LABORATORIO Nº2
“Cultivo batch en matraz de 500mL”

 Profesora: María Elena Lienqueo.

Profesores auxiliares: Luís Marcelo Cortés.

                                       Verónica Martínez.

Objetivos


Estudiar el crecimiento de microbiano. Realizar la curva de crecimiento de un cultivo de levadura en una fermentación batch y determinar las fases de crecimiento.
Además se deben obtener los siguientes parámetros cinéticos de la fermentación:
· Velocidad específica máxima de crecimiento.

· Máxima concentración de biomasa.
Introducción

Aunque podemos tener una idea de la apariencia de los microorganismos por estudios microscópicos de un hábitat natural, sus características se pueden estudiar mejor obteniéndolos en cultivo puro. Un cultivo puro o axénico es un cultivo que contiene sólo una clase de microorganismo. Para obtener un cultivo puro debemos ser capaces de cultivar el organismo en el laboratorio. Esto requiere que le suministremos los nutrientes adecuados y las condiciones ambientales que le permitan crecer. Es también esencial que evitemos que entren en el cultivo otros microorganismos. Tales organismos no deseados, llamados contaminantes, están por todas partes y la técnica microbiológica se centra precisamente en evitar esos contaminantes. Una vez que se ha aislado un cultivo puro se pueden luego establecer las condiciones para estudiar su bioquímica, su fisiología, su genética y otras características.


Uno de los sistemas más importantes para la identificación de microorganismos es observar su crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio. El material alimenticio en el que crecen los microorganismos es el Medio de Cultivo y el crecimiento de los microorganismos es el Cultivo. Se han preparado más de 10.000 medios de cultivo diferentes.


Para que las bacterias y levaduras crezcan adecuadamente en un medio de cultivo artificial debe reunir una serie de condiciones como son: temperatura, grado de humedad y presión de oxígeno adecuada, así como un grado correcto de acidez o alcalinidad. Un medio de cultivo debe contener los nutrientes y factores de crecimiento necesarios y debe estar exento de todo microorganismo contaminante.
Curva de Crecimiento

Es la representación gráfica del logaritmo del número de células frente al tiempo. La curva teórica sería una recta pues los microorganismos estarían creciendo constantemente pero en la práctica la curva presenta distintas fases:

· Fase de latencia: período de adaptación de un microorganismo a un nuevo medio de cultivo. 

· Fase exponencial o logarítmica: aumento regular de la población que se duplica a intervalos regulares de tiempo (G). 

· Fase estacionaria: cese del crecimiento por agotamiento de nutrientes, por acumulación de productos tóxicos, etc. 

· Fase de declinación o muerte: el número de células que mueren es mayor que el número de células que se dividen. 


Las propiedades de un microorganismo dependerán de la fase de la curva en que se encuentren (la producción de antibióticos se lleva a cabo en la fase estacionaria).
Medio de cultivo


Cada  grupo cuenta con un matraz de 500 ml. Cada matraz  contienen 100 ml de medio de cultivo con glucosa cuya composición se encuentra detallada a continuación:

	Peptona 
	20 g/l

	Estracto de Levadura
	10 g/l

	Glucosa 
	20 g/l



Este medio satisface los requerimientos nutricionales de las levaduras. 



El medio de cultivo fue previamente esterilizado en autoclave (calor+presión).
Inóculo

Los inóculos a utilizar están contenidos en tubos de ensayo. En cada tubo hay  2 ml del medio de cultivo (antes descrito) con levadura, que han sido incubados durante 12 hrs a 30° C en un agitador (shaker)  a 180 rpm. 

Las levaduras son crecidas previamente  en el shaker.  Esto se hace debido a que la levadura requiere de una etapa de “acostumbramiento” al medio ( etapa lag). La agitación permite tener mayor contacto con el oxígeno de la parte superior del tubo de ensayo y  el oxígeno permite que la levadura crezca con mayor rapidez.

Materiales y Método
Aplicación del Inóculo


Manteniendo siempre el cuidado que requiere la utilización de materiales estériles, cada grupo debe verter el inóculo dentro del matraz, previamente rotulado con el nombre numero del grupo. Posteriormente coloque el matraz en el shaker calefaccionado anotando la hora de inicio de la incubación.

Toma de muestras


Para seguir el crecimiento del cultivo se deben tomar muestras del cultivo cada determinados intervalos de tiempo (1 hora), y luego medir su absorbancia en el espectrofotómetro. Para ello se debe seguir el siguiente protocolo:

· Tomar 1 ml de cultivo con la micropipeta (con la punta estéril de la micropipeta) y se debe verter en la cubeta para la lectura de absorbancia.

· Se mide la absorbancia de la muestra a 620 nm en el espectrofotómetro.( en caso de una absorbancia mayor a 0,4 se debe realizar dilución) Además de utiliza agua destilada como blanco.
· Anotar el valor registrado y el tiempo en que se midió la muestra.

La concentración de células, x,  en [g/L] se obtendrá a partir de la siguiente curva de calibración: 

x (g/l) =(7.01*Ab +0.026)*D

donde Ab es Absorbancia a 620 nm, D: Dilución

Análisis de los datos


En una hoja de papel milimetrado (o planilla excell), se debe graficar la absorbancia versus el tiempo (es decir, el tiempo en el eje x y las absorbancias en el eje y). Lo que se espera obtener es una curva sigmoidea (es decir, con forma de “S”) como la que se muestra en la figura 1.
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Figura 1.- Curva de crecimiento de un microorganismo
