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Manejo de Levaduras

Dependiendo de la fuente de levaduras, es posible realizar mas de una
accion:

Levaduras liguidas comerciales: propagar en starter

Levaduras activas secas: utilizar en inoculacion directa / pre-hidratar /
propagar en starter

Levaduras liguidas recuperadas: top y bottom crop / revitalizar (en caso
de levadura vieja) / resuspender (en caso de alta densidad y alcohol, o
bien por uso de fermentadores planos)

En todos los casos podemos almacenar atendiendo a las mejores
practicas y condiciones, y controlar cantidad y estado por recuento en
microscopio. Veremos también una técnica practica por medicion de pH.



Test grosero de viabilidad del
barro

1) Determinar el pH del barro al —
momento de la cosecha cAg

2) Determinar el pH del barro al | ol
momento de la inoculacion -

3) Siel pH actual es un punto
superior al pH inicial, entonces
descartar el barro

- HANNA



Escala larga y corta

Valor

100 = 1
102 = 1000
109 = 1 000 000
109 = 1 000 000 000
1012 = 1 000 000 000 00D
101 = 1 000 000 000 000 000
1018 = 1 000 000 000 000 000 000
102! = | 1 000 000 000 000 00O 00O 000

Escala corta
uno

mil

millan

billén

trillan
cuatrillon
guintillén

saxtillon

Escala corta

1000 1-1
1000 1+0
1000 1+
10001+2
10001*3
10001+4
10001*3
10001+6

Escala larga
uno
il
millén
mil millones o millardo
billdn
mil billones o billardo
trilldn

mil trillones o trillardo

Escala larga

1 000 000
1000 000
1 000 000
1000 000
1 000 000
1000 000
1 000 000
1000 000
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Microscopia y Recuento




El microscopio

— Numero de células
— Diferenciacion entre vivas y muertas
(ver mas adelante)

[ tubo ]
m LO BASICO
[ objetivo 23 brazo |

v' Lentes binocular o monocular
Saloqus growws | v lluminacién propia
(preferiblemente lampara LED)
enfoque flno]
[ condensador

v" Platina movil
v' Juego basico de objetivos (4X,
[ lampara }/" — (hese ] 10X, 40X, 100)()

http:/light-microscope.net

[ platina

pinza




La camara de Neubauer

Dispositivo de vidrio que posee dos superficies reticuladas (reticulos) para el
conteo de las células y dos columnas laterales que poseen una altura de 0,1 mm

por encima del reticulo

a
AIR
B \UNDEH-

BLBBLES LOADED



Antes de comenzar el recuento...

Obtencion de la muestra (crema de levaduras)

Sanitizar el toma-muestra con alcohol 70/30 P
Purgar durante 5-10 segundos ‘ | ﬁ :

v

v

v' Utilizar frasco estéril para recoger la muestra . =
, <o

v

[}

(I

Reducir al minimo el tiempo de exposicion al ambiente

Sanitizar el tomamuestra

{ [mL] | [mL] I [mL] Preparacion de diluciones

I I 3

I 0]

9 [mL] 9 [mL] 9 [mL]
Muestra Hz() H,O H,O

D: 1710 D:1/100 D:1/1000




Recuento en camara de Neubauer

y 3
G ; : : M 5 K d L3
b Camp.o’dezox B8 Sk aman oo sl ¢ (8 % Ew° Campo de
observacion R e TR e g . observacién 40 X
] - £ 30 : |
i II i - Por cuadrado, se
> > *e ’e °" . . » l
- Contar sélo 5 TR o t fX deben contar
de los cuadros 12 48 18 1 1 | :
(coloreados en B v '( aproximadamente
azul). kil o ® | entre 30
"I:>< ffg_ y 60 células

- Cargar la camara y llevarla al microscopio.
- Colocar el objetivo de 40X y enfocar hasta ver nitidas las levaduras.

- Comprobar que la distribucion de las células sea uniforme.



Calculos en el recuento RECUENTO

_! | 1= 50 (aprox en imagen)

————

= 2= 48
mE -

4= 52
HE |

Si la suma de 5 cuadrados da un total de 225 entonces el
total de la camara (estimado) sera de 225 x 5 = 1125

Las células por ml se estiman en:

1125 x 10.000 = 11.250.000 = 1,125 x 107

B 1) TR W W—  —
—

Multiplico por factor de dilucion ejemplo (1/100) entonces:
1,125 x 107 x 100 = 1,125 x 10° cel/ml

Células/ml = Células totales contadas x 5 x 10.000 x factor de
dilucion

VIABILIDAD %= (Cel Totales — Cel Muertas) / Cel Totales x 100

VIABILIDAD %= (225 —13) / 225x 100 = 94,2%



Tincion vital con azul de metileno

Evaluacion de viabilidad: Diferenciacién de vivas y muertas
" T 55,

ll hg

Gema (Vival) 'l ==

m---ﬁl

- En un tubo de ensayo, colocar 1 ml de la dilucion preparada anteriormente y agregar

Azul palido (Vival) —

1 ml del colorante azul de metileno. --- Es importante considerar que, si se utilizo la
dilucion 1/100, con el agregado del azul de metileno se realiza una dilucion
1/200.

- Homogeneizar

- Dejar reposar durante 3 minutos

- Llenar la camara




Uso del 100X para contaminantes

Es un método que nos puede dar una idea del nivel de contaminacion, pero solo si
estan en grandes cantidades. De otra manera, se recomiendan métodos de recuento

en placa.

1) Colocar una gota de muestra liguida en un
portaobjetos (diluir si es necesario)

2) Con la ayuda de un ansa estéril esparcir
suavemente la muestra

3) Colocar el cubreobjetos

4) Colocar una gota de aceite de microscopio y
sumergir el aumento en el aceite




Contaminantes por plaqueo

Requiere de métodos microbiolégicos y equipamiento especifico




Propagacion de levaduras

Escala laboratorio

-

25-fold 4to8-tdd 4 1o 6-fold
—f-
step-up step-up step-up
AV
N—_—
7
Pure Yeast culiure 10 ml wort or 250 ml (0.5 cup) 4 cup starter culture )
(good for 6-12 months) laboratory propagation media wort {1.040 hopped wort)

1 gallon sterile wort
{1 gallon jug)

Escala piloto




