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Introduccién. El monitoreo y control de bioprocesos ha
cobrado vital importancia en los Ultimos afios debido a los
estrictos controles de calidad en la produccién de
metabolitos a nivel industrial [1]. En un bioproceso
generalmente se mide en linea variables como el pH, O,
disuelto, temperatura, ORP, etc, que sélo permiten sacar
conclusiones sobre el estado fisicoquimico del cultivo
microbiano. Sin embargo, es de vital importancia
monitorear la viabilidad de los microorganismos. En el
presente trabajo se exploré la posibilidad de determinar,
por medio de espectroscopia dieléctrica y microscopia de
fluorescencia la viabilidad celular de la levadura
Xanthophyllomyces dendrorhous.

Metodologia.

Se utiliz6 la cepa mutante sobreproductora de
astaxantina, denominada 25-2, de la levadura
Xanthophyllomyces  dendrorhous. Se  emplearon

matraces de 250 mL, los cuales contenian 50 mL de un
medio quimicamente definido. Fueron inoculados con
10% del volumen total y se incubaron a una temperatura
de 20 °C y una velocidad de agitacién de 250 rpm. La
fermentacion duré 5 dias. Se empled la sonda de
espectroscopia  dieléctrica FOGALE® nanotech. El
procedimiento experimental y el principio de medicién se
describen en el trabajo realizado en [2]. Se usé el
marcador de  fluorescencia  FUN-1 de Life
Technologies®. Se utilizé el procedimiento experimental
para la tincién de las células y el principio de medicion
descrito en [3]. La preparacion de células marcadas se
visualiz6 en un microscopio Leica® DMRA2, con
fluorescencia.

Resultados. En la Figura 1 se puede observar la
evoluciébn de la viabilidad celular detectada por
espectroscopia dieléctrica. Es posible apreciar que la
permitividad inicié con valores negativos, debido a la baja
concentracion de células en el cultivo. Conforme avanzo
la fermentacion, la permitividad se incrementé debido a la
gran cantidad de células con capacidad de polarizarse.
No obstante, a partir de las 54 horas los valores en la
permitividad comenzaron a descender, alcanzando
incluso valores negativos, lo anterior indica que las
células en el cultivo perdieron la capacidad de polarizarse
y, por lo tanto, la viabilidad celular disminuy®é.
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Fig. 1. Cinética de viabilidad registrada mediante espectroscopia

dieléctrica

En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos con
microscopia de fluorescencia. Se puede notar que al
comienzo de la fermentacién tuvo un 50% de células
metabdlicamente activas (viables). Conforme avanzé el
tiempo, el porcentaje de células viables aumenté hasta
llegar a valores mayores al 75%. Sin embargo, una vez
que el cultivo llegd a su fase estacionaria el porcentaje
comenzé a decrecer e incluso, a partir de las 72 horas,
dicho porcentaje alcanzo valores de 0%, lo cual indica la
pérdida total de la viabilidad del cultivo celular.
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Fig. 2. Cinética de viabilidad registrada mediante microscopia de
fluorescencia

Conclusién. El empleo de espectroscopia dieléctrica y
microscopia de fluorescencia podrian ser utilizados para
determinar la viabilidad celular de la levadura
Xanthophyllomyces dendrorhous.
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