6ptica relativa (U.R.) mediante
la Ecuacién 2 (Vidal, et.al., 2014). Cada dato de densidad oéptica se corrigid
restandole el valor del blanco y se promediaron los cuatro datos de densidad éptica
corregida para cada tiempo. La Figura 17 muestra la densidad o6ptica relativa (U.R.)
en funcién del tiempo (h). Cada dato denota el promedio de 4determinaciones

independientes +E.E.

Se utilizé una escala de densidad 6ptica del cero al uno, siendo este ultimo valor el
crecimiento maximo posible de la levadura. Nuestro intervalo de valores posibles

con sentido bioldgico para dicha magnitud va de 0.001 lux a 1 unidad lux.

8.3.1 Crecimiento en caldo papa sacarosa al 1 % m/v (pruebas piloto)

Ejemplo de medicidn y determinacion de crecimiento:

1° repeticion: tiempo = 4 h, transmitancia = 0.097 lux

D.0. = —log(T)

D.0. = —10g(0.097) = 1.013 U.R.

D. 0. corregida = D.0. muestra — D. 0. blanco

D.0.c=1.013 — 0.705 = 0.308U.R.

Se promediaron los 4 datos de la D.O. corregida obtenidos para las 4 h:
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0.308U.R. + 0.316 U.R. + 0.297U.R. + 0.319U.R.

xD.0.= 0.309 U.R. paraeltiempode4 h

= 1.239
—_—

Tabla 1. Crecimiento de S. cerevisiae en caldo papa sacarosa al 1 % m/v. Pruebas piloto. Se

reporta el promedio de cuatro determinaciones independientes de la D.O. relativa corregida (U.R.)

+ Error estandar (E.E.) vs tiempo (h) para el agua, blanco y el medio de cultivo con levadura.

Muestra Tiempo (h) % D.O. relativa E.E.
corregida (U.R.)

Agua 0 0.699 0.000
Blanco 0 0.705 0.001
0 0.009 0.002

1 0.032 0.004

2 0.081 0.002
Medio de cultivo 4 0.309 0.006
+ 8 0.659 0.012
Levadura 16 0.797 0.008
24 0.877 0.008
48 0.953 0.009
72 0.953 0.009
96 0.953 0.009
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Figura 17. Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en caldo papa sacarosa al 1
% ml/v. Pruebas piloto. Relacion de D.O. relativa corregida (U.R) vs tiempo (h). Cada dato denota

el promedio de 4 determinaciones independientes + E.E.

Crecimiento en Hidromiel al 5 % v/v (pruebas piloto)

Ejemplo de medicion y determinacion de crecimiento:

1° repeticion: tiempo = 8 h, transmitancia = 0. 046 lux

D.0. = —log(T)

D.0. = —log(0.046) = 1.337 U.R.

D. 0. corregida = D. 0. muestra — D.O0. blanco

D.0.c=1.337 — 0.712 = 0.625U.R.
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Se promediaron los 4 datos de la D.O. corregida obtenidos para las 8 h:

0.625U.R. + 0.639U.R. + 0.649U.R. + 0.625U.R.

De esta manera se procedio con el manejo de datos de las demas mediciones.

xD.0.= 0.635U.R. para el tiempo de 8 h

— 2.538
*

Tabla 2. Crecimiento de S. cerevisiae en hidromiel al 5 % v/v. Pruebas piloto. Se reporta el

promedio de cuatro determinaciones independientes de la D.O. relativa corregida (U.R.)

+ Errorestandar (E.E.) vs tiempo (h) para el agua, blanco y el medio de cultivo con levadura.

Muestra Tiempo (h) ¥ D.O. relativa E.E.
corregida (U.R.)

Agua 0 0.699 0.000
Blanco 0 0.713 0.001
0 0.007 0.001

1 0.019 0.004
2 0.138 0.003
Medio de cultivo 4 0.359 0.006
+ 8 0.635 0.007
Levadura 16 0.804 0.003
24 0.901 0.011
48 0.963 0.012
72 0.963 0.012
96 0.963 0.012
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Figura 18. Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en hidromiel al 5 % v/v.
Pruebas piloto. Relacién de D.O. relativa corregida (U.R) vs tiempo (h). Cada dato denota el

promedio de 4 determinaciones independientes + E.E.

8.4 Cinética de crecimiento de S. cerevisiae: Pruebas finales

Considerando que no se observaron cambios apreciables en la D.O. relativa
corregida (U.R) después de las 48 h en las Graficas 1 y 2, se decidié mejorar la
resolucion de ambas graficas para las pruebas finales al redefinir los tiempos de
muestreo que fueron: 0, 1, 1.5, 2, 3, 4, 8, 16, 24 y 48 horas. Se obtuvo la cinética de
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en ambos medios de cultivo y se reportd
en graficos de D.O. relativa corregida (U.R.) vs tiempo (h), que corresponden a los

promedios de cuatro réplicas de cada medio de cultivo + E.E.
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8.4.1 Crecimiento en caldo papa sacarosa al 1 % m/v (pruebas finales)

Ejemplo de medicion y determinacion de crecimiento:
1° repeticion: tiempo = 4 h, transmitancia = 0.103 lux

D.0. = —log(T)

D.0. = —log(0.103) = 0.987 U.R.

D. 0. corregida = D. 0. muestra — D.O0. blanco
D.0.c=0.987 — 0.703 = 0.284 U.R.

Se promediaron los 4 datos de la D.O. corregida obtenidos para las 4 h:

0.284U.R. + 0.288U.R. + 0.286U.R. + 0.288U.R. =_1145

xD.0.= 0.286 U.R. para el tiempo de 4 h

De esta manera se procedio con el manejo de datos de las demas mediciones.
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Tabla 3. Crecimiento de S. cerevisiae en caldo papa sacarosa al 1 % m/v. Pruebas finales. Se

reporta el promedio de cuatro determinaciones independientes de la D.O. relativa corregida (U.R.)

+ Error estandar (E.E.) vs tiempo (h) para el agua, blanco y el medio de cultivo con levadura.

Muestra Tiempo (h) ¥ D.O. relativa E.E.
corregida (U.R.)
Agua 0 0.699 0.000
Blanco 0 0.706 0.000
0 0.011 3.175x10°
1 0.032 9.327 x 10
1.5 0.054 1.612x 10+
Medio de cultivo 2 0.082 2543 x10*
+ 3 0.151 5.088 x 10+
Levadura 4 0.286 1.136 x 103
8 0.756 9.289x 103
16 0.896 7.189x 103
24 0.952 8.305x 103
48 0.987 5.092 x 103
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Figura 19. Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en caldo papa sacarosa al 1

% m/v. Pruebas finales. Relacién de D.O. relativa corregida (U.R) vs tiempo (h). Cada dato denota

el promedio de 4 determinaciones independientes + E.E.

8.4.2 Crecimiento en hidromiel al 5 % v/v (pruebas finales)

Ejemplo de medicion y determinacion de crecimiento:

1° repeticion: tiempo = 4 h, transmitancia = 0.099 lux

D.O.

—10g(0.099) = 1.004 U.R.

D.0.c=1.004 — 0.714 = 0.289 U.R.

Se promediaron los 4 datos de la D.O. corregida obtenidos para las 4 h:

0.289U.R. + 0.297U.R. + 0.288U.R. + 0.286U.R. =_1145

xD.0.= 0.291 U.R. parael tiempode 4 h

De esta manera se procedié con el manejo de datos de las demas mediciones.
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Tabla 4. Crecimiento de S. cerevisiae en hidromiel al 5 % v/v. Pruebas finales. Se reporta el
promedio de cuatro determinaciones independientes de la D.O. relativa corregida (U.R.)

+ Error estandar (E.E.) vs tiempo (h) para el agua, blanco y el medio de cultivo con levadura.

Muestra Tiempo (h) ¥ D.O. relativa E.E.
corregida (U.R.)
Agua 0 0.699 0.000
Blanco 0 0.717 0.000
0 0.011 3.300x 10
1 0.032 9.724 x 10°®
1.5 0.056 1.682 x 10+
Medio de cultivo 2 0.085 2.659x 104
+ 3 0.152 1.410x 103
Levadura 4 0.291 2.386 x 103
8 0.742 9.066 x 103
16 0.912 9.181x 103
24 0.959 5.291x 103
48 0.985 1.244 x 103
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Figura 20. Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en hidromiel al 5 % v/v.
Pruebas finales. Relacién de D.O. relativa corregida (U.R) vs tiempo (h). Cada dato denota el

promedio de 4 determinaciones independientes + E.E.

9. Discusion

9.1 Interfase grafica de la app y pruebas de mediciéon

La plataforma de programacion utilizada en el presente trabajo fue MIT App
Inventor®, la cual es un software creado por el Instituto Tecnoldgico de
Massachusetts y Google Education® para la elaboracion de aplicacionesdestinadas
al sistema operativo Android®. En este ambiente grafico, el usuario puede ir
enlazando una serie de bloques (conjunto de herramientas basicas con funciones
preestablecidas) para crear aplicaciones (MIT App Inventor®, 2021). El dispositivo
disefiado controla a un teléfono inteligente para que mida la intensidad de luz de un
laser que emite luz roja a una longitud de onda de 680 nm, la cual fueincidida a
través de la muestra y posteriormente esta ultima se transmitié al sensorde luz del
teléfono. En este caso, se obtuvieron resultados de transmitancia de la luz a través

de la muestra (lux) en funcién del tiempo (h) (MIT App Inventor®, 2021).

La programacion mediante bloques permite asignar funciones especificas dentro de
la arquitectura del teléfono inteligente. Entre estas funciones destacan operaciones

aritméticas, procesamiento de texto, control de sensores, etc. La
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principal ventaja de este entorno radica en que es de facil manejo para gente sin
conocimientos avanzados de programacion. Ademas, la plataforma es totalmente
gratuita y cuenta con un foro de tutoriales, preguntas y respuestas que permiten
guiar al usuario en caso de dudas. También cuenta con un emulador en tiempo real
para que al escanear un codigo QR en el mévil se puedan hacer pruebas de la App
sin necesidad de descargarla en el dispositivo inteligente. Esta plataforma es idonea
para el desarrollo de aplicaciones cientificas como captura de informacion en bases
de datos, asi como para mediciones con los diferentes sensores del teléfono
inteligente. También se pueden crear juegos, examenes, aplicaciones que usen el
GPS integrado, lectura de cddigo de barras y QR, etc. Algunas desventajas de esta
plataforma consisten en la falta de tutoriales en castellano, pero al mismo tiempo,
representan una oportunidad para publicar proyectos y que los usuarios de la
plataforma los conozcan y utilicen en forma abierta. Otra desventaja es la falta de

compatibilidad actual para el sistema operativo iOS® (MIT App Inventor®, 2021).

Por otro lado, Python® es otro entorno muy popular para crear aplicaciones. Esta
plataforma hace uso de un lenguaje de cédigo abierto, que consiste en un software
creado ex profeso y que esta a disposicion de manera gratuita y otorgadocon
licencias para facilitar su reutilizacion o adaptacion a contextos diferentes. Por lo
tanto, requiere que el usuario tenga nociones basicas de programacién. La principal
ventaja es su versatilidad de usos, ya que en Python® se pueden hacer desde
plataformas Web o de Streaming (Instagram®, Bit Bucket®, Pinterest®), hasta

aplicaciones cientificas como MATLAB® e inclusive funciones de inteligencia
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artificial como complementos para Amazon® Alexa®. La principal desventaja de este
entorno radica en la necesidad de tener conocimientos basicos de programacion,

ademas de la existencia precaria de tutoriales en castellano (Python®, 2021).

Con base en la vigésima edicion del informe “State of the Developer Nation”
realizado por la compafia SlashData® de noviembre de 2020 a agosto de 2021,
JavaScript® fue la plataforma mas utilizada para creacion de aplicaciones (14
millones de usuarios), seguida de Python® con 10.1 millones de usuarios y cerrando
el podio Java® con 9.4 millones de programadores. Ademas, C/C + +® esta en el
cuarto lugar con 7.2 millones de usuarios. MIT App Inventor®, se encuentra en el
quinto lugar con 6.8 millones de usuarios (SlashData®, 2021). Pese a que la
plataforma MIT App Inventor® esta en quinto lugar en cuanto a utilizacion, es el
entorno que mas ha crecido de 2017 a la fecha, ya que el nUmero de usuarios se
ha triplicado. Esto nos quiere decir que un importante sector de la poblacion que no
posee conocimientos de programacion se estd animando a generar aplicaciones en
dicha plataforma para utilizarlas en su vida cotidiana. Por esta razdn, nosotros
decidimos utilizar esta plataforma para que a través de un lenguaje légico e intuitivo
(construccién y seriacion de bloques), obtuvieramos nuestra App movil de manera

rapida y sencilla.

Durante el disefio del dispositivo se utilizaron otras fuentes de luz. Sin embargo,
estas no resultaron adecuadas en términos de potencia y por esa razén se decidio

probar otras alternativas en cuanto a fuente de luz. Cabe aclarar que al principio
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se utilizé una luz LED que emitia luz roja a 600 nm, pero como no era capaz de
atravesar la muestra para llegar al sensor, este componente fue sustituido por un
laser que emite luz roja a 680 nm. Lo anterior tiene sentido, ya que en la literatura,
Barboza y colaboradores en 2010 reportaron que el diodo emisor de luz (LED) emite
luz de forma muy divergente. Ademas, los fotones emitidos siguen una ruta dispersa
y multidireccional (Barboza y cols., 2010). Lo anterior, los convierte en objetos
idéneos para iluminacion. Por otro lado, el diodo laser (LD) emite luz de forma
convergente (Barboza y cols., 2010). Aunado a esto, los fotones emitidos siguen
una ruta altamente coherente y enfocada. Esto los convierte en componentes
ideales para técnicas opticas y de electronica. Los laseres son mas potentes y por
lo tanto, pueden transmitir la luz mas lejos. Sin embargo, sonmucho mas caros y
consumen mas energia. (Juarez, 2013). Esta ultima caracteristica no representd un
problema para el presente trabajo, ya que se utilizéel laser diodo LD 680 nm, 4 mW,
marca SHUANG.W® de potencia relativamente baja energizado por una bateria para

laser LR41H marca T&E® button cell 1.5 V.

En el centro del LED, existe una interaccion anodo-catodo, que contiene orificios.
Gracias a estos orificios, los electrones se desplazan a través de la union, del polo
positivo al negativo. En este proceso, los electrones cambian su estado. La energia
extra liberada cuando los electrones cambian de estado hace que se emitan fotones.
Estos fotones interactuan con los otros materiales utilizados en el LED y la corriente
que lo atraviesa para emitir luz visible. Esta propiedad se llama electroluminiscencia

(L6pez, 2006).
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En cuanto al laser, las emisiones de fotones estan estimuladas para crear un bucle
de retroalimentacion. Todos los fotones estan en fase entre si y tienen la misma
longitud de onda, es decir, son monocromaticos. Esencialmente, un haz de fotones
es responsable de llenar gradualmente una camara compuesta por un cilindro
espejado. Esta superficie refleja los fotones de vuelta a los atomos dentro de la
camara, excitando sus electrones. Estos electrones en un estado excitado quieren
liberar la energia extra, que de nuevo es en forma de un fotén. Este fotdn recién
liberado se anade al haz de fotones dentro de la camara, amplificando el proceso
de reflexidon y excitacion. Una vez que se liberan suficientes fotones, una cavidad
de escape de luz permite que se emita un rayo de luz laser estrecho, brillante y

enfocado (Juarez, 2013).

Aunado a esto, la utilizacién del Iaser que emite luz roja a 680 nm fue correcta, ya
que en la literatura se menciona que las levaduras como Saccharomyces cerevisiae
absorben luz a longitudes entre 600-700 nm, mientras que las bacteriasabsorben
aproximadamente a 540 nm e inclusive también hasta 600 nm. Finalmente el
maximo de absorcidn de los protozoarios ronda los 580-600 nm (Kieliszek, et.al.,
2016). De igual manera, Abonyi y colegas en 2019 determinaron la cinética de
crecimiento de S. cerevisiae midiendo la D.O. relativa a 600 nm (Abonyi, et.al.,
2019). También, Malairuang y colegas en 2020 determinaron la D.Orelativa de esta

levadura a 620 nm (Malairuang, et.al., 2020).

Actualmente no existen turbidimetros portatiles que utilicen un sensor de luz

disefiado en MIT App Inventor®. Saucedo y colaboradores en 2020 reportaron un
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bosquejo general para el diseio de un sensor de luz y mencionan algunas
aplicaciones espectrofotométricas y en especial la posibilidad de medir la turbidez
del agua, asi como el control de la iluminacién de los focos en una casa inteligente
(Saucedo, et.al., 2020). Ademas de esta publicacién, solo existen tutoriales de tipo
educativo sobre los sensores de luz, pero no se menciona el enfoque de este sensor
para utilizarlo como parte fundamental en un turbidimetro portatii (MIT App

Inventor®, 2021).

Existen diversos turbidimetros portatiles que estan reportados en la literatura y la
mayoria estan enfocados en la medicién de la turbidez del agua para determinar
su calidad, asi como para la deteccion de microorganismos (Kelley, et.al., 2014). Lo
curioso es que todavia no hay reportes de la estimacion del crecimiento de

Saccharomyces cerevisiae utilizando turbidimetros caseros.

Por ejemplo, Kelley y colaboradores en 2014 reportaron un turbidimetro de bajo
costo para su uso en paises de escasos recursos para la evaluacion de la calidad
del agua potable. Su disefio consiste de un LED y un sensor de luz a frecuencia
desarrollado en Java®, asi como un microprocesador tipo Arduino® (Kelley, et.al.,
2014). Otro aspecto relevante en este trabajo fue la calibracion de su prototipo con
una suspension coloidal de aceite en agua destilada, en lugar de utilizar formazina
segun lo recomendado por la Norma ISO 7027-1. Nosotros no podemos basarnos
en esta metodologia ya que el sensor de luz a frecuencia era muy complejo, (Kelley,

et.al., 2014).
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Metzger y colegas en 2018 desarrollaron un nuevo turbidimetro nefelométrico con
un cable de fibra éptica sumergido en el vial con la muestra para dejar aparte los
componentes electréonicos. Esta fibra Optica se utiliza para canalizar la luz
transmitida en la muestra (fendbmenos de absorbencia) y para que lleguen al sensor
receptor (Metzger, et.al., 2018). Con respecto a este disefio nosotros habiamos
probado la utilizacién de una fibra optica para que transmitiese toda la luz que era
incidida a través de la muestra sin que se fugara, pero no fue un disefio conveniente
porque llegaba muy poca luz al sensor del Smartphone y finalmente la fibra éptica
fue removida tanto del prototipo de interfase de medicion del crecimiento de la

levadura en cartén, como de la interfase final en madera.

Kirkey y colaboradores en 2018 reportaron un turbidimetro portatil consistente en
una fuente de luz LED, con un sensor de luz de frecuencia continua desarrollado en
Python® y una camara para contener la muestra fabricada en plastico. Esta Ultima
resulté un buen aislante de la luz ambiental para que no afectara los resultados
(Kirkey, et.al., 2018). Por otro lado, nuestro prototipo de interfase de medicién del
crecimiento de la levadura en cartdn no tenia buena resistencia y no aislaba
adecuadamente a la muestra de la luz ambiental. Por lo anterior y siguiendo las
recomendaciones de las perspectivas de dicho articulo, decidimos realizar la
interfase final de medicion del crecimiento de Saccharomyces cerevisiaecen madera

triplay barnizada.

Gillet y colegas en 2019 desarrollaron un turbidimetro portatil que consistia en un

sensor de luz realizado en Java®, una fuente de luz LED infrarroja y software
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basado en Arduino Uno (Gillet, et.al., 2019). Basandonos en este trabajo, nosotros
decidimos sustituir la luz LED por un laser que emite luz roja a 680 nm, ya que la
ruta de los fotones es altamente convergente y es una luz mas potente y enfocada
que con respecto al LED y esto correspondié con lo que encontraron dichos autores
y también con lo mencionado anteriormente por Barboza en 2010 (Barboza, et.al.,

2010).

Con respecto al precio de los dispositivos, Sperandio y colaboradores en 2021
reportaron un turbidimetro portatil compuesto por una fuente de luz LED PHIV 459
que emitia luz a 940 nm, una camara de medicion disefiada en impresora 3D,
ademas de un fototransistor y un Arduino Uno para la interpretacion de resultados.
El precio del dispositivo es equivalente a $1500 MXN sin contar el Smartphone
(Sperandio, et.al., 2021). Por otro lado, Sappat y colegas en 2011 disefaron un
turbidimetro portatil para deteccion del virus que provoca el sindrome de Taura en

camarones, haciendo uso de reacciones RT-LAMP por turbidimetria a una

temperatura de 60-65 £ 0.2 °C. Constaba de cinco componentes principales: unidad
de bloque calefactor, un sistema de medicién de turbidez, un circuito amplificador
de senal, un convertidor analégico a digital (ADC) y una unidad microcontroladora
(MCU) conectada con una pantalla de cristal liquido (LCD), cuyo precio era el
equivalente a $1830 MXN (Sappat, et.al., 2011). De lo anterior podemos confirmar
que nuestro dispositivo es mas sencillo y rapido de realizar ysu precio no supera

los $500 MXN sin contar el teléfono inteligente.

58



Aunado a esto, el sensor de luz que nosotros utilizamos se conoce como sensor
de luz ambiental o sensor ALS (Ambient light sensor). Este es uno de los sensores
integrados en los teléfonos inteligentes mas usados en la actualidad (MIT App
Inventor®, 2021). Se trata de un fotodiodo con un rango de deteccion espectral de
350 nm-1000 nm. Asimismo, el fotodiodo tiene un rango de medicion de 0 lux a
20,000 lux con una resolucién de 0.001 lux. EI ALS usualmente esta ubicado en la
parte frontal del Smartphone y es usado para minimizar el consumo de energia de
bateria del dispositivo, ya que al sensar cambios en la luz ambiental los teléfonos
inteligentes pueden ajustar cambios en el control del brillo del panel de manera
automatica (Mouser Electronics, 2021). Por lo anterior, el ALS podria ser usado
como una alternativa al fotodetector de un laboratorio, ya que este posee un alto
rango dinamico y una buena resolucion acoplados a un hardware de un dispositivo
inteligente. Estas caracteristicas de disefio son idoneas para desarrollar
aplicaciones de analisis, interpretacion y transmision de datos espectroscépicos

(Hussain, et.al., 2021).

En este sentido, Zhu y colaboradores reportaron en 2012 el desarrollo de un
dispositivo para la deteccidn de Escherichia coli enteropatogénica en muestras
liquidas. En este caso, el dispositivo consistia de una fuente de luz LED (la cual
excitaba las particulas de E. coli que se encontraban en un capilar), el sensor de luz
del dispositivo y la camara frontal mediante la cual se obtenia una imagen de las
bacterias (Zhu, et.al., 2012). De igual manera, Liang y colegas en 2015 reportaron
el disefio de un dispositivo que utiliza el ALS de un Smartphone para obtener

imagenes fluorescentes de nanoparticulas en ensayos de transferencia de
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energia por resonancia Foster (FRET) de baliza molecular. Esta tecnologia permite
detectar secuencias de acidos nucleicos de una muestra liquida (Liang, et.al., 2015).
La relevancia de los Smartphones con aplicaciones cientificas 0 médicas ha
traspasado fronteras en los ultimos anos. Por ejemplo, Wajih y colaboradores en
2019 reportaron un fluorémetro portatil que utiliza un Smartphone para la deteccion
de la sefal de fluorescencia emitida por una linea celular de cancer de mama
modelo, disefiada para expresar de manera estable la proteina verde fluorescente
(GFP) (Waijih, et.al., 2019). Finalmente, Wei y colegas en 2013 reportaron la
creacion de un fluorémetro portatil basado en un teléfono inteligente para detectar
particulas virales aisladas de citomegalovirus humano marcadas con fluorescencia.

(Wei, et.al., 2013).

9.2 Pruebas de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en diversos

medios de cultivo

Para probar el funcionamiento del dispositivo detallado en la presente tesis, se
decidio utilizar medios de cultivo de facil preparacion en el hogar. En este caso el
caldo papa sacarosa al 1 % m/v se obtuvo al realizar una adaptacién del medio
reportado por Merck Millipore en 2021, el cual es caldo papa dextrosa al 1 % (Merck
Millipore, 2021). El caldo papa sacarosa esta compuesto primeramente porpapa; un
tubérculo cuya composicién radica en: almidén, azucares (glucosa, fructosa y
sacarosa), lipidos, vitamina C, tiamina, vitamina B6, minerales (fésforo, cloro,

azufre, magnesio, hierro, etc.), fenoles y glicoalcaloides (CONAPA, 2021).
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En el presente medio de cultivo la papa es la principal fuente de nitrdgeno aunque
también es una fuente de carbono y de otros factores de crecimiento. Por otro
lado, la sacarosa es un disacarido compuesto por glucosa y fructosa. Se le conoce
como azucar de mesa (Romero, et.al., 2019). Se prefirio por ser el azucar que
tenemos en casa y resultd la principal fuente de carbono del experimento.
Saccharomyces cerevisiae posee una enzima llamada B-fructofuranosidasa, que es
comunmente nombrada invertasa. Dicha enzima lleva a cabo la hidrdlisis de la
sacarosa en sus monomeros (glucosa y fructosa) para que sean aprovechados por
la levadura (Romero, et.al., 2019). Por otro lado la hidromiel al 5 % v/v consistia de
agua y miel de abeja mexicana. Entonces la levadura utilizara de la miel los factores

de crecimiento y los azucares necesarios para desarrollarse y fermentarla bebida.

La hidromiel es un tipo de cerveza artesanal, es decir, es una bebida de bajo
contenido alcohdlico (5-8 % v/v) elaborada por medio de la fermentacién de extracto
amilaceo de cereales, en cuyo proceso de fabricacion, no se afiaden conservadores
o aditivos quimicos. Se hierve la miel con una cantidad de agua proporcional, de
forma que se obtiene un mosto dulce con los azucares suficientespara fermentar la
bebida. Al afadir la levadura y dejar fermentar durante unos diasse obtiene la

hidromiel (Gobierno de México, 2017).

La miel es una matriz muy compleja y se define por la Norma Mexicana F-036 como:
sustancia dulce producida por las abejas Apis mellifera, a partir del néctar de las

flores. Las abejas la producen, transforman y almacenan en sus panales, de
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los cuales se extrae el producto (NMX-F-036, 2006). Su composicion quimica
consiste en: agua, carbohidratos (fructosa, glucosa, maltosa y sacarosa), proteinas,
aminoacidos, vitaminas y minerales. La abeja contribuye a su estabilizacion

afiadiendo enzimas como la invertasa (Archundia, et.al., 2014).

La levadura Saccharomyces cerevisiae fue obtenida mediante sobres de levadura
comercial de la marca TRADI-PAN®, Esta ultima es una cepa sometida a un proceso
de deshidratacion. Los agregados deshidratados de levaduras consisten de
pequefios cilindros beige con una superficie porosa (TRADI-PAN®, 2008). La
cantidad inicial de levadura en ambos medios de cultivo fue de 11 g debido a que el
marbete del producto recomendaba su utilizacion completa para evitar que perdiera
sus propiedades y su poder fermentativo al estar expuesta al ambiente (TRADI-
PAN®, 2008). Sin embargo, al obtener medios de cultivo muy turbios, el haz de luz
del laser no era capaz de atravesar la muestra y por ende no obtuvimossefal de
transmitancia (lux) vs tiempo (h) en las pruebas preliminares. Fue hasta que
decidimos disminuir la cantidad de levadura (1 g en cada medio de cultivo), que ya
obtuvimos lecturas adecuadas para caracterizar la cinética de crecimiento de la

levadura.

Se esperaba que el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en ambos medios
fuese similar al reportado por Alcazar y colegas en 2018, donde se menciona que
los principales elementos que ayudan a la levadura a su crecimiento son el carbono,
hidrégeno, oxigeno y nitrégeno. Debido a que estos elementos son los

constituyentes elementales de sus componentes celulares clave (carbohidratos,
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lipidos, proteinas y acidos nucleicos). El fosforo y el azufre también son importantes
en este aspecto. El calcio, magnesio, potasio, hierro y sodio, entre otros, son
utilizados por la levadura en pequefas cantidades, debido a que sirven como
cofactores, e incluso como reguladores de estrés por temperatura y etanolen el
caso particular del magnesio (Alcazar, 2018). Ademas, Molina y colegas en 2005,
reportaron que el potasio resulta indispensable para el crecimiento de las levaduras
en cantidades relativamente pequefias (102 a 10 mol/L). El calcio y el magnesio
forman parte de los cofactores y de la pared celular, siendo el magnesiofundamental
para la estabilidad del ATP y de enzimas; se le emplea a una concentracion de 0.25
g/L. Latiaminay la biotina aceleran el proceso de fermentacién. Esta ultima participa
en la fijacién de COz y en la sintesis de acidos grasos es requerida en una cantidad

de 0.75 a 2.25 ppm (Molina, et.al., 2005).

De igual manera, Salari y colaboradores en 2017 reportaron que S. cerevisiae puede
utilizar en forma diferencial fuentes de carbono en funcién de si crece
aerobicamente o anaerdbicamente. Si crece aerdbicamente, la galactosa y la
fructosa son los mejores azucares de fermentacion. Mientras que de forma
anaerobica, la levadura preferira siempre a la glucosa. Todas las cepas requieren
fuentes de nitrogeno y fosforo para crecer. El nitrégeno lo consumen en forma de
amoniaco y urea. Utilizan fosfato monobasico como fuente de fésforo. También
necesitan azufre y varios metales como el magnesio para un crecimiento 6ptimo

(Salari, et.al., 2017).
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Un factor que implicd un reto para completar el presente trabajo fue la elaboracion
de medios de cultivo con las caracteristicas necesarias de esterilidad y facilidad en
su elaboracion. Durante la preparacion de los medios de cultivo nos enfrentamos a
diferentes desafios. El primero de ellos fue la creacion de zona aséptica para evitar
la contaminacion de nuestros medios de cultivo. Para entrar en contexto conla
importancia de mantener una zona aséptica, la Organizacion Panamericana de la
Salud en 2012 define a la “asepsia” como un término que se refiere a un estado libre
de gérmenes (OPS, 2012). Aunado a esto, como el proyecto fue realizado en casa,
si no se mantiene una zona aséptica adecuada, podriamos tener contaminacion de
microorganismos que se encuentren en el aire y en las superficies de nuestro hogar,
en especial de nuestra cocina. Por lo tanto, Hurst y colegas en 2007 mencionan que
el aire es un medio de transicién y no de soporte (Hurst, et.al., 2007). Por ende, no
posee una poblacion microbiana autéctona. Sin embargo, un estudio realizado por
Gbémez y colegas en 2011, demostré que la cocina y el bafo constituyen los lugares
del hogar mas susceptibles a la contaminacion microbiana debido a la cantidad y la
variedad de microorganismos presentes en estos espacios que superan con creces
los de otros ambientes. Esta concentracién de microorganismos en la cocina se
debe al constante transito de los diferentes miembros de la familia, asi como a la
diversidad de los alimentos manipulados. Los microorganismos se depositan sobre

las superficies formando biofilms (Gomez, et.al., 2011).

En el presente proyecto no contabamos con un mechero Bunsen para generar una

zona aséptica como en los laboratorios de microbiologia. Sin embargo, resolvimos
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este problema preparando ambos medios de cultivo e inoculando a Saccharomyces
cerevisiae cerca del quemador encendido de una estufa marca Mabe®. Lo anterior
fue una buena decision ya que segun la ficha técnica del mechero Bunsen comercial
marca Humboldt® modelo h-5870, se trata de un instrumento utilizado en los
laboratorios para calentar o esterilizar muestras, siendo éste un quemador de gas,
y la llama es el producto de la combustion deuna mezcla de aire y gas butano,
aunque también funciona con gas natural. Este instrumento produce 1,200 BTU
(Humboldt®, 2021). Por otro lado, la ficha técnica de la estufa marca Mabe® modelo
I07686SS, reporta que se trata de un equipo electrodoméstico con cinco
quemadores que funcionan con suministro de gas natural o LP y el quemador frontal

derecho produce 14,975 BTU (Mabe®, 2021).

La Organizacion Internacional de Normalizacion en su Norma ISO/ IEC 17025: 2017
“‘Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de ensayo vy
calibracion”, en su apartado de calibracion de presiones y flujos de los instrumentos,
se reporta que lo minimo necesario de capacidad de calor/m? que debe mantener
un instrumento para generar una zona de asepsia es de 1200 BTU(ISO/IEC 17025,
2017). Por lo anterior, podemos confirmar que nuestra estufa casera brindé una

adecuada zona aséptica con base en la normatividad (ISO/IEC 17025, 2017).

Otro reto fue la esterilizacion de los medios de cultivo. Poniéndonos en contexto con
la importancia de la esterilizacion de los medios de cultivo, Madigan y colegas en

2015 mencionaron que la esterilizacion es la destruccion completa de todos los
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microorganismos, incluidas las formas latentes y resistentes como esporas
bacterianas, virus sin envoltura (no lipidicos) y hongos. Lo anterior puede
conseguirse mediante esterilizacién fisica (calor humedo y seco), gaseosa (6xido
de etileno y vapor de formaldehido) y quimica (acido peracético al 0.2 % y
glutaraldehido al 2 %) (Madigan, et.al., 2015). Aunado a esto, Murray y colegas en
2012 mencionaron que los esterilizantes fisicos como el calor seco y calor humedo,
son los métodos de esterilizacion mas utilizados en los hospitales y laboratorios, ya
que estan recomendados para la mayoria de los materiales, excepto aquellos que
son termosensibles o los que poseen componentes quimicostoxicos o volatiles

(Murray, et.al., 2012).

La esterilizacion por calor humedo destruye los microorganismos por coagulacion
de sus proteinas celulares (Tortora, et al., 2007). El principal método de
esterilizacion que emplea calor humedo es la esterilizacion por vapor a presion. Esta
ultima se lleva a cabo en un autoclave. Dichos equipos emplean vapor de agua
saturado a una presion de 15 Ib/in?, lo que permite que la camara alcance una
temperatura de 121 °C. El tiempo de esterilizaciéon usualmente es de 15 minutos.
Este es el método de eleccion para esterilizar materiales penetrables por vapor, asi

como termoestables y no sensibles a la humedad (Tortora, et.al., 2007).

En el presente proyecto se logro la esterilizacion de los medios de cultivo por medio
de la ebullicibn de ambos medios para evitar también la contaminacion por
microorganismos presentes en el aire o superficies de casa-habitacién.

Santambrosio y colegas en 2009 reportaron que la esterilizacion mediante
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ebullicién inactiva a las células vegetativas bacterianas, levaduras y hongos
(incluyendo esporas). Por lo tanto, cuando solo es necesario conseguir una
esterilizacion “relativa”, puede recurrirse a este método, ya que algunas esporas
bacterianas suelen ser resistentes a la temperatura de ebullicibn del agua
(Santambrosio, et.al., 2009). Segun datos de Castafieda y colegas en 2016, a los
2,200 metros sobre el nivel del mar de la Ciudad de México, el agua tiene una

temperatura de ebullicion de 93 °C (Castarfeda, 2016).

Un desafio adicional fue el almacenamiento de los medios de cultivo, ya que Suarez
y colegas en 2016 reportaron que las mejores condiciones de crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae son a pH entre 4.5 a 6.5, aunque S. cerevisiae puede
tolerar medios con pH entre 3 y 10. Es importante evitar medios hipertonicos o
hipotdénicos para no favorecer una disminucion en el volumen celular, el cual afecta
también la velocidad de fermentacion y la viabilidad celular. Se recomienda una
temperatura de 25 a 30 °C (temperatura ambiente) para un crecimiento 6ptimo de
las levaduras, ya que las altas temperaturas ocasionan estrés térmico y una
consecuente disminuciéon de la biomasa, producto de un descenso en el contenido
de proteinas, RNA, DNA y aminoacidos libres e induce ala rigidez de la membrana
celular. Por otro lado, las temperaturas muy bajas provocan un estado de latencia

en la célula deteniendo su desarrollo (Suarez, et.al., 2016).

La solucidn a este reto fue conservar el caldo papa sacarosa al 1 % m/v en un frasco

de vidrio con parafilm, mientras que la hidromiel al 5 % v/v se conservé en
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el fermentador con la valvula airlock durante 3 dias. Ambos medios conservados a
temperatura ambiente. De esta manera se favorecio la anaerobiosis y por ende la
fermentacién alcohdlica. Cabe aclarar que a cada tiempo se tomaba una alicuota
de 3 mL de ambos medios de cultivo en zona aséptica (con ayuda de dos recipientes
medidores para jarabe), en nuestros tubos de ensayo cubiertos con parafilm y bien
etiquetados para realizar la medicion de transmitancia de la luz a través de la

muestra (lux) vs tiempo (h) (Figura 16).

Otro desafio fue la medicion de solutos y disolventes porque en casa no contamos
con instrumentos de medicibn como en el laboratorio. El problema se resolvié
utilizando una taza medidora marca Yuliana® para medir disolventes (agua), cuya
capacidad fue de 50 mL a 650 mL (Yuliana®, 2021). En cuanto a la alicuota de 3 mL
de cada medio de cultivo se utilizaron recipientes medidores para jarabe marca
MAVER®, cuya capacidad consiste de 2 mL a 15 mL (MAVER®, 2021). Para el caso
de solutos se utilizd una balanza digital para cocina marca QMOSHEN® modelo
Q40, cuya capacidad fue de 1 g a 10,000 g (QMOSHEN®, 2021). Cabe aclarar que
los instrumentos de cocina utilizados no reportan su grado de error asociado a la
medicién en sus fichas técnicas, pero es evidente que carecen del grado analitico
como sus analogos que se utilizan en los laboratorios de ensefianza o industria y

por lo tanto, tienen un mayor error asociado a la medicion.
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9.3 Cinética de crecimiento de S. cerevisiae: Pruebas piloto

Los tiempos elegidos para la construccién de las graficas de densidad dptica relativa
(U.R.) vs tiempo (h) para obtener la cinética de crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae se fundamentaron con respecto al tiempo de duplicacion o generacion
reportado de la levadura, el cual es de alrededor de 90 minutos (Mateos, et.al.,
2007). Siguiendo el razonamiento anterior, para las mediciones detalladas en la
presente tesis tendriamos que tomar mediciones de densidad Optica relativa cada
90 minutos durante 24 a 48 horas. Sin embargo, en la literatura se reportan tiempos
mas prolongados de las mediciones para observarcambios apreciables en la

cinética de esta levadura con la finalidad de estudiar sus fases de crecimiento.

Mateos y colegas en 2007 fundamentan que el tiempo de generacién se refiere al
intervalo que transcurre en la formaciéon de dos células a partir de una célula. Es
decir, el tiempo requerido para que una célula se divida, o bien, la poblacion
microbiana se duplique (Mateos, et.al., 2007). La reproduccién de esta levadura en
condiciones normales es asexual (mitosis) y se conoce como gemacion. En esta, se
forman yemas o blastosporas que dan origen a células haploides. Solo en
condiciones de estrés se combinan dos células para formar un cigoto diploide y
después de la meiosis, se forman cuatro esporas sexuales conocidas como
ascosporas, que al germinar producen nuevas células haploides (Mateos, et.al.,

2007).
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También se ha reportado en la literatura que el tiempo de duplicacién de
Saccharomyces cerevisiae depende de la composicion del medio de cultivo. Por
ejemplo, Gémez y colaboradores en 2015 reportaron un tiempo de duplicacion de
0.86 h, utilizando harina de soya como ingrediente principal en su medio de cultivo,
lo que nos quiere decir que un medio compuesto por harina de soya es una buena
alternativa para el crecimiento efectivo y rapido de Saccharomyces cerevisiae
considerando la gran velocidad especifica a la cual crecen las levaduras. En este
estudio, los datos de D.O. vs tiempo comprenden de 0 a 24 h, tomando mediciones
cada 2 h (Goémez, et.al., 2015). Mientras que Pérez y colegasen 2011, utilizando
diluciones de agua de coco en su medio de cultivo, reportaron un tiempo de
generacion para esta levadura de 1.82 h. Esto quiere decir que también es una
buena alternativa de medio de cultivo y lo importante es la suplementacion del medio
con biotina, la cual ayuda a la fijacion de COz2 por parte de la levadura y hace mas
eficiente el proceso de fermentacion. Las graficas de

D.O. vs tiempo en este estudio comprenden de 0 a 30 h tomando mediciones cada
2 h (Pérez, et.al., 2011). Por otro lado, Caceres y colegas en 2002, utilizando jugo
de uva como medio de cultivo, y sin ningun otro factor de crecimiento, reportaron un
tiempo de duplicacién de 3.3 h, lo cual nos dice que el mosto de uva no cubre los
requerimientos que precisa la levadura Saccharomyces cerevisiae para su rapido y
eficiente crecimiento. Las graficas de D.O. vs tiempo comprenden de 0 a

48 h, tomando mediciones cada 2 h (Caceres, et.al., 2002). De igual manera
Altamirano en 2013, utilizando un medio de cultivo compuesto por mosto cervecero,

reportd un tiempo de generacién de 1.42 h. Esto quiere decir que el
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mosto cervecero a pesar de ser una matriz compleja, proporciona un medio éptimo
para el desarrollo de la levadura, aunque cabe aclarar que al tener mas sustratos,
la adaptacion al medio por parte del microorganismo sera mayor que con respecto
al medio donde utiliza la soya. Los graficos de D.O. vs tiempo en este estudio
comprenden de 0 a 48 h, tomando mediciones cada 2 h al principio y una vez que
se alcanzan las 8 h, se tomaron mediciones a las 12, 16, 24 y 48 h (Altamirano,

2013). Nuestros tiempos de medicidén son similares a los propuestos por Altamirano.

Se utilizé una escala de densidad optica del cero al uno, siendo este valor el
crecimiento maximo posible de la levadura. En nuestro caso, como adoptamos
una expresion que maneja un logaritmo negativo de la transmitancia (Ecuacion 2),
nuestro intervalo de valores posibles con sentido bioldégico para dicha magnitud
van de 0.001 lux a 1 unidad lux, porque a valores mayores de 1 unidad lux de
transmitancia, la D.O. relativa es negativa y esto carece de sentido bioldgico. Es
comun que en la literatura cada autor opte por manejar la escala de densidad Optica
(sea relativa o absoluta), que mas se adapte a sus necesidades. Por ejemplo,
Abonyi y colegas utilizaron una escala de D.O. relativa que comprendede 0 a 3.5
U.R. (Abonyi, et.al., 2019). También, Malairuang y colaboradores midieron la D.O.
relativa en una escala que va de 0 a 2.5 unidades relativas (Malairuang, et.al., 2020).
De esta manera, Papapetridis y colegas en 2018 construyeron graficas de D.O.
relativa de 0 a 3 U.R. para Saccharomyces cerevisiae (Papapetridis, et.al., 2018).

Lainioti y colaboradores en 2011 reportaron
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graficas de D.O. (U.R.) vs tiempo (h) para dicha levadura. La densidad optica

relativa estaba comprendida entre 0 a 6 U.R. (Lainioti, et.al., 2011).

En cuanto a la fermentacion como tal, en la literatura se reporta que para
fermentaciones de laboratorio y artesanales, generalmente la duracion es de 24-48
h. Lo anterior depende de la preparacion y composicién del mosto y la levadura que
se utilice (Linko, et.al., 1998). Estos valores de tiempo corresponden con el tiempo
total de fermentacion reportado en el presente trabajo, ya que se alcanzé la fase
estacionaria a partir de las 24 h. Por otro lado, la etapa de fermentacién en la
elaboracion de cerveza generalmente dura una semana a una temperatura de 20
°C (Vincent, et.al., 2006). Durante este proceso el mosto es transformado en un
liquido con determinado contenido de alcohol etilico. Al inicio de la fermentacion, la
levadura comienza su proceso de reproduccion. El desarrollo de esta etapa
depende de la disponibilidad de oxigeno, fuentes de nitrégeno y de algunos otros
nutrimentos. Cuando el oxigeno es consumido, la reproduccion celular se detiene y
comienza el proceso anaerobio en el que la glucosa se transforma en etanol y COz2
(Vazquez, et.al., 2007). La secuencia de transformaciones para degradar una
molécula de glucosa hasta dos moléculas deetanol y dos moléculas de diéxido de
carbono es un proceso complejo que involucra dos etapas: (1) la formacion en
anaerobiosis de dos moléculas de piruvato a través de la ruta metabdlica de
Embden-Meyerhof (glucdlisis) y (2) la descarboxilacién del piruvato en anaerobiosis
para dar lugar a dos moléculas de acetaldehido que se reducen a dos moléculas de

etanol (Hernandez, et.al., 2003).
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Un sistema fermentativo se define como el volumen de reaccion limitado por un
contenedor fisico (biorreactor). Donde se lleva a cabo la degradacion biolégica
anaerobia de moléculas organicas mediante la accion de ciertas enzimas que
actuan directamente o como componentes de ciertas bacterias y levaduras
(Sanchez, 2011). El biorreactor mas simple es el matraz Erlenmeyer (Hernandez,
et.al., 2003). Con base en su alimentacion, los biorreactores se pueden operar en:
Lote (que se utiliza para la produccién de bebidas alcohdlicas, aminoacidos,
enzimas y acidos organicos), lote alimentado (que resulta util para la produccion
de penicilina y la levadura para panificacion) y continuo (el cual es util para la
produccion de bioetanol y tratamiento de efluentes) (Ruiz et al., 2007). Aunado a
esto, también se reporta el cultivo semicontinuo el cual es utilizado para la
caracterizacion de células animales como el hibridoma murino 1E10, asi como el

crecimiento de microalgas (Victores, et.al. 2008).

En el presente trabajo se utilizaron biorreactores caseros para los medios de cultivo.
Para el caldo papa sacarosa al 1 % m/v se utilizé un fermentador construido con un
frasco de vidrio y parafilm, mientras que para la hidromiel al 5 %v/v se utilizé un
fermentador de plastico con una valvula airlock que favorece la anaerobiosis. Ambos
biorreactores se fundamentan en la operacion de cultivo en lote (Batch culture).
Dutta y colegas en 2008 reportaron que en este sistema de fermentaciéon
inicialmente se afade al biorreactor una solucion rica en nutrimentos (concentracion
de sustrato, So) la cual se inocula con microorganismos (concentracion de biomasa,

Xo) que producen un determinado producto de interés
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(concentracion de producto, P). La multiplicacién celular cesa por limitacion de
nutrimentos y/o acumulacion de productos toxicos de excrecion celular. Una vez
que se ha alcanzado el nivel deseado de fermentacion (S, X, P), el biorreactor se
vacia, se lava, se esteriliza y el proceso se repite. Los cambios en los componentes
del medio de fermentacién dentro del biorreactor producen a su vez cambios en el
metabolismo celular. (Dutta, et.al.,, 2008). Las ventajas de los biorreactores que
utilizan esta modalidad de fermentaciébn consisten en: bajo riesgo de
contaminacion, flexibilidad operacional cuando el fermentador se utiliza para
distintos productos, manejo eficiente entre lote y lote y costos de operacién bajos
(Villadsen, et.al., 2011). Las principales desventajas de este modo de operacién son
tiempos muertos largos que se presentan al momento de vaciar, limpiar y esterilizar
el biorreactor para la siguiente fermentacién; adicionalmente, este proceso requiere
de mucha mano de obra, control y optimizacion del proceso complejos y existe el
riesgo de mayor variabilidad entre lotes (Rao, et.al., 2010).En el presente trabajo
se utilizé este ultimo método por ser de bajo costo y de relativa facilidad al acoplarlo
en casa. Ademas, Castro y colaboradores mencionaron que el sistema por lote de
fermentacion es el mas empleado en la industria cervecera, obteniendo una cinética
tipica para caracterizar a las levaduras en las diversas fases de su crecimiento

(Castro, et.al., 2020).

Una vez explicada la modalidad de fermentacion que se llevé a cabo, conviene

resaltar que el comportamiento del crecimiento de la levadura en el tiempo se
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representa por una curva de crecimiento, la cual consiste generalmente en cuatro

fases (Hernandez, et.al., 2003).

1) Fase lag. Representa el periodo de adaptaciéon de la levadura a las nuevas
condiciones nutricionales y ambientales. En esta fase no existe aumento drastico
en el numero de células debido a que la levadura utiliza la energia disponible para
sintetizar las enzimas que requiere para su desarrollo en el nuevo medio (Sanchez,

2011).

2) Fase logaritmica o exponencial. En esta fase las células estan adaptadas y se
multiplican en forma acelerada. La velocidad de crecimiento puede ser cuantificada
con base en el numero de células que se producen por unidad de tiempo (Sanchez,
2011). En este punto, las células se reproducen sin limitacion denutrimentos a
velocidad maxima y la velocidad de crecimiento es independiente de la
concentracion de sustrato (Folch, et.al., 2004). Esta etapa es altamente influenciada
por la temperatura, la disponibilidad de nitrégeno, oxigeno, aminoacidos y otros
nutrimentos (Alcazar, 2018). La fase termina cuando los nutrimentos se agotan, las
condiciones ambientales se modifican o cuando la célula produce metabolitos

téxicos que inhiben su reproduccién (Sanchez, 2011).

3) Fase estacionaria. En esta fase la velocidad de crecimiento de la levadura es
igual a la velocidad de muerte. Aun ocurren reacciones metabdlicas. Una vez que
se obtiene la maxima concentracion de células, la levadura se acaba la glucosa y la
produccion de etanol disminuye (Sanchez, 2011). Durante este periodo las

levaduras mueren debido a la falta de nutrimentos, ademas del etanol y otras
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sustancias producidas durante la fermentacion que son téxicas para las levaduras
(Moreno, et.al., 2009). Aunado a esto, la levadura al producir etanol y al aumentar
su concentracion en el medio, este producto genera la degradacion de los esteroles
(que son componentes que le otorgan aumento de la rigidez de su membrana, asi
como una menor permeabilidad), ocasionando de esta manera,una inhibicién por
etanol (Aguilar, et.al.,, 2015). Suarez y colegas en 2016 reportaron que el etanol
puede actuar como inhibidor de la fermentacion a partir deun 8 % (Suérez, et.al.,
2016). Ademas, la interaccion levadura-levadura dentro del proceso de
fermentacién que es conocida como efecto killer, implica la secrecidén por parte de
ciertas cepas de levaduras de una proteina toxica de baja masa molecular, llamada
toxina Killer, la cual mata a células denominadas sensibles, quepueden ser del

mismo o de diferentes géneros (Nally, et.al., 2005).

4) Fase de muerte. Es la fase en la que el numero de muertes es mayor al numero
de nuevas células formadas. Esta fase continua hasta que la poblacion disminuye
a una pequena fraccion de células resistentes o hasta que todas las células mueren.
En esta fase se realiza la respiracion mitocondrial, donde el etanol es transformado
a acetaldehido por la alcohol deshidrogenasa, y posteriormente, el acetaldehido es
transformado a &acido acético por la acetaldehido deshidrogenasa. Todo esto
provoca muerte celular programada (Sanchez, 2011). En esta fase la reserva de
energia de las células se ha acabado debido a las condiciones de inanicion que
fueron anteriormente fundamentadas (Folch, et.al., 2004). En el presente trabajo,
no se pudo observar esta fase en ambos medios de cultivo, debido a que la técnica

de turbidimetria no permite discernir entre células viables o
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muertas, ya que todas son particulas que bloquean y reflejan la luz que atraviesa

el medio, sean células vivas o muertas (Acebo, et.al., 2012).

Asimismo, en la literatura es comun encontrar algunas fases adicionales para
caracterizar la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, ademas de las
cuatro fases principales que anteriormente se revisaron. Por ejemplo, Altamirano
reportd que pueden caracterizarse seis fases del crecimiento: 1) fase lag, 2) fase de
aceleracion del crecimiento, 3) fase logaritmica o exponencial, 4) fase de
desaceleracién del crecimiento, 5) fase estacionaria y 6) fase de muerte (Altamirano,
2013). Haciendo énfasis en las dos fases extras que reporta dicho autor, es decir,
en la fase de aceleracion del crecimiento; en esta fase las células viables se
reproducen hasta alcanzar una tasa maxima de division. Y en la fase de
desaceleracion del crecimiento; después de que el crecimiento celular alcanza una
tasa maxima de crecimiento es seguida por la desaceleracion de la tasa de

crecimiento y la tasa de division (Altamirano, 2013).

Nosotros decidimos caracterizar las siguientes fases: 1) fase lag, 2) fase logaritmica
o exponencial, 3) fase de desaceleracion del crecimiento y 4) fase estacionaria. Esto
es muy comun en la literatura ya que Abonyi y colaboradores en 2019, ademas de
Pereira y colegas en 2009, asi como la mayoria de autores, reportaron estas
mismas fases de crecimiento. Cabe resaltar que en el presente trabajo, la fase de
muerte no se pudo observar por las limitaciones atribuibles a la técnica de

turbidimetria.
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9.3.1 Crecimiento en caldo papa sacarosa al 1 % m/v (pruebas

piloto)

Enla Figura 17, se muestra la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae
en caldo papa sacarosa al 1 % m/v. Podemos observar la relacion de

D.O. relativa (U.R.) vs tiempo (h). La fase lag no fue apreciable, la fase exponencial
comprende de las 2 a las 8 h, seguida de una fase de desaceleracién del crecimiento
comprendida entre las 8 y las 48 h. La fase estacionaria comienza a partir de las 48
h y la fase de muerte no se observo por las limitaciones de la técnica. Cabe aclarar
que debido a que la presente grafica no contaba con una buena resolucién en la
fase lag, no se pudo comparar con lo reportado en la literatura, por lo tanto, se

decidié modificar los tiempos de muestreo.

9.3.2 Crecimiento en hidromiel al 5 % v/v (pruebas piloto)

En la Figura 18, se reporta la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae
en hidromiel al 5 % v/v. Se observa la relacion de D.O. relativa (U.R.) vstiempo (h).
La fase lag no fue apreciable, la fase exponencial comprende de las 2a las 8 h, a
continuacion una fase de desaceleracion del crecimiento comprendida entre las 8 y
las 48 h y una fase estacionaria que comienza a partir de las 48 h. La fase de muerte
no se observo por la limitante de la técnica. Debido a que la presente grafica no

contaba con una buena resolucién en la fase lag, no se

78



comparo con lo reportado en la literatura. Por lo anterior se decidid modificar los

tiempos de muestreo y obtener graficas con una mejor resolucion en la fase lag.

9.4 Cinética de crecimiento de S. cerevisiae: Pruebas finales

Considerando que no se observaron cambios apreciables en la D.O. relativa
corregida (U.R) después de las 48 h en las Graficas 1 y 2, se decidi6 interpolar
los ultimos dos puntos (correspondientes a los tiempos de 72 y 96 h
respectivamente), para mejorar la resolucion al inicio de la cinética y con esto hacer
visible la fase lag en ambas graficas. El mejorar la resolucion de las graficases
importante ya que con esto podremos conocer, caracterizar y estudiar de forma
adecuada las fases que componen la curva de crecimiento de la levadura, asi como
el calculo de los parametros cinéticos que nos brindan informacion sobre el
microorganismo, sustratos y productos de interés. Por ejemplo, Molina y colegas en
2019 mencionan que la cinética microbiana se encarga de entender todas las
manifestaciones y reacciones de la vida de los microorganismos: crecimiento,
supervivencia, muerte, adaptaciones, formacién de producto, ciclos celulares e
interacciones con el medio ambiente (Molina, et.al., 2019). En los procesos
fermentativos industriales es muy importante estudiar el comportamiento cinético
del microorganismo ya que de €l depende el rendimiento del producto de interes,
entre otras variables. Ademas, es de suma importancia ya que representa la pérdida

0 ganancia economica de los procesos (Molina, et.al., 2019).
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9.4.1 Crecimiento en caldo papa sacarosa al 1 % m/v (pruebas

finales)

En la Figura 19, se muestra la cinética de crecimiento de S. cerevisiae en caldo
papa sacarosa al 1 %. Se muestra la relacion de D.O. relativa (U.R.) vs tiempo (h).
El cultivo de la levadura comienza a crecer en una fase lag que comprende las 2
primeras horas, seguida de una fase logaritmica que comprende de las 2 a las 8 h,
posteriormente una fase de desaceleracion que consiste de las 8 a 24 h, asi como
una fase estacionaria de las 24-48 h. La fase de muerte no fue apreciable en los
tiempos medidos. Estos resultados se pueden comparar con lo reportado por Abonyi
y colegas, ya que dichos autores muestran un comportamiento similar en caldo papa

dextrosa al 1% m/v (Figura 21) (Abonyi, et. al., 2019).
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Figura 21. Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en caldo papa dextrosa al 1
% mlv. Relacion de D.O. relativa (U.R) a 600 nm vs tiempo (h). Cada dato denota el promedio de 7

determinaciones independientes + E.E. (Abonyi, et. al., 2019).
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En la Figura 21 se muestra la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae
en caldo papa dextrosa al 1 %, reportada por Abonyi y colaboradores. En el grafico
se aprecia la fase lag en las dos primeras horas. Después la fase logaritmica que
comprende 2-10 h, seguida de una fase de desaceleracion que va de 10-21 h, asi
como una fase estacionaria: 22-46 h. Finalmente, la fase de muerte: a partir de las
48 h (Abonyi, et.al., 2019). Como podemos notar, la cinéticade la levadura es muy
similar en ambas graficas, aunque cabe destacar que Saccharomyces cerevisiae
alcanz6 mas rapido la fase estacionaria en el caldo papa dextrosa, ya que es mas
facil aprovechar este carbohidrato como sustrato que con respecto al crecimiento

de este microorganismo con sacarosa como fuente de carbono.

9.4.2 Crecimiento en Hidromiel al 5 % v/v (pruebas finales)

Los resultados reportados en la Figura 20 muestran que el cultivo de levaduras
entréo en una fase lag que corresponde a: 0-3 h, seguida de una fase log que
comprende: 3-8 h, ademas de una fase de desaceleracién comprendida en: 8-23
h, luego una fase estacionaria de: 24-48 h y finalmente, la fase de muerte que no

fue apreciable en los tiempos medidos.

Estos resultados pueden ser comparados con los reportados por Pereira y

colaboradores (Figura 22) (Pereira, et. al., 2009).

81



7.0 ~
6.0 4
5.0 4
4.0 A
3.0 4
2.0 4
1.0 1

0.0 1 | 1 ' 1 T | T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Time (hours)

Ln (0.D.*100)

Figura 22. Cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en hidromiel al 5 % v/v con
20 % m/v extra de glucosa + fructosa. Relacion de Ln D.O. relativa a 600 nm (U.R) vs tiempo (h).

Cada dato denota el promedio de 7 determinaciones independientes + E.E. (Pereira, et. al., 2009).

En este sentido, en la Figura 22 se reporta la cinética de crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae en hidromiel al 5 % v/v + 20 % m/v de glucosa y fructosa.
Estas concentraciones de fuentes de carbono se encuentran varias veces por arriba
de las usadas en procesos de fermentacién industrial y de laboratorio (Caceres et
al., 2002). Especificamente se observa lo siguiente; fase lag: no es apreciable, fase
log: 10-24 h, fase de desaceleracion: 24-48 h, fase estacionaria: 48 h en adelante.
No se apreci6 la fase de muerte en los tiempos medidos (Pereira, et.al., 2009).
Entonces, la cinética de la levadura es muy similar en ambas graficas, pero en el
caso de los resultados reportados por Pereira y colegas, la fase lag carece de
resolucion, probablemente debido al estrés osmético causado por la elevada

concentracion de glucosa y fructosa usadas en
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sus experimentos. Esto podria provocar que a la levadura le lleve mas tiempo
adaptarse al medio. Recordando que el estrés osmoético puede causar una
disminucién en la viabilidad celular, afectar la velocidad de fermentacién, asi como
el volumen celular. Asimismo, la fase estacionaria registrada por Pereira y
colaboradores se alcanzé posterior a lo reportado en nuestra grafica experimental,

probablemente debido al exceso de sustrato.

Un punto de importancia es recalcar que en el presente trabajo de tesis se logro
disefar y probar un dispositivo portatii capaz de medir el crecimiento de
microorganismos con muy pocas Vvariaciones entre los diferentes replicados
bioldgicos llevados a cabo. Por ejemplo, en las Tablas 1-4 se pueden observar
valores del error estandar de la media relativamente pequefios. Segun Coldn vy
Abraira y colaboradores, esto es lo adecuado, porque una distribucion de medias
de muestra que esta menos extendida (y que tiene un error estandar pequefo),
constituye una mejor estimacion de la media de la poblacién que una distribucién
de medias de muestra que esta ampliamente dispersa y que tiene un error estandar
mas grande (Coldn, 2021; Abraira, et.al., 2002). Asimismo, Gempp y colaboradores
en 2006 mencionan que un valor de desviacidon estandar mas alto ya su vez un error
estandar alto indica una mayor dispersion de los datos. Por ende, se producen
intervalos de confianza menos precisos (mas amplios) y pruebas estadisticas

menos confiables (Gempp, et.al., 2006).

Los resultados obtenidos demuestran que es posible disefar dispositivos de

medicién miniaturizados con la ayuda de un teléfono inteligente, software
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adecuado y materiales caseros aun en condiciones de trabajo en modalidad remota.
De igual manera, este dispositivo tiene el potencial de ser utilizado en practicas de
campo y podria sustituir a un turbidimetro convencional de laboratorio o un
turbidimetro portatil del actual mercado, con la ventaja de ser menos costoso y mas

practico.

10. Conclusiones

¢ Se diseid una app movil para el sistema operativo Android® (Sensor de
Luz) a través de la plataforma MIT App Inventor®.

o Se desarrollé un dispositivo para medir la fermentacion de la levadura
acoplada a la app movil.

¢ Se determinaron los parametros 6ptimos de los medios de cultivo y los
mejores tiempos de muestreo.

¢ Se determind la cinética de crecimiento de S. cerevisiae con resultados

similares a los reportados en la literatura.

11. Perspectivas

o Actualizar la app para poder exportar los datos del smartphone a la
computadora en tiempo real.
o Comparar datos obtenidos mediante este dispositivo vs un turbidimetro

convencional y un espectrofotémetro.
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o Determinar parametros cinéticos para un analisis biotecnoldégico mas

robusto.
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