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CAPITULO 1.~ Introduccibn

La critica escasez de protefnas que existe, y que estd prevista -
mundialmente nara el futuro, ha creado ia necesidad en muchos luaa
res de actuar con urgencia para ampliar el suministro de protetnas
destinadas a la al imentacibn del hombre y los animales; también ha
estimulado las investigaciones y la aplicacibn de sus resultados -
a la agricultura y la industria de muchps paises, con objeto de sa

tisfacer tal necesidad {37).

Lo peor del problema de la alimentaci6n del mundo es la escasez -~
de nroteinas. Ya en 1838, un quimico holandés, Mulder, describié

a estas sustancias como el material orgdnico conocido mis importan

te. "Sin &l", escribid Mulder, '"la vida no parece posible es nues
tro nlaneta... por conducto de estos materiales es que se producen
los orincinales fenbmenos de la vida'". Aunque estas palabras eran

quiz8s un poco exageradas, hoy sabemo$s que el cuerpc humano es, en

real idad, una inrmensa acumulacibén de oroteinas.

Es conocido que un déficit de protetinas, o la ingestibn de una die
ta con baja calidad oroteica, conlleva a un estado de mainutricibn
que afecta la salud del ser humano orincipalmente a los nifios, en
los cuales se han detectado trastornos en su desarrollo fisico y -
en ocasiones mental, ast como una escasa resistencia a enfermeda--

des o infecciones (34, 35, 36).



Graves complicaciones durante el embarazo, en el parto y después -
del parto pueden estar motivadas nor aberraciones en 1a nutricidn
de Ia; mujeres durante la gestaciédn. La falta de proteinas en los
Gltimos-meses de gestacidbn de una mujer, y en los seis orimeros me
ses de vida de un nifo, pueden producirle a éste dafos cerebrales
irreversibles (42). Esta situaci®bn ast como una elevada tasa de
mortalidad infantil, los cuadros clinicos de Kwashiorkor, y el ma-
rasmo causados por la malnutricibdn, prevalecen en los paises subde

sarrol lados sobretodo en los que tienen una gran poblacién (37).

Se ha estimado que en los paises en desarrollo actualmente hay -
1500 millones de individuos que no tienen un régimen de alimenta--
cién adecuado y 300 a 500 millones ni siquiera tienen alimentos su
ficientes (36). Desde hace algunas décadas, se trabaja en la ob--
tencibn de diferentes alimentos protéicos a partir de fuentes no -
convencionales, con fines nutricionales, principalmente a base de
concentrados protéicos de soya, semilla de algodén y harina de pes

cado (5, 11, 93).

Dentro de las fuentes no convencionales, las mds prometedoras ac--
tualmente, son aquellas que derivan de la oroteina unicelular, y -
por ello han merecido un especial interés de parte de institucio--
nes mundiales dedicadas a la investigacibn en este campo, y cuyos

logros parecen ser promisorios. En el estado actual de las inves=
tigaciones, los problemas técnicos a resolver son: disminuir el al

to contenido de 4cidos nucleicos, quitar el sabor desagradable de



algunos productos, mejorar el contenido de aminoc&cidos esenciales
y aumentar la asimilacibébn de los productos, problemas a los cuales
se han avocado un nlmero cada vez mayor de investigadores, con la
finalidad de que a futuro, si no constituye la panacea al problema
alimentario mundial, si constituya un paso importante para el mejo

ramiento de la nutricidn a nivel mundial.




2.1,

2.2.

2.3,

2.4,

CAPITULO Il .- Objetivos

Aislar e identificar a partir de muestras de aguamie! y

pulque, tas levaduras: Pichia membranaefaciens (Hansen),

Saccharomyces cerevisiae (Hansen), Candida parapsilosis

(Ashford, Langeron et Talice) y Candida valida.

Conocer la concentracifén de nutrientes esenciales y los
parémetros adecuados para el &6ptimo desarrolio de las -

levaduras aisladas.

Lograr el desarrollo masivo de las levaduras aisladas =

en medios de cultivo no convencionales.

Determinar si existe alguna correlacién entre la compg
sicibn quimica de una levadura y el sustrato utilizado

para su desarrollo.



LAPITULO 111.- Generalidades

I, ASPECTOS GENERALES SOBRE EL AGUAMIEL Y EL PULQUE.

1.1, DEFINICION Y CARACTERIST!ICAS DEL AGUAMIEL Y PULQUE,
E! pulque, (ocotli o huitztle) del n&huatl poliuhqui {echado
a perder); es la bebida nacional de México obtenida por fer-
mentacibén espontdnea del ''aguamiel', savia dulce de varias -
especies de "magueyes nulqueros", principalmente Agave atro-

virens Karw y Agave americana ( 31, 45, 90).

El aguamiel de los magueyes mansos (Agave.atrovirens Karw) -

es un liquido azucarado, incoloro, ligeramente &cido, lfmnido
y transparente; posee un olor herbaceo especial y un sabor -
dulce agradable, aunque irritante para las mucosas. Los a--
cuamieles de otros magueyes son opalinos o més o menos amarj
Ilentos, algqunas veces blanquecinos y mucilaginosos, el sa--
bor dulce disminuye y en las clases inferiores se vuelve ca-

si insipido (30).

El pulque obtenido por fermentacibn controlada técnicamente

y distribuido bajo las marcas: Miel-Mex, X6chitl, Jicara, Ma
linche y Magueyin, es una bebida alcohélica blanca, viscosa,
dcida y con una gradaci6bn alcoh&lica menor de €°GL (90).

Por definicibn oficial, su lectura en el refractémetro es de
25 a 30 (a 20°C) y su indice de refraccibn es de 1.3365 a -

1.338. Otras caracterist icas adicionales incluyen: oH 3.5 a



1.3.

4.0, alcohiol 4 a 6% v/v, acidez total (como &cido lactico)-
0.4 a 0.79%, acidez fija (como &cido lactico) 0.2 a O.4g% vy

azlcares reductores totales 0.2 a 0.5y9% (86, 87).

. PASOS EN LA PRODUCCION TRADICtONAL DEL PULQUE.- EIl sustrato

para la elaboraci6n del pulque es el jugo de agave, denomira
do aguamiel o tlachique, el cual es extraldo de las plantas

maduras (8 a 10 afios de edad), despubs de haber practicado -
el corte del 6rganc floral (orimordio), en una operacién des

crita como ''castracibn' del bohordo floral.

El jugo se acumula gradualmente en una cavidad (cajete) de -
donde es removido diariamente nor succién oral por medio de
una calabaza seca o acocote, oara después transportarlo a -
los tinacales o contenedores abiertos en donde se lleva a ca
bo la fermentaci6n, adictondndole la "semilla" 1a cual es un
inbculo natural no controiado, oroveniente de una fermenta--

cibn previa.

La fermentacibn dura de & a 30 dias, dependiendo de la tempe

ratura, cambios estacionales y otros factores no controlados

(88, 90).

MICROBIOLOGIA DEL AGUAMIEL Y DEL PULQUE.- En el aguamiel y -
el nulque se encuentran dos clases de microorganismos: bacte-
rias y levaduras, variando la proporcibn de las mismas en el

aguamiel y el pulque, siendo mayor la cantidad de levadu-



ras en el pulque que en el aguamiel; donde se tiepen cuentas
9
del orden de 0.8 x 10 a 1.5 x 10 bacterias/m! y 3 x 10 a
9
6 x 10 levaduras/m! {(80).

En 1a tabla 1.3 se enlistan los microorganismos aislados del

pulque, seglin Herrera y Ulloa.

TABLA 1.3. MICROORGANISMOS AISLADOS DEL PULQUE (45).

MI CROORGAN I SMOS REFERENCIA

1. BACTERIAS

Acetobacter aceti (Pasteur) Beijerinck
Bacillus teres (Neide)

Lactobacillus buchnerl (Hennenbergg Bergey et al.
Leuconostoc dextranicum (Beijerinck) Hucker y Pederson
Leuconostoc mesenteroides (Tsenkovskii) van Tiegem
Micrococcus candidus Cohn

Micrococcus luteus (Schroeter) Cohn

Micrococcus roseus Fluegge

Sarcina flava de Bary

Zymomonas mobilis (Lindner) Kluyver y van Niel
Lactobacillus plantarum Sénchez-Marroquin y Hope
Lactobacillus brevis S&nchez-Marroquin y Hope
2. LEVADURAS

Candida parapsllosis ' (Ashford) Langeron y Talice
Rhodotorula incarnata Ruiz-Oronoz
Torulonsis aquamellis (a) Ruiz-Oronoz
Pichia membranaefaciens (Hansen)

Saccharomyces cerevisiae (b) (Hansen)

Kloeckera apiculata (c) {Rees emend. Kloecker) Janke

(a) Inicialmente clasificada como Pichia barraganii Ruiz-Oronoz (82)
(b) égmtglr;lente clasificada como accharomyces carbajali. Ruiz-Oronoz
1, 87
(c) Inicialmente clasificada y aislada por Herrera y Ulloa como
Kloeckera corticis var pulquensis (44, 102},

1.4, COMPOSICION CUIMICA DEL AGUAMIEL Y EL PULQUE.- Los Gnicos da-



tos quimicos del aguamiel y del pulque son aquellos renorta-
dos por Cravioto y colaboradores, Massieu y colaboradores vy

S&nchez-Marroquin v se muestran en la tabla 1.4 (ho, 86, 27).

TABLA 1.4, COMPOSICION CUIMICA DEL AGUAMIEL Y DEL PULQUF.,

BEBIDA HUME-  CENT-" PRO- CAL=- P te TIA- RIBG- NIA-  VIT,
DAD IAS TEINA CI0 mg% mg%x MINA FLAVI CINA C
o) q% q% ma% mq%  NA ma¥% mq¥%  mg%

PULQUE 97 0.2 0.44 10 10 0.7 0.02 0.02 0.3 6.2

AGUAMIEL 94 0.4 0.3 20 9 --- 0,02 0.03 0.4 6.7

CERVEZA 94,5 0.4 0.29 IR 33 0,58 0,01 0.03 0.79 =---

PULQUE

ENVASADO 9§ 0.35 0.5 - -- === 0.03 0.035 0.63 =--

1.5, {MPORTANCIA ECONOMICA Y SOClAL DEL CONSUMO DEL PULQUE.- Fn -

la &poca prehispanica el pulque tenfa un significado religio
50, ya que constituia una ofrenda a los dioses, particular--
mente Mayahuel, la divinidad azteca del pulque. Después del
colapso del imperio azteca, la bebida perdit su predeminan--
cia en los rituales religiosos, aunque su consumo permanecia
en el gqusto populér.

Actualmente el consumo del pulque en la Ciudad de México es

de 1 x 106 \itros/dia, observdndose un patrén de consumo ca-
racteristico; ya que, el mayor consumo corresponde a las c¢cla

ses de menor ingreso, y un consumo esporddico en la clase me

dia (90).

Por tradicibn, se han atribufdo propiedades medicinales al -

pulque, y su uso como tal es, entre otros, en casos de desor



~

denes gastrointestinales, anorexia, astenia, infecciones re-

nales y disminucibn de la segregacibn de leche materna.

S5egGn el Instituto Nacional de ia Nutricibén, los nifos de fa
milias pobres, reciben pulque tres veces al dia el cual les
nrovee del 2.2 al 12.4% de sus calorfas y del 0.6 al 3.2% de

sus-requerimentos nrotéicos diarios (51).

USOS DEL AGUAMIEL.- Ademds de servir de medio de fermenta---

cibn para la elaboracién del pulque, el aguamiel tiene entre

otros usos los siguientes:

a). Obtencibn de levadura: alimenticia, forrajera, medicinal
y seca viable para la panificaci6n.

b). Produccibn de dextrana: usos industriales y clinicos.

c). Obtencibn de otros productos: &cidos lactico y citrico,-
concentrados de vitaminas y aminodcidos, enzimas y con=-
centrados de aguamiel para industrias de la alimentacibn

(89) .

CLASIFICACION Y CARACTER{ISTICAS DE LAS LEVADURAS

. CLASIFICACION.- La taxonomia de las levaduras comnrende una

noblacibn de aproximadamente 350 especies., Para asignarle -
un nomore apropiado a estos organismos, es necesaria la exis
tencia de un sistema de clasificaci6n bien definido con el -
cual ouedan ser bien agrupadas; sin emtarqo, transcurrieron

muchos afios antes de que se lograra establecer este sistema
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en una forma adecuada.

.1. DATOS HISTORICOS.- Fue en el afio de 1680 cuando Antonio -

van Leeuwenhoeck observdé y describié por vez nrimera la --
existencia de seres vivos microscbpicos a los que les dib
el nombre de "animdlculos" y a los que, mas tarde, se les
reconoceria como bacterias, hongos, levaduras y protozoa--
rios. A partir de este descubrimiento y con el perfeccio-
namiento del microscopio compuesto, un gran nlmero de in--
vestigadores realizan estudios sobre las caracteristicas -
morfolégicas y de reproduccibn de las levaduras (tabla 2.1)
mientras tanto, se les agrupa mediante una clasificacién -
artificial que surge como una rama de la micologia. ¢Es --
hasta el afo de 1896 cuando Hansen publica el primer Siste
ma Cientifico de Clasificacidén de levaduras basado en los
trabajos de Linneaus sobre taxonomia vegetal y animal; es-
ta clasificacién no definia totalmente las bases sobre las
cuales estaba elaborada y es por esto que, durante varios
afios, Lodder y otros investigadores se dedican a continuar
los estudios sobre las bases adecuadas de clasificacibn, -
hasta lograr, en 1952, darle un orden y una unidad al Sis-
tema de Clasificaci6n Cientifica. Por otro lado, Wicker-~
ham estudia y propone nuevas técnicas nara la caracteriza-
cibn y en base a esto, en 1970, Lodder, Kreger van Rij y -

otros investigadores actualizan el sistema (25, 77).



TABLA 2.1. Algunos eventos en la bistoria de las levaduras.

PERIODO _DF LA PRE-CIENCIA

1590 Janssen perfecciona el microscopio compuesto
1650 Van Leeuwenhoeck observa y describe a las levaduras
1753 Linneaus propone una nomenciatura binomial y aplica el Sis

tema a plantas y animales

T __EPOCA DEL SURGIMIENTO DE LA ZIMOLOGIA Y LA MICROBIOLOGIA

1822 Persoon y fries consideran a las levaduras como hongos

1025 Schwann y colaboradores observan la gemacidn de las levady
ras

1857 Pasteur orueba el origen microbiano de ia fermentacibn vy

explica su naturaleza anpaerbbica

1 vE6 de Bary olLserva el ciclo de vida de las ievaduras

1.70 Rees observa las ascosporas de ievaduras y Su germinacibn

1B Hansen inicia el estudio de cultivos puros de levaduras

1896 Hansen publica un Sistema Cientifico de Clasificacibn de -
levaduras

EPOCA MODERNA

1920 Guillermond amplia el método de Hansen de clasificacibn

1952 Stellingy, Dekker, Lodder, Didens y otros investigadores -
dan unidad y orden a la taxonomia de las Ievadurés

1956 Winge y Satava descubren la alternancia de fases de las -
levaduras. Wickerham avanza en la caracterizaci6on de las
ievaduras con nuevas técnicas

1970 Lodder ,Kreger van Pij y un grupo internacional de investi

gadores actualizan ta ¢lasificacibn de levaduras




2.1.2.1.

2.

1.2.2,

. BASES DE LA CLASIFICACION.~ Para facilitar el reconoci=--

miento de un determinado organismo, existen tres cbédiaos
de nomenclatura: el vegetal, el animal y el bacteriano;-
tas levaduras, caen dentro del cb6digo boténico més que -
dentro del bacteriano y para darles un nombre esnecifico
deben cump!irse los requerimentos que el cédigo impone:-
los dos mis importantes son: !. Lue el nombre dado con--
sista de dos componentes, uno que representa e! nombre -
del género y otro que es el epiteto especifico o nombre
de la especie y 2. Que el nombre dado vaya siempre acom-
padado de una descripcibn comoleta del organismo  Para
clasificar .a una levadura, es decir, para asignarle un -
gknero y unpa especie, se utilizan diferentes caracteristj
cas que son tipicas en cada organismo; entre estas carac

teristicas se encuentran las siguientes:

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.- Entre estas se consideran:
a. Forma de las células

b. Tamaio de las células

¢. Aspecto de las colonias en medios sblidos

d. Formacibn de nseudomicel io

e. forma de reproduccibn sexual

f. Forma de reproduccibn asexual

CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS.- Las principales caracteris
ticas fisioibgicas que deben tomarse en cuenta son: (25,-

39, 74)



a.- Aspectos de los cultivos en medios )fquidos

b.- Asimilacién de los compuestos de Carbono

c.- Asimilaci6bn de compuestos de Nitrbgeno

Otras caracterfsticas fisiolbégicas que se conslideran de
valor secundario son (25,77):

d.- Presencia de compuestos carotenoides

e.- Degradaci6bn de arbutina y otros #-glucésidos

f.- Producci6n de &cidos

g.~ Requerimientos vitaminicos

h.- Degradaci6n de grasas .

t.~ Actividad de la ureasa

2.1.2.3, CARACTERISTICAS EVOLUTIVAS.- Aqui se consideran las carac
terfsticas naturales de los organismos y sus procesos de
evolucibn, entre las que se encuentran (18,74):
a.- Asociaclén con diferentes organismos superiores
b.- Diferencias estructurales de la pared celular

c.- Diferencias estructurales de las enzimas resplratorias

2,1.2.,4, CARACTERISTICAS DEL GENOMA NUCLEAR.- Se consideran (7&,77):
a.- Estudio detallado de la reproduccfén sexual
b.- Composicién b&sica del DNA (Guanina + Citosina)

c.~ Hibridizaciones de &cidos nucleicos

En la mayorfa de los casos es suficiente con la aplica--

cién de los dos primeros puntos; sin embargo, en ocasio-
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nes se hace necesaria la utilizacidn del resto de ellos

aunque son considerados como de valor secundario.

En la determinacibn de cada una de las caracteristicas -
se han empleado una gran cantidad de técnicas entre las
que se encuentran: los métodos de andlisis numérico del
DNA (18, 19), los métodos de Resonancia magnéticas de --
Protones (19, 74) y las pruetas serolbgicas (19, 77): --
sin embargo, estas técnicas tienen validez limitada del:j

do a la variabilidad de sus resultados.

SISTEMAS DE CLASIFICACION.- El orimer sistema de clasifli
cacibn de levaduras que fue aceotado universalmente es

el de Lodder (1952) que estd basado principalmente en -
las caracteristicas morfolbgicas y fisiolbgicas de las

levaduras;. las primeras dan lugar a los grandes taxones

(ctases, brdenes, familias y géneros) y las Gltimas son

utllizadas para determinar la esoecie.

En este sistema, las levaduras se incluyen dentro del -
grupo de las talofitas y se encuentran divididas en tres
familias:

A. Famitia ENDOMYCETACEAE: Perteneciente a la clase de -
los-ascomicetos y se caracteriza nor la produccitn de es
noras endbgenas 1lamadas ascosporas dentro de una célula
oortadora 1lamada asca.

B. Familia SPOROBOLOMYCETACEAE: perteneciente a la clase
de los Basidiomicetos y se caracteriza por la nroduccibn

de esporas exdgenas souvre nedlnculos 1lamados esterigmas.



2.1.4,

C. Familia CRYPTOCOCCACEAE: perteneciente al orden {ryo-
tococcales yla la clase de los Deuteromicetos y se carac
teriza nor la falta de esporas en su ciclo de vida,

En este sistema se incluyen 29 géneros, algunos de ellos
no estdn considerados como |levaduras propiamente dichas
sino que, solamente tienen semejanza con eilas (25, 39,-
77).

E! sistema de clasificacién actualizado, propuesto por --
Lodder en 1970, considera a las levaduras divididas en &
grupos principales que comprenden 39 géneros representan
tes de 349 especies (Tabla 2.2) y actuaimente se conside
ra un incremento de 185 especies acentadas y mas de 10 -

géneros nuevos a partir de su publicacidbn (74, 77).

APLICACIONES DEL SISTEMA DE C.ASIFICACION.- Una vez que

se han realizado toda una serie de nruebas que determi--
nan las caracteristicas de las levaduras con 'as que se

estd trabajando, se les debe agrunar dentro de los taxo-
nes correspondientes de acuerdo a ios resultados de 1as
nruebas de sus caracteristicas morfolbgicas y dentro de

una especie determinada oor los resultados de sus carac-
teristicas fisiolbgicas.

En la literatura profesional, los nombres de las levadu-
ras oveden ser seguidos por el nombre del investigador -
resoonsable de la descriocidn original del organismo y a
demés también puede ser agregado el afio de la pullica---

cibn; nor ejemplo: Schizosaccharomyces octosporus Beije-




rink 1694. Ocasionalmente, una levadura buede ser trans
ferida a un género diferente del que inicialmente se le
habia dado debido a que ocurren nuevos conocimientos que
justifican tal decisi6bn; si esto sucede, el nombre del -
género cambia y el de la especie se conserva a menos que
el nuevo género ya contenga una especie con el mismo eni
teto especifico.

Aigunas levaduras presentan renroduccidn de tino sexual
y asexual a la vez; en estos casos, amhos tipos de leva-
duras presentan ias mismas caracteristicas morfoldgicas
y fisiolbyicas, por lo que solamente, se consideran las
Gltimas como una variedad de las nrimeras: sin embarjo,-
en la clasificacién se les dan nombres diferentes y se -
hace la aclaracibn resnectiva solre sus especies equiva-

lentes{Tabla 2.3).

TABLA 2.2. Clasificacibn de las levaduras (Lodder, 1970} (74)

REINO VEGETAL
DIVISION EUMYCOTA
SUBDIVISION ASCOMYCOTINA BASIDIOMYCOTINA DEUTER.OMYCOTINA
CLASE HEMIASCOMYCETES TELIOMYCETES DEUTEROMYCETES
ORDEN ENDOMYCETALES MONILIALES
FAMILIA ENDOMYCETACEAE SPOROBOLOMYCETACEAE
GENEROS EREMASCUS*® LEUCOSPORIDIUM SPOROBOLOMYCES
ENDOMYCES* FHODOSPORIDIUM BULLERA
F1LOBASIDIUM
FILOBASIDIFELLA
FAMILIA SACCHAROMYCETACEAE CRYPTOCOCCACEAE
SUBFAMILIA B SACCHAROMYCETO|DEAE
GENEROS DEKKERA CRYPTOCOCCUS
SACCHAROMYCOPSIS RHODOTORU. A
ARTHROASCUS PHAFF 1A
SACCHAROMYCES PITYROSPORLM
KLUYVEROMYCES Ki.OECKERA
SCHWANN I OMYCFS TPIGONOPSIS

DEBARYOMYCES BRETTANOMYCES



PICHIA TORLL OPSIS

HANSENULA CANDI DA
{.OODEROMYCES TR CHOSPORON
WICKERHAMI ELLA STER{ GHATOMYCES
WINGEA SYMPODIOMYCES
PACHISOLEN SCHIZGBLASTOSPORION

SUBFAMILIA A SCHIZOSACCHAROMYCETOIDEAE

GENFROS SCHIZOSACCHAROMYCES

SUBFAMILTA C NADSONIOIDEAE

GENEROS NADSON1A
HANSEN 1 ASPORA
SACCHAROMYCODES

WICKERHAMIA
SUBFAMILIA D LIPOMYCETOIDEAE

GENEROS LIPOMYCES
FAMILIA SPERMOPHTHORACEAE
GENEROS NEMATOSPORA

CoCCiDIASCUS
METSCHN I KOW (A
ASHBIA*

EREMOTHEC | UN*

* No comprenden levaduras propiamente dichas

TABLA 2.3. Algunas levaduras ascosporbgenas y sus especies asexua-
les equivalentes (77).

LEVADURAS ASCOSPOROGENAS ESPEC!ES ASEXUALES
Saccharomyces exlquus Torulopsis bolmil
Saccharomyces telluiris Torulopsis bovina

Pichia kudriavzevii Candida kruzei

Pichia membranaefaciens Candida valida

Pichia fermentans Candida lambica
K:ruyveromyces fraqilis Candida pseudotropicalis
Dekkera bruxelensis Brettanomyces brﬁxelensis
Debaryomyces banseni i Torulopsis candida
Hansenula capsulata Torulonsis molischiana
Hanseniaspora valbyensis Kioeckera apiculata

Endomycopsis lipolytica Candida lipolytica




2.2, CARACTERISTICAS ESTRUCTURA!ES DFf ''AS LFVADURAS .- Para de-
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finir la estructura de una célula de levadura y para de--
terminar su funcién y organizacibn, actualmente se han ex
pandido un gran nimero de técnicas entre las que se en---
cuentran: Microscopia Electrbnica, Microscopia de Contras
te de fases, Microscopia de fluorescencia, Cromatografia,
Serologia de Imnmunofluorescencia, Lisis de Paredes Celula
res y Aislamiento de Ultraestructuras Citoplédsmicas, en--
tre otras.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la aplicacién de
estas técnicas, se ha determinado que, la capacidad biol$
gica de una célula de levadura, reside en un singular cuer
po vegetativo en donde, una pared celular o anillo semi--
rrigido encierra el contenido protopldsmico que a su vez,
se encuentra nrotegido por una membrana nlasmdtica. Exis
te, ademds, un fluido, la matriz citoplasmica, en donde -
se encuentran incluidos un nlcleo, mitocondrias, vacuolas
cuerpos refrédctiles, grdnulos de polifosfatos, granulos -
de lipidos, ribosomas, otras estructuras mennres y bionar
ticulas. La descripcibn de cada una de las estructuras -

mencionadas se da a continuacibn.

PARED CEL.ULAR.- La pared celular es una estructura semejapn
te a un tegumento que, generalmente, se encuentra en desa
rrollo activo, logrando un didmetro aproximado de i50 mm.
Ocupa del € al 27% del peso seco de la célula y éste por-

centaje se incrementa cuando se nasa de la fase logaritmj
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ca a la estacionaria.

Esta estructura es una organizacibén compleja de enzimas,-
es tambi&n el locus de la reproduccibn vegetativa y ade--
mds, funciona como un filtro que pasa micromoléculas, de
peso molecular abajo de 4500, hasta los sitios de absor--
cion (77).

Al microscopio electrbnico, muestra una masa densa de mi-
crofibrillas o masa fibrilar (63, 72), una cicatriz de na
cimiento y numerosas cicatrices de hrotes (17, 60).

La composicibn quimica promedio de la pared celular de las
levaduras se encuentra resumida en la tabia 2.4. Fntre -
los componentes de la pared celular que se han caracteri-

zado, se encuentran:

. CARBOHIDRATOS .- Son tres los principales carbohidratos --

presentes en las levaduras: glucanas, mananas y quitina
a. GLUCANAS: También 1lamadas '"Celulosa de levaduras", -
ias glucanas forman pa}te de! total de carbohidratos nre-
sentes en !a pared celular de las levaduras; ocupan anro-
x imadamente del 30 al 35% de los s&lidos de esta estructy
ra.

Las glucanas, presentes en la capa interna de la estructu
ra, le imparten rigidez pero conservando cierta elastici-
dad.

Son dos los polisacéridos de g}ucosa que se agrupan bajo

el nombre genérico de glucanas de levaduras; el primero,
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considerado como el princinal, consiste de unidades 1i-~-
neales de glucosa con enlaces A(1,3) y con algunas rami-
ficaciones unidas mediante enlaces #(1,6), misma que for
ma una capa fibrilar interna que estd recubierta nor el
sequndo polisacArido componente cuya estructura estd for
mada por unidades lineaies de glucosa con predominio de
enlaces f(1,6) y con cadenas iaterales unidas nor enlaces
4(1,3)

Ambas estructuras estdn reoresentadas en la fiqura 2.1 -
(17, 63).

TABLA 2.h. Composicibn quimica anroximada de la pared ce
lular de las levaduras.

COMPUESTO % EN PESO SECO
CARBOH | DRATOS 83.00
PROTEINAS 10.00
LIPIDOS 3.00
ESTEROLES 0.45
RNA 0.30
DNA 0.04

b. MANANAS: Las mananas, otro comoonente del total de -

carbohidratos de la pared celular de las levaduras, tam-

bLién conocidas como '"Goma de levaduras"  Ocunan aproxi

madamente el 30% del peso seco de la estructura.

Muchos investigadores se han dedicado al estudio de este

componente ya que ademds de formar parte de la estructura

de la nared ceiular, se ha encontrado que es el componen
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te inmunodominante de las cklulas de levaduras. Cuando
se utilizan células intactas de levaduras con sus anti-
sueros especificos, estas dan reacciones oositivas de a
glutinacibn y nrecipitacibn; cuando se extraen las mana
nas de la pared y se hacen reaccionar con los mismos an
tisueros, dan las mismas reacciones que las células in-
tactas, de esta manera se deduce que son las mananas --
las responsables de la actividad antigénica de las leva
duras (i7, 19).

Las mananas tienen dos tinos de funciones: una estructu
ral (y responsable de la actividad antigénica) y otra -
de otro tinmo ( ver mds adelante). Las mananas estructu:
rales se encuentran, principalmente, en la superficie -
externa de la pared aunque es nrobable que se encuentren
junto con las qlucanas, inmersas en las capas interme--
dias de esta estructura (13, 17, 73)

La estructura quimica de las mananas varia seqln la es-
pecie de levaduras, nero en gyeneral, se puede decir que
son polisacéridos de manosa que contienen N-acetilgluco
samina y cantidades variables de fosfatos. Una parte -
de la manosa es un polisacarido largo con enlaces=X{1,6)
y con algupas cadenas.cortas laterales con enlaces -
2<(1,2) yot(1,3) (figura 2.2). Otra oorci6n de la mano-
sa es una cadena corta, probatlemente de la misma estruc
tura quimica de las cadenas cortas del polisacérido lar

go; esta cadena corta parece estar unida directamente =
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a un péptido a través de enlaces glucosidicos a la serina
y treonina (figura 2,2) (13, 17, 19, 73, 77).

c. LUITINA: Otro polisacadrido que integra la pared celu--
lar de las levaduras es la quitina; ocupa aproximadamente
el 1% del peso seco total de esta estructura (77).

La quitina se encuentra localizada exclusivamente en las
cjcatrices de brote y &reas adyacentes. Su estructura --
quimica corresponde a la de un polisacdrido lineal de mo-
leculas de N-acetilglucosamina unidas entre si por enla--
ces &(1,b) glucosidicos (figura 2.3). La sintesis de qui-
tina durante la gemaci6bn se !leva a cabo mediante la inter
vencibén de 3 factores: zimbgeno de quitina sintetasa, fac
tor activante y factor inhibidor del factor activante (1€,
i7, 73, 17).

Existen especies de levaduras que no presentan este po!i-
sacdrido, estas corresponden a aquellas que se renroducen
vegetativamente por fisién, particularmente Schizosaccha-

romyces octosporus; en estos organismos se ha compronado

que una de las estructuras que se forman al inicio de la
fisi6n, desamarece al final y tal vez ésta sea la causa -
de que no se detecte la quitina (73, 77).

Las levaduras filamentosas, es decir, aquellas que son ca
paces de formar pseudomicelio, nresentan mayor cantidad -
de quitina que aquellas que no lo forman; también se ha -
comprobado que aquellas que presenian deficiencia en el
contenido de mananas, sintetizan una mayor cantidad de -

quitina que las células normales (13, 16, 17).
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FIGURA 2.1 Estructura quimica de ‘as glucanas de levaduras

a. componente orincipal b. componente secundario

(67, 73).
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FIGURA 2,2, Estructura quimica de las mananas de levaduras

a. cadena larua b. cadena corta {73).
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FIGURA 2.3, Estructura quimica de ia quitina de las ievaduras.

2,2.1.2. LIPIDOS: La cantidad de lipidos presentes en la pared ce-
lular de las levaduras, se ha determinado como del 3% del
total de su peso seco; sin embargo, actualmente se sabe -
que esta proporcibn es variable para cada especie. Varios
investigadores han real izado estudios sobre este tema y -
han ;ncdntrado que para 5. cerevisiae, los lipidos se en-
cuentran tibres en un B.5% y enlazados a fésforo en una -
cantidad muy nequefia. Utilizando técnicas de mayor reso-
lucibn se observa que, los lipidos libres se incrementan
hasta un 13.5% y los fosfolipidos hasta un 0.5%; a pesar
de estos resultados, existen especies de Saccharomyces --
que solamente presentan 2% de lipidos libres {también al-
gunas especies de Candida) y otras que presentan hasta ==
6.9% de fosfo|1pidos (73, 717).
£’ contenido de lipidos en la pared celular estéhrelacié-
nado directamente con la forma que nresentan las células;
de esta forma, las ctlulas elipticas oresentan menor conteg
nido y las triangulares mayor contenido de 1ipidos. Los
componentes |inidicos también determinan la tendencia, de
algunas especies, para formar pelicuias en medios |1qui--

dos (13, 17, 67, 73).
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2.2.1.,3. PROTEINAS: E! valor promedio del contenido de proteinas -

2

.2.2.

de la pared celular de las levaduras, es del 104 (taula -
2.4); sin embargo, existen variaciones que dependen de la
especie estudiada. Los valores nromedio reportados son:
10% nara levaduras floculantes; 7% rara células de forma
elipsoidal; 14, 6% para células de forma triangular. Ei -
contenido de oroteinas, también varia con la edad del! cul
tivo (73).

Las oroteinas de la pared celular de levaduras se caracte
rizan por su alto contenido de entaces disulfuro y por la
alta concentracibn de adcidos glut&mico y aspdrtico; estas
caracteristicas, le confieren propiedades &cidas, varian-
do con la concentraciébn de oxtgeno presente en el medio -
de crecimiento (77).

El andlisis de estas proteinas revela que se encuentran -
formando parte de dos fracciones: a. un complejo de gluca
no«proteinas y b. un complejo de manano-proteinas. Se -
cree que tal vez existe una tercera fraccibn que corres--
ponde a un complejo de glucomanano-proteinas vero, hasta

la fecha su presencia se ha considerado incierta (17, 73).

ESPACIO PERIPLASMICO: F1 espacio libre localizado entre -
la pared celular y e! plasmalema, es conocido como espa--
cio peripl&smico. Esta no es una estructura propiamente
dicha; sin embargo, en este espacio libre se encuentran

localizadas un gran ntmero de enzimas enlazadas, proba--

b iemente, a través de enlaces disulfuro (17).
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Algunas de estas enzimas, se encuentran enlazadas a
polisacdridos, principalmente a mananas, pero no --
tienen funcidbn estructura! sino que presentan acti-
vidad enzimdtica, La enzima que mis se ha estudia-
do es la invertasa, pero se sabe que existen otras
como la fosfatasa &cida.

La invertasa no se encuentra en forma libre, se en-
cuentra englobada dentro de particulas llamadas ves
siculas y a travks de ellas, es como la enzima pue-
de ser transportada del interior al exterior de la
célula. Dentro del espacio periplésmico también se
han detectado otras particulas que transportan pro-
tefnas, diferentes de las enlazadas a mananas, cuya
principal funcibn es la sintesis de paredes celula-

res (17, 73, 77).

MEMBRANA PLASMATICA: Junto a la superficie interna

de la pared celular y separada por el espacio peri

pl&smico, estd unida una cana que mide anroximada-

mente 9nm de espesor; esta capa es conocida como -

membrana piasmitica, mem:rana c¢'tooldsmica o p:as-

malema (67, 74).

La funciébn del plasmalema es regquiar el intercambio
de nutrientes y metabolitos por mecanismos de per--
meabilidad selectiva.

La estructura quimica de esta estructura se ha defj

nido a través de un modelo |lamado "Modelo de mosaj

co fluido" (95) en el que se propone que la membra-

26
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na plasmitica estd constituida por tres tipos de compo-

nentes: proteinas, llpidos y oligosacéridos.

PROTEINAS: Las proteinas de la membrana se encuentran -
divididas en dos categorfas: las protefnas periféricas

y las proteinas integrales; las primeras son aquellas -
que se encuentran en la parte externa de la membrana vy
no tienen funci6bn estructural propiamente dicha. Las -
nroteinas integrales son las que en realidad intervie--
nen en la estructura de la membrana; estas proteinas, -
presentan un alto contenido de estructuras de o¢-hélice

pero, la mayor parte (60%) tienen estructura globular -
con los grupos hidrofbbicos embebidos en e! interior vy
Jos hidrofilicos expuestos tanto en la superficie inter

na como la externa de la membrana.

LIPLIDOS: Los ifpidos que componen a la membrana plasmé-
tica son principalmente, dcidos grasos unidos a fésforo
Estos lipidos se encuentran formando una doble capa con
los grupos hidrofilicos colindando con la guperficie in
terna y externa de la membrana y los hidrof6bicos en el
en el interior de la bicana. Esta doble capa no es con
tinua sino que nresenta espacios, en donde nrobablemen-
te, estdn inmersas las proteinas integrales.

fxiste una porclbn de 1ipidos que se encuentra fuerte--
mente ligada a las proteinas {lipoproteinas) y otra por

cibn que no presenta este enlazamiento; de lgual forma,
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existen proteinas que se encuentran unidas a oligosacé-
ridos (glicoproteinas), pero no en su totalidad.

Con esto componentes, e! Modelo de Mosaico Fluido, nro-
pone una bicapa de lipidos como parte fundamental de la
estructura de la membrana, con espaclos libres ocupados
por proteinas globulares que forman protuberancias en -
la parte externa de la estructura. La capa interna, es
decir, la matriz de la membrana, estd formada princinal
mente vor los grupos hidrofébicos, tanto de los lipidos
como de las protefnas y éstos le confieren a la membrana
cierta elasticidad o fluidez, que es caracteristica y -
esencial para el transporte de sustancias a uno y otro
lado de la membrana. Si la matriz de la membrana estu-
viese formada exclusivamente por uno de los dos compo--
nentes, especialmente por las protelnas (Modelo del ---
sandwich), esto ocasionaria una alta rigidez que imnedi

ria las reacciones de traslocacién (94, 95).

NUCLEQ: Dentro de la membrana plasmitica, contenido en -
el citoplasma, se encuentra el nlcleo: éste'orqanelo, --
que estd relacionado directamente con la divisibn ceiu--
lar, es un cuerpo redondo con un didmetro aoroximado de
0.5a 1.5Mm. En ctlulas de levaduras y en la mayoria -
de las células eucaribticas, el nlcleo estd formado nor

una membrana nuclear cuya composicibn quimica es similar
a la de la membrana plasmética.

Dentro de la membrana nuclear, se encuentran contenidas
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dos fracclones: a. una fraccibn densa a los electrones
que corresponde‘al nucleolo y b, una fraccibn hialina -
que corresponde al nucleoplasma; dentro de &sta Gltima
fraccién, se encuentran algunos otros componentes: un -
grénulo pequefo y denso Tntimamente relacionado con la
divisién nuclear, comunmente llamado fibra intranuclear
y que en el momento de la divisién, dar8§ lugar a una -
paca de dupliacién en forma de huso con fibras o micro-
tGbulos que alcanzan una longltud de hasta 5Mm (63,78)
ademds, en el nucleoplasma, tambi&n se observan grénu--
los o fibrillas que en conjunto, semejan grdnulos, que
corresponden a la cromatina, complejo de protefnas y &-
cidos nucleicos }ue estd implicado en la reproduccibn -
(74,78). A pesar de la importancia de este organelo, -
no existe mucha informacién acerca de su constitucibn -

quimica y de su funcién.

2.2.5, MITOCONDRIAS: En las levaduras, las mitocondrias son -
cuerpos que estdn embebidos en el citoplasma y que pre-
presentan forma esférica o elipsoidal y que alcanzan
un didmetro de 0.3 a | km. Generalmente, las mitocondrias
se encuentran distribufdas cerca del plasmalema y el nf
mero por cé&lulas varfa seqln la especie; de esta forma,
hay especies que presentan solamente 4 y hay otras que
pueden presentar hasta 24, La composicidn quimica de -
las mitocondrias no estd bien definida, se sabe que cop
tienen altas concentraciones de 11pldos (25%) y fosfelipld
dos (12.8%) y que ademds, contienen bajas cantidades de

ergosterol y DNA (56,77).
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Parte de estos componentes Se encuentran formandd parte
de la membrana mitocondrial, principalmente el ergoste-
rol y los &cidos grasos insaturados; ambos componentes
forman la membrana externa y la matriz de la mitocondria
(56).

Las mitocondrias, ademds de encontrarse fuertemente re-
lacionadas con la respiracién celular, también llevan a
cabo procesos de sintesis de protefnas a través de meca
nismos que son independientes de la sintesis de proteft-
nas en el citoplasma. La tabla 2.5 muestra algunas de
las diferencias encontradas en el sistema sintetizador
de protetnas de las mitocondrias con respecto al del ci

toplasma (12, 24, 47, 56, 91).

TABLA 2.5. Algunas diferencias encontradas en el sistema sinteti

zador de protefnas de ia mitocondria y bitoplasma.

MITOCONDRIA ClTOPLASMA

Resistente a cicloheximida Resistente a cloranfenicol

Sensible a cloranfenicot Sensible a cicloheximida

Semejante al de bacterias Semejante al de organismos supe-
riores

Presenta ribosomas 70 S Presenta ribosomas 80 S

Necesita concentraciones bajas Necesita concentraciones altas -

de jones magnesio de iones magnesio

Presenta 26 a 37% de G + C Presenta 50 a 55% de G + C

No se sintetiza en la fase S Se sintetiza en la fase S

La RNA polimerasa es resis- La RNA polimerasa es sensible a

tente a amanitina la amanitina

2.2.6. VACUOLAS: Dentro del citoplasma de las levaduras, se en

cuentran uno o mis cuerpos esferoidales de medida varla
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ble Ilamados vacuolas y que se caracterizan por su fuer-
te movjmiento browniano.

Poco se conoce acerca de la estructura quimica de estos
organelos; se sabe, que presentan una membrana cuya bio-
sintesis probablemente, se lleva a cabo en otras regio~-
nes de la célula y que su composiciébn quimica es semejan
te a la de la membrana plasmdtica. Dentro de esta mem--
brana se han encontrado diversas cantidades de gr&nulos
de polifosfatos (volutina) con una cantidad total de f&s
foro de 39.2 + 6% con resnecto al 100% de fésforo total
de ta célula; ademis, bresentan 6 + 1.8% de orto-fosfato
y 2.1 + 1,3% de fésforo estable o &cido soluble.

Estos polifosfatos son sintetizados en el citoplasmay -
luego transferidos hasta la vacuola en donde quedan alma
cenados hasta que la célula activa los requiera. Ademds
de estos componentes quimicos, se han encontrado otros, -
princioalmente proteinas con funcibén enzimitica en los -
procesos de sintesis y degradacibén de componentes celula

res (48, 49, 50, 73).

2.2.7. VE§ICULAS-‘ En e! &rea de superficie externa del plasma-
lema, en el espacio peripl&smico, se encuentran numero--
sas ves fculas o sacos pequefos con un didmetro aproxima
do de 15nm (67, 74).

Su composicibn quimica dominante son mananas y oroteinas
aunque presentan linoproteinas y glicoproteinas en su --

membrana.
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Estos organelos generalmente se encuentran acumulados en

las regiones en donde se lleva a cabo la reproduccidn ve

getativa y se sugiere, para ellos, una funci6n de acarrea
dores de materiales al sitio de sintesis de nuevos compo

nentes celulares (60). ’

Se cree que una vesiculas puede formarse a partir de la

fisién de una vacuola o bien, puede formarse por la fu--

sién de dos o mas vacuolas (74, 77).

MATRIZ. Adem&s de los organelos y estructuras visibles -
al microscopio, que se encuentran insertados en el cito-
plasma, existe un fluido citopl&smico’ llamado "matriz" o
"grandes sustancias citoplésmicas'. Esta matriz comnrep
de a los carbohidratos, ribosomas y enzimas encontradas

en el citoplasma.

CARBOHIDRATOS: Son dos los carbohidratos que se encuen--
tran formando parte de la matriz: el glucbgeno y la te--
tralosa.

a. Glucbgeno: Es el carbohidrato distribuido en mayor --
cantidad'en el citoplasma y en el nucleoplasma de las le
vaduras.

Este componente es un polisacirido de alto peso molecu--
lar, ramificado, de residuos de D-glucopiranosa. Es sin
tetizado por las levaduras durante su desarrollo y acumy
lado como grénulos, en las células maduras, distribufidos

en todo el citoplasma; estos grdnulos pueden aicanzar --

didmetros hasta de 40 nm y son utilizados por la célula
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durante su fase estacionaria (G54, 74).

b. Tetralosa: Este carbohidrato es un disacdrido no redu
cido de e<-D-glucopiranosil==eD-glucopirandsido. Se le -
encuentra en forma libre, ocupando casi el 15% del peso

seco de la célula. Parece estar localizado dentro de va
cuolas o vesicilas siempre unidas al plasmalema y se pro

pone que su funcién es la de reserva de energla (54,74,77).

2,2,8.2, ENZIMAS, Otro de los componentes de la matriz citoplésm]

ca, son las enzimas. Entre las que se han detectado en
esta fraccién se encuentran: la tetrqlasa, la glucosa-6-
fosfatodeshidrogenasa, la alcohol deshidrogenasa y otras

mds, relacionadas con los procesos de fermentacién (74,77).

2,2.8.3. RIBOSOMAS. A estas estructuras se les considera como com
oonentes de la matriz citopldsmica; en las células de le
vaduras existen dos tinos de unidades ribosomales; unas
de tino 705, localizadas en las Mitocondrias y otras, de
tico 80S, localizadas en la matriz citopldsmica. Estas
estructuras, de tipo 805, ocurren abundantemente en el -
citoplasma como particulas diminutas de unidades riboso-
males ricas en proteinas y RNA. Los dos tipos de estruc
turas estdn directamente relacionadas con la sintesis de

proteinas tanto en la mitocondria como en el citoplasma

(12, 56).

2.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS LEVADURAS,. La conju-

gacibn de todas las estructuras mencionadas da lugar a I3
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formac ién de c&lulas de levaduras que exhiben formas ca-
racteristicas, determinadas principalmente, por la es---
tructura de su pared celular. La forma que se presenta
comunmente en la mayorta de las levaduras es la elipsoi-
dal; sin embargo, pueden presentarse formas ovales, re=--
dondas, triangulares y en ocasiones pueden ser también -
filamentosas. Estas formas estdn determinadas también -
por las condiciones de desarrollo, por la forma de repro
duccibn y por fa edad del cultive (67).

En cultivos jbvenes en medios liquidos, se observan mez-
clas de cklulas vegetativas, transllcidas, Inmbviles y -
aisladas; algunas veces, se pueden observar células con
brotes, c&lulas hijas en desarrollo, a veces en pares, en
cadenas cortas o en racimos de células (17,56).

La medida de ctlulas de levaduras, en cultivos activos,-
es de 4 a 8/n de dismetro y de 5 a 164m de longitud pe
ro éstas pueden varliar dependiendo de la especie estudia
da; en ocasiones se encuentran rangos de 2.5 a IO/“n de
di&metro y de 4.5 a 21 Mm de longitud; las especies de -
forma filamentosa pueden tener una longitud de hasta -
30 Mn (56, 77).

Conforme la edad del cultivo aumenta pueden presentarse
ctlulas m8s grandes y elongadas; esto puede suceder tam-
bién cuando se les cultiva en medios deficientes en nu--
trientes. Las c&lulas tambié&n pueden disminuir su tama-
fio, sobretodo cuando se les aumenta la concentracién de

oxigeno en el medio de desarrollo {74).
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En medios sélidos y semisélidos, las levaduras se encuen
tran formando colonias que presentan el aspecto que les

confiere la naturaleza e individualidad de las células -
aisladas. La forma de las colonias depende tanto de la

especie como de las condiciones de desarrollo y de la e-
dad del cultivo; pueden sufrir numerosos cambios en la =
textura, brillantez, difmetro y configuracién cuando se

altera algunos de los factores esenciales para su desa--
rroilo; asi, la disminucibn en la concentracién de oxige
no da lugar a colonias con didmetro menor; la edad avan-
zada del cultivo o las resiembras sucesivas ocasionan un
cambio en la textura de las colonias tornindolas rugosas

(25, 74, 77).

CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS DE LAS LEVADURAS. La forma
m&s comln de reproduccibn de las levaduras es la mitosis
proceso asexual que puede ocurrir a través de dos meca--
nismos: la gemacién y la fisiébn. Otro proceso reproduc-
tivo m&s avanzado es la meiosis, forma de reproduccibn -
sexual que ocurre solo en aquellas levaduras capaces de
formar ascosnoras. En base a la forma de reproduccibn -
de las levaduras, se han clasificado en dos formas: las
ascosporégenas (que 1levan a cabo la reproduccibn sexual)
y las anascosporégenas (que se reoroducen exclusivamen-
te por la forma asexual). En la reproduccibn asexual, -

la progenie presenta caracteristicas idénticas a las de
los padres (excepto por mutaciones) y en la sexual, la
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nrogenie puede ser diferente a sus padres, ya que a tra-
vés de este proceso, pueden ocurrir variaciones, evolu--
ciones potenciales por mutacién, hibridizacibn y segrega

cibn (67, 77).

REPRODUCCION VEGETATIVA O ASEXUAL, La mayorta de las le-
vaduras se reproducen vegetativamente por gemacibn, unos
nocos géneros lo hacen por fisibn y sélamente 3 géneros

lo hacen a la vez por ambos procesos.

. GEMACION. Este proceso puede ocurrir en diferentes for--

mas:

A. Monopolar: Esta forma es caracteristica del género Pl
tyrosporum; en ella ocurren reoetidas generaciones excly
sivamente en un poio de la célula. Cada gemacién deja en
la célula madre una cicatriz de brote y después de varlas
generaciones, se forma un collar por la acumulacidn de -
cicatrices en un mismo sitio,

B. Bipolar: se refiere a la formacibn de brotes en los -
dos polos opuestos de la célula; se le conoce también co
mo ''gemacibn en base ancha" por el amplio espacio que -~
tiene la cé&lula para producir sus brotes. En este caso,
también se forman collares por la acumulacién de cicatri
ces de brotes en dos zonas de la célula. Esta forma de
gemacibn da lugar a c&lulas en forma de 1imbn o apicula-
das (Nadsonicideae).

C. Multipolar: cuando los brotes se presentan en diferep
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tes sitios de la superficie celular, la gemacibén se re-
fiere como multilateral o multipolar y es la forma de -
reproduccién asexual! mds comln. También se le conoce -
como "gemacibn en base angosta" porque el espacio para
ta emergencia de cada brote es reducido. Las levaduras
que presentan este tipo de gemacibn, generalmente, pre-
sentan formasvredondas, ovales o elipsoidales.

D. Esterigmal: Esta forma de renroduccidn asexual esta
restringida al género Sterigmatomyces. Nurica forman ni
brotes ni micelio verdadero; se caracteriza por la for-
macibn de una conidia sobre un esterigma parecido a un
tubo (25, 67, 77).

El proceso de la gemaci6tn ha sido ampliamente estudiado
y puede resumirse como sigue: (figura 2.4)

1. Acumulaciébn de vesiculas en la regién de emergencia -
del brote y ablandamiento de la pared celular de la cély
la madre, por la accidn de las enzimas contenidas en las
vesiculas (a).

2. Formacién de una placa de duplicacién en forma de hu
so.

3. Acumulacibén de vesiculas en el citoplasma y pandea--
miento de la pared celular de la cé&lula madre (b).

L, Acumulacibn de organelos, diferentes de las vesiculas
y del reticulo endoplé&smico, en la zona del brote, a -
través de la placa de dup!icacibn que se encuentra di--
rigida hacia la zona del brote (c).

5. incremento en el grosor de la pared celular materna
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por iniciacibn de la incorporacliétn de mananas y glucanas
en la zona mis lejana de la unién con la célula materna.
6. Maduracién de la célula hija con la medida y la forma
de la célula madre.

7. Iniciacién de la separaci6n de las ctlulas.

é. Formacibn de un disco pequefio, la septa primaria, por
la incorporacibn de quitina y acumulacién de vesiculas ~
en esta zona (d - g).

9. Engrosamiento de la septa primarla, primero con gluca
nas y después con mananas (septa secundaria) ( h - i),

10, Separacibén de las dos cé&lulas. La septa primaria se

queda en la célula madre formando la cicatriz de brote

y la septa Secundaria pasa a la célula hija formando la

cicatriz de nacimiento (J) (17,25,60,77,9%).

FISION. La segunda forma de reproduccibn asexual de las
levaduras es la fisibn, un proceso noco estudiado debido
a que son muy pocas las especies que lo llevan a cabo.
Antiguamente se crefa que la fisién ocurria a través de
un proceso tofalmente diferente al de la gemacidn; sin
embargo, se ha Qbservado que los eventos iniciales de -
ambos procesos son los mismos (fiqura 2.4), incluyendo
la formacién dé ia septa primaria y la secundaria aunque
su composicién quimica, hasta la fecha, es desconocida.
La diferencia entre los dos procesos estriba en que la -
septa primaria o rudimento anular (1lamado ast en la fi-

sidn) desaparece, tal vez oor digestibn enzimdtica antes



ko

de que las dos células se separen (25,39,60,94}).

,gﬁ,ga;,w u/

Vo fj;;y\

FIGURA 2.4. Eventos ocurridos durante el proceso de gemacién

de las levaduras (17, 94).

2. ,1.3. FORMACION DE PSEUDOMICELI0. Las levaduras que llevan a -
cabo la reproduccibn asexual, ya sea por gemacibn o por
fisibn, adem8s de ocurrir como células aistadas, tienen
la tendencia a formar pseudomicel io. La forma del pseu-
domicel io puede ser muy parecida a la de un micelio ver
dédero pero su origen es diferente ya que el primero, -
surge de cé&lulas que llevan a cabo fisiébn o gemacién,
En estos casos, las células, al renroducirse, quedan en
contacto formando pares; puede suceder también, que al
dividirse antes de la separécién de las ctlulas, la cé-
lula hija inicie una nueva divisibn y que esto ocurra -

tantas veces como sea necesario hasta que se logre la -
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formac.iébn de cadenas largas de células que son las que -
al final, darén la apariencia del pseudomicelio en las -
colonias de que formen parte (25,74).

ta formacién del pseudomicelio constituye una caracteris
tica importante para la diferenciacibn de las levaduras
anascosporbgenas y para su estudio se requieren condicig
nes especiales de desarrollo (25,67,74).

CICLO CELULAR, Hasta ahora, se han mencionado los cam---
bios estructurales que ocurren desde la emergencia del -
brote, en una célula madre, hasta la separacién de la cg
lula hija de su progenitora; sin embargo, para que estos
eventos puedan ocurrir, es necesaria la ocurrencia de o-
tros eventos previos o paralelos a los primeros.

Ei patr6n repetido de eventos que ocurre entre la forma-
cién de una ctlula, a partir de la divisibn de la célula
madre, y el tiempo en que &sta se divide, se conoce como
ciclo celular.,

La figura 2.5 describe la secuencia de eventos ocurridos
durante este ciclo. Estos eventos estdn divididos en b
fases princinales: |. Fase G‘ + considerada como el tiem

po entre la citocinesis y la iniciacibébn de la sintesis de

_DNA; 2. Fase S5: considerada como la fase de sintesis de

DNA; 3. Fase G : considerada como e! tiempo entre la sin-
tesis de DNA yzla-fase My b4, Fase M: considerada como el
peribdo de mitosis. En cada una de ias fases mencionadas
ocurren otros eventos descritos en la figura 2.5 (€,69¢).

Para determinar ia secuencl3 en la que ocurren ios eventos
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durante el ciclo celular de las levaduras se utilizaron
mutantes y de esta forma se determindé que existen dos -
fases que son independientes entre si nero que conver--
gen en un nunto, la citocinesis. Cada ruta nor separa-
do es dependiente, es decir, nara que ocurra un evento,
es necesaria la ocurrencia del evento anterior (fiaura

2,6).

Como se observa en la figura 2.f, elciclo celular pre--
senta una sola ruta que es comGn al ciclo celular de tp
dos los organismos eucaribticos (I1SD, SO, DN, CC, SC) -
nero presenta ademis, las fases de emergencia del brote
y la migracién nuclear que. seyln se ha comorobado, son
fases exclusivas del ciclo celular de las levaduras. Es
tas dos fases se presentan en forma independiente del -
resto de los eventos nero son esenciales para que la -

comnlementacibn del ciclo se lleve a cabo (43,96).

‘\\\\\\
r ; <:::> ISD
| ()
-«

w
L~

FIGURA 2.5 Ciclo celular de las levaduras: 18D, iniciacibn de la -
sintesis de DNA; EB, emergencia del brote: SD, sintesis
de DNA; MN, migracibn del nticleo; DN, divisién nuclear;

CC, citocinesis y SC, seoaracibn de las ctlulas.
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FIGURA 2.6. interdependencia de eventos en el ciclo celular de las -~
levaduras. Ruta | .~ comprende: inicio-|SD-SD-DN-CC-SC. -
Ruta t!.- comprende: Inicio~EB-MN-CC-SC. Ambas rutas son
indepehdientes entre s1 pero presentan puntos de depen--

dencia gque son: Inicio y CC.

2.4,2. REPRODUCCION SEXUAL.- Las levaduras que se renroducen --
sexualmente son aquellas capaces de formar ascosporas; -
por lo tanto, la esporulacibn es una fase sexual de.la -
vida de las levaduras. En esta fase, se forman esporas
(ascosporas) encerradas dentro de una estructura semejan
te a un saco {asca) oor un proceso de reduccibn nuclear
y divisién, la meiosis (25,74).

En las clases tipicas de levaduras, las celulas vegetati
vas son diploides (2n cromosomas) y son capaces de for--
mar ascosporas haploides (n cromosomas). EI proceso de
repréduccibn séxual puede resumirse como sigue:

l.- Incremento en el movimientio protoplismico y en el vo
lumen celular.

2.- Fragmentacibdn de vacuolas.

3.- Nuevas vacuolas agrandadas y unidas.

4.~ Aparicibn de pequefos yrdnulos y desaparicibn de va

;
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cuolas.
t.- Ensanchamiento de los yrénulos y condensacién con el
ntcleo.

6.- Formacién de una placa de duplicaciébn en forma de -
huso.

7.~ Inicio de la divisibn nuclear (meiosis) con la elon-
gacidn del nlcleo.

De esta forma se obtienen cuatro nficleo hijos que reem-=
nlazan al nGcleo original ; cada nGcleo es encerrado por
una pared doble dando lugar entonces,a la formacién de -
L ascosporas o esporas sexuales encerradas en un asca.
Las ascosporas entran a una fase de maduracibn en 1a que
se incrementa el volumen citopldsmico y los materiales -
residuales son utilizados.

El nlmero de esporas formadas es variable; algunas espe-
cies pueden presentar 4 esnoras y otras nresentan hasta
16. Cuando estas esporas Sse encuentran dentro de un me-
dio favorable, germinan, dando lugar a células vegetati-
vas haploides que, por conjugacién con otra célula haploj
de, dar&n lugar a c&lulas vegetativas diploides.

Los eventos que ocurren durante la alternancia de fases
en las levaduras {dinlofase-haplofase-diplofase) se cong
cen como "Ciclo de vida" y se encuentran esquematizados

en la figura 2.7 (25,67,72,77).

. REQUERIMENTOS NUTRICIONALES DE LAS LEVADURAS.- Las leva-

duras, como muchos otros seres vivos, son conslideradas -
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como organismos heterbtrofos; este tipo de organismos,-
no pueden utilizar directamente el CO2 atmosférico nara
sus funclones metabélicas y por lo tanto, requieren de
una fuente de carbono reducida como la glucosa. A las
levaduras tambié&n se les considera organismos quimidtro
fos, es decir, son organismos capaces de obtener su e--
nergia solamente a través de reacciones de oxidacibn-re
duccién.

La unibn de estas dos caracteristicas las hace |lamarse
organismos quimiorganbtrofos que son los que requieren
una fuente de carbono orgénico y una fuente de energia
producida por reacciones de 6xido-reduccibn (25,74).

De acuerdo a las caracteristicas nutricionales de las -
levaduras, para lograr su 6ptimo desarrollo, es necesa-
rio, cuando se les cultiva hajo condiciones de laborato
rio, suplirles de los compuestos quimicos b&sicos para
su desarrollo. Los requerimentos usuales nara el desa--
rrollo de las levaduras incluyen: 1.- compuestos de car

bono organico; 2.- comnuestos de nitrbgeno orginico o -



fnorgénico o ambos; 3.- Compuestos minerales vy elemen
tos traza y b.- compuestos vitaminicos (74, 77).

Estos compuestos pueden ser suplementados a través de
la utilizacién de dos tipos de medios de cultivo: los

complejos y los sintéticos.

2.5.1.MEDIOS DE CULTIVO COMPLEJOS.- Para las levaduras, --

2.5.2,

son dos los medios de cultivo complejos m&s utiliza~-~
dos:

A.- Extracto de malta: conocido también como mosto de
cerveza; se elabora a base de malta diast&sica, por -
conversibn enzimdtica del almidén y las protefnas a -
azlicares fermentables y péptidos y aminodcidos respec
tivamente.

B.- Extracto de levadura: este medio complejo es un -
autol isado de estos organismos que se obtiene por ca-
lentamiento a 55°C durante 3 dias; este medio no con-
tiene fuente de carbono fermentable y por lo tanto, -

es necesario aqregarla.

MEDIOS DE CULTIVQO SINTETICOS.~ Son los mds utilizados
debido a su relativa facilidad de preparacibn. La ta-
bla 2.6 muestra la composicién quimica de uno de los

més utilizados.

Para la preparacién de estos medios se adicionan los

componentes bdsicos: fuente de carbono, fuente de ni-
trégeno, sales minerales, aminodcldos y vitaminas.

La concentracién utilizada, para cada componente, pug
de varlar seglin la esnecie que se utilice dependiendo

de sus propias necesidades de desarrollo (67,74).

46
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TABLA 2.6. Composicién quimica de un medio sintético definido pa-
ra levaduras (por litro de agua destilada) (74).

INGREDIENTE CANT I DAD INGREDIENTE CANTIDAD
D-glucosa 10.00 g MnSO .H 0 Loo
(NH ) L’O 22 e
NH SO 5.00 Na Mo0 .2H O 200

L2 b ; S 2
KH PO 1.00 g InS0 .7H O 00

2 4 ' L 2 9
MgSOu.7H 0 0.50 g Biotina 2 Mg

2
NaCl 0.10 g Pantotenato de
CaClz.ZHzo 0.10 g calcio 400 Mg
L-histidina 10.00mg Acido f6lico 2 Mg
OL-metionina 20.00mg Inositol 2000 Mg
DL-triptofano 20.00mg Niacina 400 Mg
H BO 500 Mg Acido p-amino 200 g
3 3 .
CuSOu.SHZO 40 MUg benzoico
Kl 100 Mg Piridoxina 400 Mg
FeCt .6H O 200 Mg Riboflavina 200
3 2 /Mg

HCi-tiamina Loo Mg

2.5.2,1, FUENTES DE CARBONO.- La fuente de carbono que se emplea
comunmente es la glucosa; sin embargo, existen otros --
compuestos de carbono que pueden ser utilizados: entre
ellos se encuentran: a. otras hexosas diferentes de la
glucosa; b. di, tri y polisacéridos; c. pentosas; d. al
coholes alifdticos; e. alcoholes de azGcares; f. &cidos

orgénicos y g. compuestos aromdticos.

2.5.2,2, FUENTES DE NITROGENO.- La fuente de nitrégeno més utili
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zada por las levaduras es el sulfato de amonio; en --
pruebas de asimilacién, pueden utilizarse otros com---
puestos nitrogenados tales como: a. amino&cidos sim---
nles; b, purinas y pirimidinas: c. aminas; d. urea y -
e. nitratos y nitritos.

Cuando el medio sintético mencionado es utilizado para
pruebas de asimilacidn de nitrbégeno, la concentracibn
de los aminodcidos debe disminuirse 10 veces para no -

interferir con los resultados de las oruebas (25,67).

2.5.3. REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES ESPECIALES.- Algunas espe
cies de levaduras, adem8s de los requerimientos nutri-
cionales mencionados, necesitan de compuestos quimicos
especiales para su desarrollo; como €stos no son comu-
nes a todas las especies, se refieren para cada espe--
cie en particular. Algunos ejemplos de estos requeri-
mientos no usuales son: S. cerevisiae presenta mutantes

que requieren de adenina; S. pombe presenta mutantes -

naturales para adenina; P. amethionina requiere aminoi
cidos sulfurados; S. cerevisiae, en condiciones anaer§
bicas requiere de ergosterol y &cido oleico; S. rouxii
y S. bisporus requieren de altas concentraciones de a-
zlcares (67,77). .

2.6, CARACTERISTICAS METABOLICAS DE LAS LEVADURAS.- Metab6l]
camente, las levaduras son organismos predominantemen-
te anaerobios facultativos, es decir, son organismos -
caoaces de desarrollar tanto en ausencia (fermentaci6n)

como en oresencia (respiracién) de oxtgeno.
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E) metabolismo de las levaduras, al igual que para to--
dos los seres vivos, consiste de dos tipos de mecanis--
mos: 1. generadores de energta o degradativos (catabo--
lismo) y 2. consunidores de energfa o rutas biosintéti-
cas (anabolismo). El desarrollo es el resultado del e-
qullibrio entre los dos tipos de mecanismos, ya que par
te de la energia obtenida por el catabolismo, se utili-

za en la biostntesis de los componentes celulares (74,77).

2.6.1. METABOLISMO DE COMPUESTOS DE CARBONO.- Las levaduras --
pueden metabolizar muches mono y oligosacéridos, ya sea
que sean suolementados en el medio de cultivo o que se
encuentren como reservas en el interior de las células
(glucbgeno y tetralosa).

Los azficares que se utilizan comunmente son: glucosa, -
manosa, fructosa, galactosa, maltosa, sacarosa, lactosa
melibiosa, tetralosa y rafinosa. (13,17).

Algunos de estos azlcares pueden ser utilizados directa
mente, pasando intactos al interior de la célula, otros,
tienen que ser hidrolizados en el exterior para después
entrar a la célula y ser utilizados; una vez que se en-
cuertran dentro de la céluia, &sta los utilizar§ ya sea
por la via de la respiracién o fermenténdolos o ambas -
cosas.

Cualquiera que sea la forma en que estos azlcares Sean
absorbidos, al final, dardn lugar, por transformaciones
enzimdticas, a intermediarios que entrardn a las vias -
degradativas centrales nara la obtencién de energia ne-

‘cesaria para la ctlula; la qlucosa es la molécula prin-
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cinal de las vias metabélicas centrales de las levadu-
ras y ésta puede ser utiilzada a través de dos mecanis
mos o vias orincipales, que dependen de las condicio--
nes de aereacibn en las que las levaduras est&n desa--
rrol lando.

De esta forma, la glucosa puede ser utilizada anaerobi
camente cuando la concentraci6tn de oxigeno en el medio
sea de 0 a 50 mmot O /1/h o bien, aercobicamente, cuan-
do la concentracibn ge oxigeno sea superior a 50 mmol

de 02/l/h (10,67,74,77).

. METABOL |SMO ANAEROBICO.- Conocido comunmente como fer-

mentacibn, e! metabolismo anaerbbico es uno de los me-
canismos mediante los cuales, las levaduras obtienen -
su energia a través de la degradacién del componente -
energético,
La fermentacitn se inicia con la-entrada de la glucosa
a la céluta, bajo el control de enzimas y coenzimas 1]
bres, dispuestas en la matriz citopl8smica; una vez --
dentro, la hexosa, inicia la via central de degrada---
cién anaerbbica conocida como "Ruta de Embden-Meyerhof"
La serie de reacciones que ocurren durante este proceso
estdn resumidas en ta figura 2.8,
La reaccibn global de este proceso se representa como
sigue:

+ +

Glucosa + 2ATP + 2NAD + 2Pi + LADP + 2H

+ .
———epp» 2 Piruvato + ADP + 2NADH + 2H + 4 ATP + 2H O
2
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A través de esta serie de reacciones, la ganancia neta
de energia es de 2 moléculas de ATP/molécula de glucosa
y ademds se obtienen 2 moléculas de NADH que seran utj
lizadas posteriormente.
El punto de control més importante de esta via es la -
reaccibn catal izada por la enzima alostérica fosfofruc
tocinasa que Interviene en la conversién de fructosa-6
-fosfato a fructosa-!,66-difosfato, en presencia de io-
nes magnesio y ATP. La reaccitn es inhibida por citra
to, altas concentraciones de ATP y por 4cidos grasos -
de cadena larga y por lo tanto, es la reaccidn limitan
te de la velocidad de la glucblisis,
Otro punto de control del proceso es la reaccién cata-
lizada por la enzima hexocinasa que es inhibida oor re
troal imentacién (10,22, 54 74).
Para las levaduras fermentadoras, el producto final de
l'a via de Embden-Meyerhof, el 8cido pirltvico sufre dos
conversiones mas (figura 2.9); la primera de ellas es
la descarboxilacién del piruvato para obtener acetalde
hido y CO y la segunda, que es la etapa final de la --
fermentac?én, involucra la reducci6n del acetaldehido
a etanol en presencia de NADH (obtenido de la via ante
rior). La ecuacibn general que representa a la fermen
tacibn alcohblica es (54):
Giucosa + 2Pi + 2ADP —™ 2 Etanol + 2C0 +ATP +-2H O
2,6.1.1,1. INCORPORACION DE OTROS COMPUESTOS A LA VIA DE EMBDEN- ’
MEY ERHOF .- Cuando al medio de cultivo de las levaduras

se agregan otras fuentes de carbono, diferentes de la
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o<-D-glucosa

ATP
i+
hexocinasa, Mg
Pi + ADP

o<-D-glucosa~6-fosfato

glucosa fosfatoisomerasa
D-fructosas6=-fosfato

“;:> 6- fosfofructocinasa, Mg
Pi + ADP
D-fructosa-1,6-difosfato

2+

fructosa difosfato aldolasa

Fosfato de - )/’D-B-fdsfogliceraldehwo
+

dihidroxiacetona
2Pi + 2 NAD

gliceraldehido fosfato
+ ‘ deshidrogenasa
2H + 2NADH

2(D-3-fosfogl icerilfosfato)

2ADP -
‘;::::) * fosfogl iceratocinasa
2ATP

2(3-fosfoglicerato)
fosfogl iceratomutasa

2(2-fosfoglicerato)

Enolasa

2(fosfoenolpiruvata)

2ADP 2+
» ‘D piruvatocinasa,Mgy
2ATP

2(piruvato)
FIGURA 2.8, Diagrama de la via glucolftica de Embden-Meyerhof
* La reaccibn se lleva a cabo mediante la enzima
triosa fosfato isomerasa (10).

glucosa o bien, cuando &stas se ven precisadas a utili--

zar sus reservas energéticas, existen mecanismos median-
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te los cuales pueden convertir el compuesto dado a molé-
culas de glucosa o a intermediarios que podrén entrar a
la via glucolitica normal. Algunas de las reacciones --
quimicas involucradas en este proceso estdn esquematiza-

das en la figura 2.10 {10,54).

Piruvato
Piﬁgfosfato de tiamina ~ Piruvato descarboxilasa
Mg
acetaldehido + CO
+ 2
NADH + H
‘P‘;:::> alcoho! deshidrogenasa
+
NAD

Etanol

FIGURA 2,9, Converslidn del piruvato a etanol en la fer-
mentacibn alcohbélica (10).

A través de estas reacciones, las levaduras pueden utill
zar azlcares tales como: fructosa, galactosa, manosa y
ademés, otros commuestos como la glicerina 9 el glucbge
no.

INCORPORACION DE PENTOSAS A LA VIA DE EMBDEN-MEYERHOF .-
Para la utilizacibn .de las nentosas, es necesaria la u-
titizacién de una via auxiliar ‘conocida como "ruta del
fosfogluconato' & "Derivacién del Monofosfato de hexosa',
éste es un mecanismé alternativo, utilizado escasamen-
te por las levaduras y su princioal funcibn es la de -
proveer esqueletos de carbono esenciales para la sinte
sis de constituyentes celulares,

Esta ruta metabblica tiene como objetivo, generar.po--

tencial de &xido-reduccibén en el citoplasma extramito-



fructocinasa
1.- D-fructosa + ATP ———————% Q. fructosa-|- fosFato + ADP

aldolasa
————— D-gliceraldehido + fosfato de dihidroxiacetona

triosa-P- via normal
———————w0-3-P-gliceraldeht{do ~—————— piruvato
isomerasa
galactocinasa epimerasa
2.~ D-galactosa + ATP -» D-galactosa-|-P
uTp

isomerasa via normal
b-glucosa-1-p ——————w» D-glucosa-6-P ——— piruvato

hexocinasa - manosa -P-
3.- D-manosa ~——————» D-manosa-6-P —————p D-fructosa-6-P
isomerasa
via normal

—————p Piruvato,

glicero-P-cinasa 3-glicero-pP-
b,- Glicerina » 3-glicerin-P —
deshidrogenasa
triosa-P
fosfato de dihidroxiacetona ~————3-P-gliceraldehido
isomerasa

via normal
ey P i ruvato.

aluc6geno fosforilasa
5.- (glucosa)n + (glucosa)n~! + glucosa~1-P
K HPO
RE -~ 2 h ,
fosfoglucomutasa via normal
» glucosa-6-P . piruvato.

A-fructofuranosidasa

£.- Sacarosa + H 0 » D-glucosa + D-fructosga
2 o glucosidasa
7.- Maltosa + H O 2(D-glucosa)
) 2
=-galactosidasa
8.- Lactosa + H 0 » D-glucosa + D-galactosa
2

FIGURA 2.10. Reaccliones de incorporacibn de compuestos de carbo-
no, diferentes de la glucosa, a la via de Embden---
Meyerhof (10,67).

condrial en forma de NADPH y adem&s, la conversiébn de -

hexosas a nentosas, particularmente la D-ribosa-5-fosfato,
necesaria para la sintesis de &cldos nucleicos.
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Tambi&én puede ser utilizada para la degradacién oxidan-
te de las pentosas, mediante su conversién en hexosas -
que pueden entrar en la secuencia glucolftica y hacer -
nosible la utilizacién de compuestos de 3,4,5,6 y 7 ato
mos de carbono que por la via de Embden-Meyerhof, no -
pueden ser utilizados.

La secuencia de reacciones que se lleva a cabo durante
el proceso de derivacibn del monofosfato de hexosa, es-
td resumida en la figura 2.1}. En el esquema se obser-
va como, en esta via, pueden ser utilizados compuestos
con diferente ntmero de carbonos (3 a 7) y de esta for-
ma, el nCmero de sustratos utilizables, en condiciones
anaerbbicas, se puede ampliar en una gran gama de com-
puestos (10,22,67,74).

METABOL ISMO AEROBICO.~ Para la mayoria de las levaduras,
el metabolismoc aerbébico o respiraci6n, es el mecanismo
predominante de rendimiento energético de la célula.

En la serie de reacciones que ocurren se observan mOlti
ples estados en la mitocondria, organelo de la cé&lula
responsable de la respiracién de las levaduras. (47,56)
La principal via, s}no es que la Onica, por la que la
glucosa es utilizada aerobicamente, es el llamado "ci-
clo de los &cidos tricarboxilicos", descrito por Krebs
(53).

La serie de reacciones enzimdticas implicadas en este
proceso, se inicia con la activaci6n del niruvato {pro
ducto de la glucé!lisis) por pirofosfato de tiamina y -

la transformacién a acetilcoenzima A; &sta Gltima, ac-
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Glucosa-6-P
+
NADP

glucosa-€-P-
+ deshidrogenasa
NADPH + H

6-P-glucopolactona
f lactonasa,H 0
6 P-gluconato

NADP
6-P-gluconato
deshidrogenasa

NADPH +
D rubulosa 5-pP

ribulosa~3-P ribosa-P-isomerasa
epimerasa

D- rlbosa -5-p sintesis de nuclebtidos
D-xilulosa=5-Pueeeep transcetolasa

transcetolasa

D»sedoHeptuloa =7-P + D-gliceraldéh1do-3-P
1 transaldolasa

D-éritrosa-ﬁFP + Defructosa=-6~P

D-fructqi§-6-P + D-gliceraldehido-3-P \\\\\\\\\k

g PIRUVATO

fosfocetolasa

Pi

# D-gliceraldehido-3-P + Acetil-P

Acetato

FIGURA 2.11.

Der ivacidn de la hexosa monofosfato (22, SE)

tla como un acarreador de unidades acetilo al ciclo de -
Krebs, La figura 2.12 esquematiza la serie de reacclo--
nes que ocurren a través del ciclo; las unidades de ace-
tilo, no solamente se obtienen a partir de la glucosa si

no que pueden haber otras fuentes de este compuesto.
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El ciclo de Krebs se completa con & deshidrogenaciones
y 2 descarboxilaciones y al final, la molécula acento-
ra, el oxalacetato, es regenerada. Los 4 pares de Hi-
drégeno obtenidos en el proceso entran al sistema de -
transporte electrbnico y a la fosforilacién oxidativa
en la que se producen un total de 36 moléculas de ATP
por molécula de glucosa y adembs, el aceptor de elec-
trones, el Oxigeno, forma 4 moléculas de H 0 (figura
2.12). Lla reaccibn global de la respiracidn, es 'a
siguienter (2,7,20)

Glucosa + 60— 6 CO + 6 H O
2 2 2

DESVIACIONES DEL CICLO DE KREBS.- Para oxidar compuestos
de dos &tomos de Carbono (acetato, etanol), alqunas -
etapas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos son des
viadas a través de una serie de reacciones llamadas -
“ciclo del &cido glioxtlico". El objetivo nrincipal -
de este ciclo, es permitir la utilizacibn de los &ci--
dos grasos o del .acetato, en forma de acetil-CoA, como
Gnica fuente carbonada, para la biosintesis de los ==~
carbohidratos o bien, para 1a obtencién de energia a -
través de la conversibn de los residuos acetilo a oxa-
lacetato que puede ser utilizado en la ruta norﬁal del
ciclo de Krebs .

El ciclo elude, mediante un rodeo, las etanas de des--
prendimiento de CO del ciclo de los &cidos tricarbox}

2
licos, con la finalidad de anrovechar todos los &tomos
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cltocromo b

(::ADP + Pi
ATP

citocromo ¢

<:50P + Pi
ATP +

2H +3%0
citocromo -~ 2

3 0
2

FIGURA 2.12. Ciclo de Kbrebs, transoorte de electrones y fosfo

2.6.1.3.

rilaci6n oxidativa (21,27).

de Carbono disponibles, en la oroduccibn de energia y de
nrecursores metabdlicos que serdn utilizados principal--
mente, en la biosintesis de comoonentes celulares {(figu-~
ra 2.13). En cada ciclo se usan dos moléculas de acetil-
CoA y se produce una de succinato, precursores de la bip

sintesis de amino&cidos y de la glucosa (10,22,74,77).

La reaccidn global del ciclo es:

-+
2 acetil-CoA + NAD + 2 H O
2

+
m Succinato + 2CoA + 2NADH + H

COMPARACION DEL METABOL ISMO ANAEROBICO Y AEROBICO.- £l
metabol ismo de los compuestos de Carbono, tiene como ob

jetivo princioal, la produccibn de la energta necesa--
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ria para que las células lleven a cabo sus funciones me
tabblicas; de esta forma, oodemos comparar el rendimien
to energético tanto del proceso anaerobio como del aergp
bio. En la fermentacibn alcoh6lica, es decir, "en el me
tabolismo anaerébico, la energfa producida es de 196.65
KJ/mol y en la respiracibdn, metabol ismo aerbbico, la e-
nergia liberada es de 2870,29 Kd/mol. De acuerdo a es
tos datos, se observa que el procesc aerbbico tiene un
rendimiento energbtico mucho mds alto que el anaerdbico
y asi, las células utilizan el primero con la finalidad
de obtener un mayor rendimiento energético que con el -

Gitimo, no lo lograrian (5%, €7).

y———p Litrato

cis-aconitato

lsocitrato
isocitrato succinato
liasa
glioxilato
Acetil-CoA
{ malato acetil-CoA
. sintasa
malato

I Oxalacetato

FIGURA 7,13, Ciclo del acido glioxTlico {77).

Estudios realizados sobre la extensibn de cada upo de -

los procesos, con cultives de levaduras que desarrollan
activamente, han mostrado los siguientes resultados:
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.~ Durante la respiracién, del! 58 al A0¥% de la glucosa
suplementada en el medio de cultivo, fue asimilado en -
el interior de las células, mientras que, de! 40 al 42%
restante, fue metabolizado hasta CO .

2.- Del 40 al 42% del €O oroducido? cerca del 43% derj
v8 del ciclo de Krebs; 21 51% de la descarboxilacibébn -
del piruvato y el 6% de la derivacidén del monofosfato -
de hexosa. La eficiencia de desarrollo fue del 494 y -
la concentraclédn de etanol nroducido fue muy baja.

3.- Bajo condiciones anaer6bicas, con 15 mmol de 0 /1/h,
la eficiencia de desarrollo es del 31%;: el CO der%vado
del ciclo de Krebs es del 15%; el de la descaiboxila---
¢ién de piruvato es de 80% y el de la dgrivacibn del mo
nofosfato de hexosa es de 57, La conéentracibn de eta--
nolaumenta considerablemente.

4.« Cohando las condiciones anaerbbicas se tornan mé&s --
drasticas, con 7 mmol 0 /1/h, la eficiencia de desarro-
11lo disminuye hasta un %0%; el C0 derivado del ciclo -
de Krebs es de % el derivado de %a descarboxilacién de
piruvato es del S4% y el de la derivacién del monofosfa
fato de hexosa es del 5% (10,22, 54,77).

Segtin los datos obtenidos en estos estudios, se observa
que, bajo condiciones aerbbicas, la ruta oredominante es
la descarboxilacibn de oiruvato, pero ésta reaccibn es-
td encaminada directamente al ciclo de los &cidos tri--
carboxilicos; ademds, se observa que en estas condicio-

nes, la derivacibn del monofosfato de hexosa es utiliza

da en mayor proporcién y esto comprueba que esta via es
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favorecida por las condiciones aerbbicas. £ rendimien

to de biomasa es mas alto,

Bajo condiciones anaerfbicas, la via de Embden-Meyerhof

{descarboxilaci6n de piruvato), es la preponderante y -
su utitizacibn va aumentando conforme la concentracidn

de Ox1geno disminuye; la ruta aerb6bica, el ciclo de =---
Krebs, précticamente no es utilizada en &stas condicio-
nes y la derivacibn permanece constante, lo que comprue
ba que esta via no estd relacionada directamente con el
rendimiento energético.

De esta forma, se determina la via metabblica por la -~
que las levaduras utilizar&n sus componentes energéti-~-
cos, seqln sea la concentracibdbn de Oxigeno presente en

el medio de desarrollo (10,22,23,25,77).

METABOL{SMO DE COMPUESTOS DE NITROGENO.- Las levaduras,
como otros seres vivos, no oueden utilizar el Nitrbge--
no atmosférico para sus funciones metabblicas; sin em--
bargo, pueden utilizar una gran variedad de compuestos
nitrogenados, inorgénicos y orgénicos, que si pueden u-
tilizar. La mayorfa oueden utilizar el amonio como =--
fuente de Nitrbgeno y solo cliertas esoecies pueden uti-
Jizar otros compuestos como la urea, los aminodcidos, -
las bases plricas y pirimidicas, los nitratos y los ni-

tritos.

SALES DE AMONIO.- Las sales de amonio, como sulfatos o

fosfatos, son los compuestos nitrogenados que utilizan
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todas las levaduras como fuente de Nitrbgeno. Cuando -
estas sales son transportadas al interior de la céluia,
su orincipal funcién es la biosintesis de los aminodci-
dos no esenciales para las levaduras, es decir, aque---
llos aminodcidos que la célula puede sintetizar y que -
no han sido agregados al medio de cultivo.
La reacciébn quimica para que las células utilicen el a-
monio es:

+ +
NH“ +o¢-oxoglutarato + NAD(P)H + H

+
L-glutamato + NAD(P) + H 0
2

-l

La enzima que cataliza esta reaccibn es la L-glutamato
deshidrogenasa. Esta reaccién es de importancia funda-
mental en la biosintesis de todos los aminodcidos ya --
que, se trata de la ruta principal para la formaci6n de
grupos =<-amino directamente a partir del amonio. Ei --
grupo e<amino del L-glutamato es transferido a muchos -
o<-0x04cidos, por reacciones de transaminacibn, orodu---
ciendo los aminoicidos corresnondientes (74,77).

Otra de las reacciones que involucra la utilizacibn de
los iones amonio, es la biosintesis de la glutamina me-
diante la accibn de la enzima glutamina sintetasa:

NH+ + glutamato + ATP .+ glutamina + ADP + Pi
Esta reaccibn es importante oorque la glutamina es otro
de los precursores utilizados en la biosintesis de los
aminodcidos y otros compuestos nitrogenados (54,€7).

Los amino&cidos que pueden ser sintetizados a partir --

de los compuestos mencionados y con la intervencibn de
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enzimas y otros compuestos quimicos, son: prolina, ala-
nina, cido aspartico {con NH+ produce asparagina), se-
rina (con tetrahidrofolato prgduce glicina y con metio-
nina produce cisteina), lisina, valina, isoleucina, leu
cina, arginina, histidina, triptofano, tirosina y fenil
alanina (54,77).

La regulacibn de la biosintesis de amino&cidos se lleva
a cabo por medio de dos mecanismos: la retroinhibicién
y la represibn.

El hecho de que una esnecie de levadura pueda o no sin-
tetizar los amino&cidos mencionados, a partir de sales
de amonio, depende de sus caracteristicas genéticas y -
por &sto es que debe de conocerse a ia especie con la -
que se estd trabajando para determinar qué aminodcidos
deben de agregarse al medio de cultivo para el 6ptimo -
desarrollo del organismo en cuestién (12,24 25,77 91).
Los amino&cidos resultantes de las reacciones biosinté-
ticas mencionadas, son utilizadas por las células para
la biosintesis de nroteinas requeridas para su desarro-
1o y para otros compuestos quimicos esenciales para e-
11as como son: bases nlricas y pirimidicas y algunos in

termediarios del metabolismo de los compuestos del Car-

bono (25,67).

BASES PURICAS Y PIRIMIDICAS.- Algunas especies de leva-
duras requieren de la adicibn de bases plricas y pirimi
dicas en su medio de desarrollo norque carecen de los -

mecanismos enzimlticos adecuados para su biosintesis
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(generalmente por mutaciones); cuando éste es el caso --
estos compuestos son incorporados directamente a sus aci
dos nucleicos, simplemente por mecanismos de transporte
adecuados (7h).
La mayoria de las levaduras poseen la capacidad para sin
tetizar sus propias bases nliricas y nirimldicas y los me
canismos, a través de los cuales lo hacen, son los si---
guientes:

2.6.,2.2.1. BASES PURICAS.- Las reacciones enzimticas involucradas en
el proceso de sintesis de bases plricas, se inician con
la incorporacién del azlcar, D-ribosa-5-P (obtenida prin
cipalmente de la derivacitn del monofosfato de hexosa),
a una serie de reacciones que dardn lugar a la formacién
del &cido inosinico, utilizando como precursores al &ci-
do glutémico, la glutamina, la glicina, el tetrahidrofo-
lato y el ATP. El &cido inosinico resultante (IMP), es -
utilizado para producir tanto &cido adenflico (AMP) como
4cido guantlico (GMP}; la biosintesis del primero requie
re de GTP y &cido aspartico y la del segundo NADT ATP vy
glutamiha o NH+. La figura 2.14 muestra aiqunas de las
reacciones invglucradas en el proceso (54,79).

2.6.2.2.2. BASES PIRIMIDICAS.- La ruta biosintética que conduce a -
los nuclebtidos pirimidicos es mucho més sencilla que pa
ra los ourinicos., El primer naso de la ruta es la sinte-
sis de moléculas de carbamil-fosfato cuyos precursores =
son: glutamina, CO , H O y ATP; esta molécula se conden-
sa con una molécu1§-de23cido asp8rtico por medio de la -

enzima aspartato-carbamil-transferasa y el producto de -
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esta reaccién sufre una serie de transformaciones enzimd
ticas hasta dar lugar al &cido uridilico, precursoc de -

los 8cidos citidilicos a través de la siguiente reacclén:
+ ATP-»ADP + Pi

UMP —» UDP—s UTP + NH —a= (TP
4 CTP: sintetasa

El &cido uridilico es precursor también de otro nuclebti

do pirimidico, el &cido timidilico (TMP), la biosintesis
de este compuesto se l1leva a cabo a través de la siguien

te reaccibn (25,67,74,77):
timidilato sintetasa

dump o acido desoxitimidilico + TH
tetrahidrofolato

La biosintesis.de las bases plricas y pirimidicas conlle

va a la polimerizacibn de éstas en los 4&cidos ribonuclei
co y desoxiribonucleico que serédn los encargados de gue

la célula lleve a cébo sus funciones metabslicas vitales
y ademds, de que se logre la preservacién de las espe--

cies, a través de la reoroducci6n. La cantidad de ba--

ses presentes en una especie de levaduras, es caracte--

ristica de su propia especie,

La degradacibn de las bases o(ricas (figura 2.14), para

el hombre, tiene como productos finales la urea y el &-

cido glioxilico (79). Existen algunas especies de leva-

duras que tienen la enzima ureasa y entonces, é&stas son

capaces de degradar la urea hasta amonio libre y COZ.

La enzima ureasa es un comnlejo formado por dos enzimas

La urea carboxilasa (1) y la alofanatohidrolasa (2). La

reaccidn que se !leva a cabo es ia siguiente (79):

NH -CO-NH +ATP4HCO ——11%37-. M N=CO-NH=COOH +ADP+P i40H
Mg

2 2 2
H t-CO-NH~CO.OH 260 +2 NH
2 (2) 2 3
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FIGURA 2. 14 Sintesis y degradacibn de bases pliricas (54,79).



La degradaci6bn de las bases pirimidicas tiene como pro-
ducto final, amonfaco y urea; sus precursores son la ci
tosina (que es convertida a uracilo por la enzima cito-
sina desaminasa), el uracilo y la timidina. También, es
tas bases oueden ser utilizadas para la biosintesis de
~alanina y por tanto, oara la de coenzima A, producién
dose de esta Forma, ademds de la -alanina, amoniaco y

C02 (74,77,79).

2,6.3. UTILIZACION DE VITAMINAS.- La mayorta de las levaduras
necesitan de una fuente externa de vitaminas principal-
mente, las del complejo B; solamente algunas de ellas -
son caonaces de sintetizar sus propios requerimientos -

(C. utilis y Hansenula anomala).

Todas las vitaminas utilizadas por las levaduras, ya -
sea que sean adicionadas al medio de cultivo o que ellas
mismas las sinteticen; funcionan como catalizadores -
{excepto el meso-inositol), como narte de las coenzimas
en su metabol ismo.

Algunas de las vitaminas utilizadas, asi como sus usos
son:

a.- Biotina: es una de las vitaminas m8s comunmente utli
lizadas; estd involucrada en las reacciones de carboxi-
lacién (asimitacién de COZ), en la asimilaci6bn de urea
y en la conversién de niruvato, fosfoenoleoiruvato via -
oxalacetato.

L.~ Niacina y Riboflavina.- Son comnonentes de las enz]

mas involucradas en las reacciones de oxidacién reduccibn
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como el &cido nicotin adenin dinuclebtido (NAD) y el fla
vinadentn-dinuclebtido (FAD).

c.- Acido Pantoténico: componente de la coenzima A, invo
lucrada en las reacciones de acetilacibn.

d.- Tiamina: funciona como pirofosfato de tiamina en la
descarboxilacidn de piruvato y en las reacciones de rea-
rreglo del ciclo de las pentosas.

e.-Piridoxina: acttia en reacciones de transaminacibn.
f.- Aclido Fé6lico: como tetrahidrofolato, estd relaciona
do con el metabolismo de fragmentos de un Carbono, como
en la transmetilacién y en la biosintesis de nuclebtidos

g.~- Acido p-aminobenzoico: es un compuesto de la moliécu-

la de acido f6lico.

h.- Meso-lnositol: tiene una funcién estructural como --
componente de los fosfolipidos en la sintesis de membra-
nas celulares.

Hasta la fecha no se conocen levaduras que requieran de

vitamina B12 (50,67,74).

COMPUESTOS CUIMICOS ESTIMULANTES DEL METABOLISMO.- Cier-
tos compuestos quimicos, princinalmente aminodcidos y mj
nerales, tienen efectos estimulantes sobre el desarrollo
de las levaduras, cuando éstos son adicionados en el me-
dio de cultivo. El efecto que produzca un determinado -
compuesto, dependerd de la especie con la que se est§ --
trabajando, y de las condiciones en las que se estd desa
rrollando. A continuacibn; se describen algunos de &stos

compuestos y la reaccibn que oroducen al ser adicionados

al medio de cultivo (10,22 49,56).
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A.- A-alanina: reemplaza al &cido pantoténico.

B.- Acido Glutémico: incrementa la utilizacibn de etanol.
C.- Acldo Oleico y Palmitoleico: favorecen el crecimien
to en medios deficientes en biotina.

D.- Calcio y Magnesio: estimulan el metabolismo anaeré-
bico.

E.- Zinc: componente de la piruvato carboxilasa, estimy
la la fermentacién.

F.- Cobalto: influencia la sintesis de nroteinas.

G.- Manganeso, Yodo y Boro: efectos estimulantes varia-
bles.

H.- Cloruro de Cromo: forma parte de un factor de tole-

rancia a la glucosa.

COMPUESTOS QUIMICOS INHIBIDORES DEL METABOL{SMO.- Exis-
ten sustancias gque poseen ciertas propiedades que, al -
estar en contacto con un cultivo de levaduras, inhiben
su desarrollo por la inhibicién de sus vias metab6licas
normales,

La inhibicién nroducida por &stas sustancias es diferen
te, seglin sean sus propias caracteristicas y segln sea
la concentracién utilizada; algunos ejemplos sobre el -
efecto de estas sustancias son: (6,24, 25 47 4§, 91)

A.- Antibibticos: todas las levaduras son sensibles a
cicloheximida, antibiético que interfiere en la sintesis
de proteinas citonldsmicas. El cloranfenicol inhibe a -
las levaduras cuando se encuentran tajo condiciones aerd

bicas, por la inhibicién de la sintesis de proteinas mi-
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tocondriales. La lomofungina inhibe la sintesis de RNA,
(25) La tunicamicina inhite la formacidn del comolejo -
de manano-protelinas de la nared celular de las levaduras
(47).
B.- Acidos orgdnicos: El &cido sérbico se acopia con la
coenzima A inhibiendo la resoiracién. El citrato ocasio
na lisis celular por enlazamiento con receptores especi-
ficos de la membrana nlasmética y también inhibe la res-
piracibn en concentraciones altas,
.- Acidos grasos de cadena larga: inhiben la glucdlisis,
D.~ Gases: el dibxido de carbono y el dibxido de azufre
ocasionan inhibiciébn del metabol ismo por el producto fi-
nal el CO .

2
E.- Betergentes: provocan lisis celular, orincipalmente
fos alquilbencensulfonatos antbnicos.
F.- i8doacetato y lodoacetamida: inhiben el metabol ismo
de la glucosa,
G.- Mostaza Fluorada y Etilenclorhidrina: inhiben las en
zimas tanto de la resniracibn como de la fermentacibn --

impidiendo 1a formacibén de CO

EFECTOS REGULATORIOS DEL METABOLISMO.~ Como se ha mencio
nado antes, existen muchas etanas en el metabolismo de -
las levaduras que son regquladas a través de los propios
oroductos obtenidos: sin embargo, entre los mecanismos -
de requlacidn que presentan las levaduras, existen algu-
nos a los que se les de mayor importancia debido a que -

sus efectos son cruciales para mantener el desarrollo ce
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lular o blien, nara determinar la via metabt6lica a sequir

durante el desarrollo de estos organismos.

EFECTO PASTEUR.- Las células anaerbbicas facultativas,-
como las levaduras, poseen un sistema que integra a la
fermentacibn con la respiracién.

Cuando las células desarrollan en ausencia de Oxigeno,-
con glucosa come sustrato energético presentan una alta
velocidad de degradacibn del sustrato para producir una
cantidgd suficiente de energia (2 ATP/molécuia de gluco
sa); cuando se hace pasar una corriente de Oxigeno so--
bre este medio de desarrollo, la velocidad de degrada--
cidn del sustrato sufre una notable disminugién, produ-
ciendo altas concentraciones de CO y H 0 y adem&s, al-
tos rendimientos energéticos (36 A%P/mo%écula de gluco-
sa). A éste fenbmeno se le conoce como "Efecto Pasteur"
y se propone que Se presenta debido a que la enzima alos
térica fosfo-fructo-cinasa, que cataliza la conversién
de fructosa-6-P a fructosa-1,6-diP, que regula la via
glucolitica de Embden-Meyerhof, es inhibida por altas -
concentraciones de ATP y por lo tanto, en presencia de
Oxigeno, un cultivo que crecia en condiciones anaerdbi-
cas, produce una gran cantidad de ATP y &ste inhibe la
secuencia que conlleva a la fermentaciébn. La enzima -
también se ve afectada por altas concentraciones de ci-
trato e isocitrato y éstos se nroducen cuando la célula
se transfiere a condiciones aerbbicas.

El efecto Pasteur es entonces, un mecanismo cuya finall

dad esencial es la de ajustar el grado de utilizacién -
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de la glucosa a los requerimientos celulares de energia

y compuestos intermediarios de! metabolismo (53, 54).

EEECTO CRABTREE.~ Cuando los organismos anaerobios fa--
cultativos crecen con altas concentraciones de glucosa,
presentan, bajo condiciones aerébicas, una fuerte dismi
nucidn de la respiraciédn, desviando su metabolismo ha--
cia la fermentacidn; a este fenbmeno, muy comln en las
levaduras y que solo se presenta cuando e! sustrato e--
nergético es la glucosa, se le conoce como "Contraefec-
to Pasteur' o "Efecto Crabtree" (67,74).

Los mecanismos por los que se presenta este fenbmeno ac
tualmente, est&n bien definidos; la inhibicién de la --
respiracibn, en presencia de altas concentraciones de -
sustrato, se debe a la gran acumulacién de energia {(en
forma de ATP) mds que a la acumulacibén de metabolitos.
La alta concentracién de ATP en la cé&lula inhibe la sin
tesis de citocromos a, b y c y esto ocasiona que el pro
ceso de ta respiracidn se inhiba casi totalmente y em--
piece a funcionar el mecanismo de la fermentacidn. En
otras palabras, el efecto Crabtree es el mecanismo por
el que la célula ajusta la cantidad de energia necesaria
para sus funciones metabblicas nero el efecto es contra

rio del Efecto Pasteur, es decir, la célula impide la -

- sobresaturacibn enerqgética, por un cambio de metabolis-

mo a un proceso en el que ia cantidad de energia orodu-
cida sea menor.

Si la célula, cuando ha cambiado a la fermentacién, se
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encuentra con que la concentracitn de sustrato ha dismi
nuldo y que la cantidad de energta producida ya no es -
suficiente para su metabol ismo, entonces; hard de nuevo
la conversibn de la ruta metabSlica, volviendo a la res
piracibn a través de la desrepresién de la sintesis de
citocromos a, b y c. De esta forma, se presentard el

efecto Pasteur (29,30,74,77).

EFECTO PASTEUR NEGATIVO Y EFECTO CUSTERS.- E) efecto -
Pasteur Negativo, se refiere a la fuerte represién de
la fermentacibn alcohblica presentada por un cultivo -
joven suspendido en un amortiguador adecuado y bajo =-
anaerobiosis comparada con la que presenta en condicig
nes aerbébicas. Probablemente, este efecto sea debido
a que las células en estado joven, en la fase logarit-
mica de su crecimiento, necesitan de mayor cantidad de
energia y de metabolitos necesarios para la biosinte--
sis de sus componentes celulares y al reprimir los me-
canismos de la fermentacién y dar lugar a los de la ==
respiracién, ellas oueden obtener sus requerimientos -
més facilmente (67,77).

En el efecto Custers, el fenbmeno que se presenta es -
muy poco comln y solamente las levaduras del género -
Brettanomyces lo llevan a cabo. Se cree que &ste fe--
némeno se debe a una mutacibn ocurrida en estos orga--
nismos y esta da lugar a que, bajo condiciones aerbbi-
cas, fermenten glucosa en un grado més alto de lo que

io hacen en condiciones anaerébicas y por lo tanto, la
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aerobiosis estimula la fermentacibn alcohblica (77).

MECANI1SMOS DE TRANSPORTE.- Las regiones externas de la
ctlula, la pared celular particularmente, tienen un pa-
nel indirecto en el transporte de moléculas o iones ha-
cia el interior de la célula; el papel de la pared cely
lar no es especifico en los procesos de translocacién.
Es abviamente, la membrana plasmética la que nosee to--
das las propiedades de enlazamiento esnecifico y activo
en la comunicacién del material entre la célula y su al
rededor (17,67,53).

Los procesos por los que las levaduras pueden transpor-
tar material del exterior hacia el interiar de las cély
las o viceversa, estdn clasificados en dos tipos: la di

fusibn simple y el transporte por acarreadores (47)

DIFUSION SIMPLE.- Se define como difusi6n simnle, al -
proceso por el cual, ocurre un movimiento a través de -
la membrana, de moléculas o iones, que presenta las si-
guientes caracteristicas: a.es no-especifico; b. no sa-
turable y c. no requiere de energla metabblica.

Existen 4 mecanismos por los que nuede ocurrir la difu®
sibn simple:

l.- Involucra el transporte de moléculas de relativamen
te alta liposolubilidad en membranas lipidicas y su sub
secuente distribucién a amboﬁ lados de la membrana: de
acuerdo a su coeficiente de partici6bn. Para la levadu-

ras éste es el mecanismo de transporte para etanol y o-
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tros alcoholes, dcidos orgdnicos no disociados, ésteres
orgdnicos y la mayorfa de las drogas; también, a través
de &ste proceso pueden transportarse hidrocarburos y pa
rafinas.

2.- El segundo mecanismo aprovecha los llamados 'nudos!
0 poros de la membrana plasmé&tica, presentes en su es--
tructura lipidica. Cada poro puede albergar varias mo-
léculas o iones pequefios que son transportados de acuer
do a un gradiente de concentracibn. Aparentemente, es-
te mecanismo es utilizado para el transporte de agua,u-
rea, glicoles y pequeiios alcoholes y tambi&n para otras
moléculas Dequéﬁas que sean solubles en agua.

3.- Este mecanismo depende de poros que contienen agua,
formados por proteinas globulares integrales de la mem-
brana. En este caso, no se trata de movimiento de mol&
cula por molécula sino mas bien, se trata de un flujo -
de solucién. Probablemente, solo tenga lugar para el -
transporte de agua aunque también pueden transportarse
de esta forma, compuestos disueltos en agua contenida -
en los poros de la membrana.

k.- E1 0l1timo mecanismo depende principalmente de la -~
forma de las células ya que se ileva a cabo, solamente
en membranas de forma circular o curvada, por un oroce-
so de flexoelectricidad. De esta forma pueden ser trans
portadas agua y otras sustancias, principalmente catio-
nes. Este mecanismo es amp)l iamente utilizado por las le
vaduras gemantesven donde los brotes jévenes alcanzan

su mayor curvatura (17,25,67,74,77).
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2.6.7.2. TRANSPORTE POR ACARREADORES.- La gran mayoria de com---
puestos quimicos imoortantes para l!as levaduras, usan -
nroteinas especificas como vehiculos rara transportarse
a través de la membrana plasmética. Estas nroteinas es
pecificas se conocen como acarreadores aunque, también
pueden llamarse permeasas, traslocadores o portadoras.
Existe una gran variedad de formas oor las que un aca--
rreador puede llevar a una molécula a uno y otro lado -
de la membrana; en general, se les nuede clasificar en
dos tipos principales;:
1. Aquellos en los que el sustrato pasa al interior o
al exterior de la célula, seglin sea el caso, sin que su
estructura quimica sea modificada y que utilizan una, -
dos o hasta tres nroteinas acarreadoras e inclusive, -~
pueden utilizar cofactores adicionales (74,77).
2.~ Aquellos en los que el sustrato, durante el trans--
porte; sufre una alteracidn en su estructura quimica Yy
que para llevarse a cabo necesitan de la intervencibn -
de compuestos de tipo enzimatico proporcionadoS nor la
transmembrana (54,67).
Cualquiera que sea el tipo de transporte nor acarreado-
res que las células utilicen, para que se lleven a cabo
necesitan de energia metabblica y ademds, se trata de -
mecanismos especificos y saturables.
Las sustancias que pueden Ser transportadas nor alqunos
de estos dos mecanismos son:
A.- Monosacéridos: los que comunmente se transportan =-
son: glucosa, galactosa y los azlcares tino pirancsa -

cualquiera que sea la posicibn de sus grupos hidroxilo
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(axial o ecuatorial). Fste mecanismo se ve afectado -
adversamente nor la aerobiosis.

B.~ Disacéridos: el transporte depende del tipo de disa
cérido; algunos son degradados en el exterior de la cé-
lula antes de ser transportados (como la sacarosa) y o-
tros son transportados intactos hacia el interior (como
la maltosa). En estos casos puede ocurrir la acumula--
ci6én de sustrato en el exterior de las células debido a
que las proteinas acarreadoras correspondientes, tienen
un tiempo de vida corto. Algunas especies no poseen la
canacidad de sintetizar estas proteinas acarreadoras y
vpor lo tanto no pueden transportar ciertos disacéridos
y esto ocasiona que nresente reacciones negativas para
su asimilacibn y/o fermentacibn,

C.- Amino&cidos: el transporte de estos compuestos es
-unidireccional y para evitar el inundamiento de la cély
la con ellos, se lleva a cabo un proceso de inhibicién
por concentraci6bn que funciona cuando la concentracién
del aminodcido dentro de la cé&lula es suficiente para -
sus necesidades nrimarias. lLa anaerobiosis reduce fuer
temente el transporte de amino&cidos.

D.- Péptidos: en la mayoria de las esoecies de levadu--

ras, los péptidos son transportados intactos al inte---

)
rior de la célula y ya adentro son hidrolizados.

E.- Bases PGricas y Pirlmidicas: las bases de &cidos nu
cleicos son transnortadas intactas vor las levaduras; -
estos organismos poseen dos sistemas de transporte: el

nrimero es utilizado para la adenina, guanina, hipoxan-
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tina y citosina y el segyundo funciona nara uracilo pe-
ro no para timidina. Este mecanismo es afectado por -
iones Sodio y Potasio (adversamente) y es estimulado -
nor iones Hidrbgeno.

F.- Vitaminas: La mayoria de las vitaminas son trans--
portadas por mecanismos especificos para cada una y -
por lo tanto, si una levadura es caraz de utilizar una
vitamina, esto no implica que sea capaz de utilizar o-
tra.

G.~ Acidos Orgénicos: cuando se encuentran en forma no
disociada, los dcidos orgénicos son transportados por
difusién simple; cuando se encuentran disociados, nece
sitan de acarreadores para su transporte y el proceso

es estimulado por iones Hidrbgeno.

H.- Cationes: algunos cationes, sobre todo los monova-
lentes, son transportados a través de mecanismos de di
fusién simnle; sin embargo, no sucede asi para los ca-

Fe, Co y Ni.

*

tiones divalentes como el Mg, Ca, Sr, Mn
En estos casos, el transporte de cada catibén divalente
posee sitios especificos y se realiza a expensas del =
ATP, Este tipo de transporte se ve inhidido por el pH
del medio y nor comnetencia nor cationes monovalentes.
l.- Aniones: el transporte de iones fosfato se lleva a
cabo mediante dos sistemas: uno manejado por iones so-
dio, que es de alta afinidad y otro, de baja afinidad,
manejado oor iones potasio. Ei transporte de iones --
sulfato se lleva a cabo mediante un sistema dependien-

te de la concentracidn de glucosa en el medio de desa-
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rrollo y es inhibido competitivamente nor iones sulfi-

to, tiosulfato, cromato y otros aniones (25,67,77).

REGULACION DE LOS MECANISMOS DE TRANSPORTE.- Existe un
gran nlmero de interacciones directas ¢ indirectas en-
tre diferentes clases de compuestos durante }os eventos
de transporte; asi, diversos cationes pueden ser inter
cambiados por un acarreador; los iones Hidrégeno o So-
dio pueden acompafar a ciertos solutos enlazados a su
acarreador, etc.

Debido a estos eventos, existen una gran gama de facto
res que pueden afectar la velocidad real de transporte
algunos de estos factores, que son !lamados factores -
requlatorios son:

l.- La posicibn de 1a cé&lula dentro del ciclo celular
o su fase de desarrollo en el cultivo, puede afectar -
el nivel de alguna proteina acarreadora.

2.~ El estado fisiolbgico de 1a célula {(inanicibn con*
tra enriquecimiento con sustratos energéticos) afecta
nracticamente todos los transportes activos en levadu-
ras anaerobias facultativas, probablemente por regula-
cibn én la biosintesis de los componentes de la bomba
de protbnes.

3.- La incubacién con glucosa antes de que la céiula -
desarrolle en su medio definitivo, la predispone para
una sintesis mas rénida de alqunos sistemas de trans--

norte de no-electrolitos espmecificos.
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4k.- La longevidad de los sistemas de transportes, par-
ticularmente los inducibles, nueden influenciar en el
transporte de ciertos comouestos quimicos (25,54 ,56,74

77,79) .

. LA PROTEINA MICROBIANA.

. DEFINICION Y ASPECTOS GENERALES DE LA PROTEINA MICRO--

BIANA.

DEFINICION.- E) término PROTEINA UNICELULAR significa
o identifica alimentos proteicos derivados de microor-
ganismos unicelulares crecidos én cultivos sumergidos

en diversas fuentes o desnerdicios. Tambi&n se le co

_noce como protefna microbiana, biomasa o SCP (Single

cell protein)(76).

ASPECTOS GENERALES.- Existe hoy en dia la necesidad -
de producir grandes cantidades de protelna para consu
mo humano y animal, pues las fuentes convencionales -
agricultura, ganaderfa y nesca no satisfacen total-
mente la demanda, y se considera que muy probablemen-
te el problema se agudice a medida que la poblacibn -
mundial aumente. La ausencia de un equilibrio-entre

el incremento de la poblacién mundial y la produccién
de alimentos se ve notablemente afectada oor la haja

mortalidad y una distribucién inadecuada de los ali--

mentos (8,57).
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MICROORGANI SMOS MAS FRECUENTEMENTE UTILIZADOS EN LA
PRODUCCION DE PROTEINA MICROBIANA - Los microorganis---
mos representan una fuente potencial de alimentacibn de
bido a que contienen las proteinas, lipidos, carbohidra
tos, vitaminas y minerales que son comunes y requieren
muchas formas de vida {(97).

Los grupos de microorganismos que han sido considerados
como posibles fuentes de nroteina son los siguientes: -

bacterias, levaduras, hongos, algas y l1quenes.

BACTERIAS .~ Las bacterias han sido consideradas como ¢
posibles fuentes de SCP hasta hace relativamente poco -
tiempo. Roberts (1953) demostrd que era posible ébte-
ner un suplemento de! forraje a partir de E. coll.

El hecho de que las bacterias sean capaces de crecer ==
en hidrocarburos_del petr6ieo como fuente de Carbono ha
aumentado el interés de algunos investicadores sobre es
te grupo. Aunque solo se produzca a escala de labora-

Lorio (97).

Si el metano es el sustrato a emplear, Pseudomonas metha
nica podria ser el organismc de eleccibn; pero, si se u
tilizan hidrocarburos de cadena larga, tales como n-he-
xadecano o n-octadecano, podrian utilizarse esoecies de

Nocardia, Mycobacterium, Micrococcus o aln Pseudomonas

oleovorans (57,97).

Otros: Bacillus stearothermophilus (crece en n-parafinas

a 70°C), Hydrogenomonas eutropha (8).
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3.1.3.2, LEVADURAS .- De las decenas de géneros y centenas de es-
necies.de levaduras, nocas han sido utilizadas comercial
mente y alin son menos las que han sido propuestas como
posibles fuentes de proteinas. Dos especies en particu
lar han sido utilizadas comp alimento y nroteina forra-

jera: Candida utills y Saccharomyces carlsbergensis (97).

Candida utilis crece bien en sustratos tales como lico-

res sulfiticos e hidrol izados de celulosa. Y tiene co-
mo ventaja que no requiere de factores de crecimiento -
accesorios para su desarrollo, asi como la alta veloci~
dad de desarrollo que presenta a las bacterias, opor o
que la contaminacibn no es un problema serio cuando se

est& produciendo L. utilis,

Saccharomyces carlsbergensis es un claro ejemnlo del -~

uso de la levadura para un propbsito secundario (la prg
duccién de SCP); ya que primariamente se usa para la -

produccién de una bebida fermentada tipo cerveza.

Otras especies Gtiles: Candida tropicalis (crece en hi-

drocarburos), Candida intermedia, Candida linolytica -

{crecen en hidrocarburos C N a CIB) y Saccharomyces fra
|
gilis (crecida en suero de queso Cottage) (57).

También han sido util izadas Rhodotorula gqracilis. (lico-

res sulfiticos) y Saccharomyces cerevisiae (melazas)(&)

3.1.3.3, HONGOS .- Aigunos de los qéneros emnleados son: Fusarium,

Aspergillus, y Rhizopus (8).
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3.1.3.4, ALGAS.- Un alimento derivado de microorganismos auto--
troficos, por sus requerimientos de crecimiento en CO
atmosférico en vez de carbohidratos, seria ideal para2
la obtencibn de SCP. El gran interés en las algas se
basa en los sijuientes hechos: (1) sintetizan eantida
des considerables de proteina de alta calidad; (2) pue
den ser cultivadas en forma continua; (3) son una rica
fuente de vitaminas C y del complejo B; (4) utilizan -
la energia solar m&s eficientemente que los vegetales;
(5) acumulan cantidades considerables de carbohidratos
y 1ipidos; (6) nueden utilizar CO como fuente de Car-
bono; (7) no requieren cantidadeszexcesivas de agua; -
(8) pueden utilizar los espacios no Gtiles a la agri--

cul tura (28).

Especies (tiles: Scenedesmus acutus (crece en CO y luz

solar), Spirulina maxima (bicarbonato, CO y luz solar)
2

Chlorella ellinsoidea, Chiorella pirenoidosa.

Solo en el lejano oriente las algas han sido utiliza--
das como al imento humano. En el Japbn, el alga Lamina
ria es conocida como kombu. Segln Mitsuda (1967) Chlo-
rella es utilizada como un aditivo para el yogurt, he-
lados y productos relacionados. Porphyra ha sido tam-
bién utilizada en un alimento a Lase de pescado cono-
cido como sashi. También se ha utilizado en la elabo-
racibn de macarrén japonés, sopas y salsas. Lo mismo -

que Caulerpa racimosa y Spongeococcum (&,27,28).




3.1.3.5. LIQUENES.- Los lTquenes son simbiontes compuestos por -
la asociacibn alga-hongo y en caso extremo de mezcla de
cultivos. Han sido utilizados como alimentos durante -
muchos afios, remontdndose hasta la &poca de los farao--
nes egipcios, como un aditivo del pan. Una asociacibn
muy utilizada segln Pérez de LLano es Centraria islandi

ca (8).

3.1.4,-CARACTERISTICAS DESEABLES DE LOS MICROORGANISMOS.- Cier
tas caracteristicas de un microorganismo deberfian ser -
cuidadosamente evaluadas antes de considerarsele para
propbsitos de alimentacibn., Estos requerimientos son -
los siguientes:
a. Rapido crecimiento a partir de medios asequibles, es
decir, de materiales nativos no costosos.
b. Requerimientos nutricionales simples.
¢. Desarrollo en cultivo de sunerficie y continuo.
d. Separacibn y cosecha sencillas.
e. Resistencia a la contaminacién y fermentacibn esta--
ble.
f. Propiedades genéticas y fisiolbgicas conocidas y ca-
pacidad nara mejorarlas geneticamente.
g. Utilizacibn eficiente de la fuente de energia.
h. Propiedades no tbxicas y no alergénicas.
i. Sabor agradable y obtencidn rentable.
j. Contenido de proteinas, linidos y carbohidratos de
alta calidad.
k. Requerimienfos sencillos de almacenamiento y empaca

“do (8,27).
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3.1.5., MODELOS MATEMATICOS DEL CRECIMIENTO MICROBIANO.- £ tér
mino "modelos matemdticos" se define como una especifi-
cacibn matemdtica de las interrelaciones entre las par-
tes de un sistema. La especificaci6n toma la forma de
una ecuacibn matemdtica. Un sistema puede definirse co
mo el conjunto de objetos fisicos o abstractos. El sis
tema modelo se logra haciendo suposiciones y generaliza
ciones acerca de la naturaleza del sistema microbiolbgi
co. Los resultados del andlisis matemdtico son aplica=-
bles Gnicamente al sistema modelo. La aplicabilidad de
los resultados al sistema biolégico dependerd de la va-
lidez de las suposiciones (figura 3.1).

Los princioales propbsitos de los modelos matem&ticos -

oueden resumirse a continuacidn:

A. La construccién de tales modelos provee una manera -
sistemdtica para el estudio del comportamiento de --
sistemas especificos con los datos exnerimentales --
que se dispongan. £Esta aproximacibn permite ser ri-
quroso en el planteamiento de definiciones. Términos
tales como; biomasa nroducida, Oxigenc consumido, han
de ser expresados en la forma de ecuacfones matemdti
cas las cuales no permiten ambigliedad en la interpre
tacibn.

B. Los modelos proveen upa gufa Gtil para el disefio y -
operacién de nrocesos en Microbiologia Industrial. -
Sobre todo en el control de los parémetros con el --
fin de optimizar los procesos.

C. Pueden ser utilizados para nredecir anroximadamente

el comnortamiento de una poblacién, aunque éste no -
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haya sido estudiado anteriormente (100,101).

SISTEMAS

MICROBIOLOGICOS |

{SISTEMA REAL)

SUPOSICIONES Y

OBSERVAC IONES

EXPER IMENTALES
DE-LOS SISTEMAS
MICROBIOQLOGICOS

SISTEMA
MODELO

GENERAL | ZAC IONES I

ANALTSTS MATE-
MATICO POR COM

PUTAgORA. ETC

PREDICCION DEL
SISTEMA

‘k\\w MODIFICACIONES O
NUEVAS APROX IMA- MICROBIOLOGICO

CIONES

COMPARACJON DE LO OBSERVADO
Y EL COMPORTAMIENTO CALCULA
00.

FIGURA 3.1 Pasos en la construccién de modelos.

Una Gtil clasificacidn de los modelos fue sugerica por
Tsuchiya (1966) (figura 3.2).

ta primera distincidn la hace entre los modelos que to
man en cuenta las interacciones entre los microorganis
mos y su ambiente y las que no la toman en cuenta. La
segunda distincfén toma encuenta las diferencias entre
las células individuales {modelo segregado), es decir,
las variaciones en su composicibén interna con la actl
vidad metabblica y otros factores (descritos en térmi-
nos del estado fisiolégicol. Y los modelos que no los
toman en cuenta, denominados no segregados, los cuales
tratan la masa celular del cult?vo como una variable -

fundamental .

La tercera distincién divide los modelos en estructura
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dos y no estructurados. Los estructurados dividen la -
viomasa en dos partes componentes: la masa-G, o masa de
los 4cidos nucleicos; y, la masa-D la cual incluye el -

resto de la biomasa (100,101).

S|STEMA MODELO BI1OLOGICO

NO INTERACCION ] PERMITEN INTERACCIONES AMBIENTALES |
AMBYENTAL ’ :

SEGREGADOS NO SEGREGADOS
/\

|_LNO ESTRUCTURADQS | [ESTRUCTURADOS | | NO ESTRUCTU
RADOS

FIGURA 3.2, Clasificacién de los modelos matemiticos segln
Tsuchiya.

3.1.5. EL CRECIMIENTO EXPONENCIAL Y LA ECUACION DE MONOD.- Al fi
nal de la fase lag los microorganismos se han adaptado
al nuevo ambiente. Las células se multiplican ranida--
mente, y la masa celular o nlimero de células vivientes,
ée duplica reqularmente con el tiempo. Este comporta--
miento se describe por las ecuaciones siguientes:
dn/dt = An; 1/n dn = Adt
integrando la ecuacibn entre los limites n (nlmero de
células en el indculo) a n; vy, t] (tienpg de duracién

ag

de la fase lag) a t, se obtiene:

Inn/n =Mt -t }; resolviendo esta ecuacibn, se ==

o] lag
obtiene:
o=t )
n=ne lag ; si se tiene el caso de que el nime
o

ro de células en el medio en un momento dado es el do--

ble del nlmero de células iniciales; el tiempo serd el
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tiempo de duplicacibn.
n=2n yt=t; entonces t = in 2/4L

o d d
Este modelo no toma en cuenta las interacciones debidas
al medio en el que se tiene al microorganismo (4).
Cuando el crecimiento de un cultivo de lote solo esté -
limitado por la cantidad inicial -de sustrato, la curva
de crecimiento puede expresarse en términos de los pard
metros de crecimiento. La ecuacibén de Monod describe -
la relacién entre la velocidad espectfica de crecimien-
to;fk, y la concentracién del nutriente limitanfe, s, -

en cultivo microbiano.

f(S,n); dn/dt =tn (1
[o]
= S/IK +S (2
/( /urnax S ¥ ( )

n-n =Y(S -5) (3)
[} (o]

donde n y S son los valores iniciales de la concentra
0 o

ci6bn de biomasa y el sustrato limitante, respectivamen-

te. Sustituyendo/“y S en la ecuacidn (1) se obtiene:

dn/dt = /K (YS +n -n)n/KY+SY+n -n (&)
max o o s o o

La ecuacibn (2) estd representada en la figura 3.3 don-

de se grafica como funcién de la concentracibn de sus-

trato. El valor K se obtiene cuando/u= 0.5 . La
max

tabla 3.1 es una recopilacibn de las constantes de satu

racién para diversos sustratos (1,4, AL, 76).

OTROS MODELOS MATEMATICOS.- Otros modelos relacionados

con la dependencia de la velocidad especifica de creci-
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1.0
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FIGURA 3.3, Ecuacibén de Monod.

TABLA 3.!. Constantes de saturacibn para diversos sus-
tratos y microorganismos (64)

M1 CROORGANISMD SUSTRATO LIMITANTE K (mg/ml)

s
Escherichia sp. glucosa 6.8 x 10-2
Escherichia sp. glucosa | 4.0 x 10:2
Escherichia sp. Manitol 2.0 x 10
Candida sp. Glicerol .5 x 10-2
Candida sp. 4 Oxigeno h.5 x )0-‘
Candida sp. Oxfgeno | 4.2 x 10-2
Saccharomyces sp. Glucosa 25 x IO-2
Aspergillus so. Glucosa 5.0 x lO-
Klebsietla sp, lones magnesio 5.6 x IO.
Kiebsiella sp. lones potasio 3.9 x 10-‘

miento se han propuesto para ejemplos en particular -
porque dan mejores resultados para esos datos experi--

mentales. Por ejemplo, Teisser, Moser y Contols sugie
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ren los siguientes modelos:
-S /K
Teisser: /“ﬂ;Mmax 1 - e oI s)

Moser: ,ftﬂ/%hax(l + KS )
S

Contols: M= fmax(S/B + )
n

Von Bertalanffy suglere la hipbtesis de que el creci---
miento representa el resul tado de la competencia entre
dos procesos antagbnicos: la sintesis o asimilacién y la
degradacién o metabolismo endbgeno; y asume que la velo
cidad de degradacibn es proporcional a la masa del pro
toplasma de la célula. Por otra parte, asume que la a-
similacién es dependiente de las condiciones ambienta--
les, es decir, de la concentracidn del sustrato limitan
te; y ademds, postula que la velocidad de la asimilacién
depende del &rea de contacto de la célula, o O.

Cuedando la expresibn matem&tica como sigue:

dn/dq = v ()0~ Hcm

donde m es la masa y‘fla edad del cultive (4,101).
IMPORTANCIA DE LA PROTEINA DE ORIGEN MICROBIANO.

VENTAJAS DE LA PROTEINA MICROBIANA.- La idea de oroducir
protetna utilizando microorganismos, no es nueva, pero ha
ce solo unos cuantos afos se reconocid que la prote1ﬁa u-
nicelular constituia la mejor esperanza como fuente de --
produccidn independiente del-suelo y las condiciones aqri
colas; la protefna unicelular tiene las siquientes venta-
jas:

A .- Los microorganismos no dependen de las condiciones a-
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gricolas o de clima, sino que son cultivados en grandes
fermentadores. En comparacién con la agricultura tradi
cional el grado de control sobre las condiciones de cre
cimiento de la SCP es Gnico. Los par&metros que son dis
ponibles para el control del cultivo en lote o continuo
son: concentracién de los nutrientes, el pH, la tempera
tura, la concentracién de Oxigeno y la concentracién ce
lular. La incertidumbre del ambiente, las plagas de la
agricultura, las heladas, las lluvias, etc. no afectan
la produccién de SCP (8,27,97).

B. Los tiempos de duplicacibn de masa son cortos.

Los tiempos de duplicacién de la proteina unicelular -
son del orden de minutos, comparados con periodos de -
dias oara nlantas y semanas para animales (ver tabla -

3.2) (76).

TABLA 3.2 Tiempo de duplicacién de masa de diferentes
organismos.

CRGAN I SMO TI1EMPO DE DUPLICACION DE MASA
Bacteria y levadura 10 a 120 minutos
Hongo y alga 2 a & horas

Pasto y algunas plantas I a 2 semanas

Pollos 2 a 4 semanas

Ganado porcino 4 a 6 semanas

Ganado

Humanos

vacuno 1 a 2 meses

0.2 a 0.5 afos
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C. Posibilidad de experimentacidn genética. Uno de los
aspectos interesantes de la proteina microblana es la
oosibilidad de que el contenido proteico de las cé&lu--
las, pueda ser cambiado por seleccibn de mutantes ade-
cuadas.

Un cambio gen&tico que sustituya un aminodcido afecta
muy noco el porcentaje de oroteina total. Un cambio
en un nlmero mayor de aminodcidos para lograr un cam=--

bio sustanclal en su contenido, podria significar la -

- pbrdida de vianilidad de la cé&lula (97).

D. La produccibn no estd limitada nor la superficie o
la Yuz solar, es decir, que la produccibn puede llevar
se a cabo en pequefas superficies, no (tiles nara la -
agficultura. La falta de luz solar solo afecta la prog
duccibn de SCP a nartir del alga.

E. Mayor eficiencia de conversi6n del sustrato. La ta

bla 3.3 presenta algunos ejemplos al respecto (76).

TABLA 3.3. Produccibn relativa de varios alimentos a partir -

de azlbcar.
ALTMENTOS g DE ALIMENTOQS/100 g DE AZUCAR
Carne de res 8al2
Carne de oollo 10 a 15
Leche 15 a 20
Levadura 45 a 55
L icor azucarado 90 a 100

F. Requerimientos nutritivos simples,



" G. Alto contenido de proteinas.

el contenido proteico de algunas fuentes de protel

na microbiana (103).

La tabla 3.4 muestra

TABLA 3.4. Concentracién de proteina cruda en levadura.

LEVADURAS MEDIO DE CULTIVO - % EN PESO SECO
Torula sp. Melaza de cafa 57.8
Torula sp. Jugo de ciruela 62.5
Saccharomyces sp. Cerveza by.8
Torula sp. = ====- 51.5
Saccharomyces sp.,  ==--- L3.8
Saccharomyces sp. Melaza de cafa 50.0
Torula sp. Licor sulfttico 50.0 a 53.0
Torula sp. Melaza de remolacha 58.4
Saccharomyces so. Melaza de remolacha 61.55

H. Alto contenido de vitaminas y minerales. (ver ta--

bla 3.5) (97).

TABLA 3.5 Andlisds aproximado de C. utills crecida en licores

——————

sulfiticos.
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COMPOSTCION GRUESA (%)

VITAMINAS ( g/q)

Humedad 6 Biotina 2
Fésforo (P) 2 Acido f6lico 21
Calcio (Ca) ! Niacina 417
Grasa cruda 5 Acldo pantoténico 37
Protetna cruda 47 Piridoxina.HC!} 33
Cenizas 9 Riboflavina 4s
Carbohidratos 27 Tiamina 5
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DESVENTAUAS DE LA PROTEINA MICROBIANA.- La seguridad de

la SCP como producto para su consumo es unpo de los as--

pectos que mds ha preocupado a los investigadores. La
experiencié que de ello se tiene es de pruebas realiza-
das en pollos y ratas para determinar su toxicidad, el

efecto en la reproduccibn y en los tejidos. Las desvep
tajas que a continuacibn.se describirén deberdn ser lo

suficientemente evaluadas (76).

A, Alto contenido de &cidos nucleicos. Ei metavolismo
de las purinas de la dieta y de las sintetizadas en
el organismo conduce a un producto de desecho; el &-
cido Grico. Normalmente alrededor de la mitad del -
&cido Grico total eg eliminado por la via urinaria.
Su valor normal es de 2.5 a 7 m3/:00ml en suero o -
plasma (99). Un exceso puede producir dendsitos en
el tracto urinario o en articulaciones (gota).
Edozien (32) encontré que una ingesta diaria de 32 g
{5 a & mg/100ml de Ac. Grico en suero) de (. utilis,
resul taba segura. Waslien (i0f) travajando con indi
viduos sanos y RNA de levaduras 1legd a conclusiones

semejantes (ver tabla 3.6).

B. Posible presencia de compuestos carcinogénicos. Esto

se debe a la presencia de residuos contaminantes ore
sentes en microorganismos crecidos en hidrocarburos,

la cual es del rango de nartes por Lillén (3).

C. Reacciones dérmicas adversas. Blackwell (1949) su--

giere que este hecho se explica nor el alto contenido

de histamina y tiramina en algunos oroductos de SCP(9)



TABLA 3.6.
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ffecto de la ingestibn de &cidos nucleicos sobre la
uricewia y la uricosuria en individuos sanos.

oI ETA DIAS DEL FYPE COMCENTRACION CONCENTRACION REF,
RIMENTO. AC. URICO EN AC. URICO EN
SUERO{mq/ 100m1 ) ORINA (2h4h) .
Control® 15 4.9 373 106
2 g FNA%* 15 6.0 667 106
4 4 RNA* 15 7.7 939 106
8 y PNAX 15 9.4 1393 106
Controlx* 16 L.s 510 32
L g ley.x* 9 7.2 1192 32
90 g lev.** 9 8.8 1853 32
135 g lev.#* 9 9.4 1671 32

* m8s 75gde oroteinas ** m&s 100 g de proteinas

c.

Intolerancia humana. Waslien (1969) trabajando con

voluntarios y al imentdndolos con Hydrogenomonas eu--

trooha vy Aerobacter aerogenes en dosis de 6 a 17 q -

por nersona nor dia reportd los sijuientes efectos -
adversos: sintomas de vértigo, nausea, vomito y dia-

rrea (105).

..Necrosis hep&tica dietaria. Hock y Fink (1943) descu

brieron este hecho en ratas alimentadas con proteina
de levadura y lo atribuyeron al bajo contenido de a-
minodcidos sulfurados presentes en la dieta (tabla -
3,7). Este descubrimiento causd desconcierto y con-
fusiédn durante 15 ahos. En 1949 Gydryy y Golblat se
falaron que el dafo hep&tico aparecia a los 120 dias

y tambi&n se nroducia con dietas bajas en caseina, y



en algunas dietas con levaduras no se presentaba

(American brewers' yeast).
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Schwarz {(1944) encontré

que el alfa-tocoferol protegta contra la necrosis he

p&tica dietaria.

Y en 195)1 descubridé en la caseina

un compuesto orgdnico de selenio que conferta protec

cién contra el dafio hendtico (2,26,41,97)

TABLA 3.7. Comparacién de aminodcidos esenciales en microorganis

mos (2).

AMINOACIDO* C. utilis Kloeckera Chlorella . boidinii FAOQ
Cistefna 1.4 --- --- -.- 2.0
Isoleucina 7.9 5.1 3.6 L.o 4.2
Leucina 7.5 7.1 4.0 £.3 bt
Lisina 8.7 7.% 7.8 6.0 4.2
Metionina 1.¢ 0.9 2.0 0.8 2.2
Fenilalanina 5.1 k.o 4.8 3.4 2.¢
Treonina 5.5 5.1 3.4 b4 2.8
Triptofano 1.4 --- 1.5 .- 1.6
Valina 6.3 5.3 5.8 4,¢ 4,2
Tirosina --- --- 2.9 .- 4,2

* Todos los datos en gramos de aminodcido nor 100 g de oroteina.

3.2.3. USO DE LA PROTEINA MICROBIANA PARA LA ALIMENTACION ANI-

MAL.~ Es en &ste aspecto donde se encuentra mds genera-

lizado el uso de la SCP, y en donde se tienen mayores ex

periencias, sobre todo en el uso de formulaciones para

ta alimentaciébn de vacas, caballos, cerdos y aves de co

rral.

De acuerdo a Carter y Phillips (1944) el consumo de le-
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vaduras por las vacas, aumenta la oroduccibn de leche de
alta calidad. Tambi&n senala que la utilizacibn de leva
duras para la allmentacibn de cerdos es notablemente sa-
tisfactoria.

En experimentos |levados a cabo por la North American -
Rockwel| Co poration, se logré mejorar la pigmentacibn -
dé la yema de huevo de gallina, introduclenda en el con-
sumo de &stas, el alga Spongeococcum.

Oswald y Gouleke (1968) encontraron que un nivel del -
10% de alga en una mezcla de alga y cebada era g1 ade--
cuado para la alimentacién de los cerdos, y un nivel ma-

yor para las ovejas (8,103).

USO DE LA PROTEINA MICROBIANA PARA LA ALIMENTACION HUMA-
NA.- El uso de microorganismos para la elaboracién de -~
alimentos se encuentra muy difundido en el lejano orien-

te y alyunos se conocen con los nombres de: kombu (alga

Laminaria) sushi (alga Porphyra), dulse (a partir de yna

alga roja); ast como alimentos fermentados con hongos co
mo: tempeh entoeh, nano y sufu. En el norte de Europa,-
se han emnleado bacterias para consumirlas como nroduc--
tos fermentados; yogurt, kefir, 'pickles".

Clement (1968) sefala que un alga verde-azul, Spirulina

maxima, ha sido consumida desde tiempos inmemoriables en

la isla de Chad.

Jorgensen y Convit (i961) califican el consumo de una a]
4@ en sopas de pacientes del hospital de leprosos de Ca-
0 Blanco, Venezuela, como: "agradable, nutritivo y beng

fico".
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Segln Locke (1945), los soldados alemanes consumieron -
durante la Sequnda Guerra Mundial Torula utilis, al pa-

recer sin efecto téxico aparente (8,27,29,97).

CONS{DERACIONES SOBRE EL COSTO DE PRODUCCION Y DISPONI-
BILIDAD DE LOS SUSTRATOS.- El costo de la produccibn es
el factor mds importante, oues de ello depende que el -
costo de la proteina sea competitivo o no. Cuando se -
le considera es necesario tener en perspectiva los o=-=
tros usos que tiene el sustrato, ya que cualquier incre
mento en su uso aumentard su demanda, y logicamente su
precio. Se considera que la materia prima o sustrato -
representa del 30 al 50% del costo total de la produc--
cibn.

La cantidad y localizaci6én del sustrato es de importan-
cia primordial, oues afecta el precio de la materia prj
ma {almacenamiento, transporte) y a la vez puede deter-
minar el tamafio m&ximo de la planta.

Reed y Lerner {1973) indican que es vosible producir SCP
a partir de metanol, a un costo de US$300 por tonelada,
siempre que se disponga de metanol a un precio menor de
US$0.08 por galdn, se tenga una nroductividad de 2.5q/1
/h y se obtengan 0.35¢ de ceélulas (peso seco) nor gramo
de metano! utilizado.

Fischer (195%) sefiala que el costo de nroduccibn de Chlo

‘rella es muy alto {USE 20 a 50 nor libra) debido al uso

de sistemas de control de temperatura costosos y equinos

de mezclado (8,2€,57,76).
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3.2.6. VALOR NUTRICIONAL DE LA PROTEINA MICROBIANA.- Para la -
estimaci6bn del valor nutricional de una protefna, el -
Gruno Asesor de Proteinas (ONU) y el Science Advisory -
Comitee han establecido dos tipos de pruetas: in vivo e
invitro (norma 15, GAP, 1974),
METODOS IN VIVO.- Consisten en dietas experimentales su
ministradas a ratas jbvenes en tres o mds niveles que -
van del 10 al 50% del contenido total de proteinas de -
la dieta. Y se averigua el estimulo en el crecimiento y
la retencibn de Nitrbyeno cuando se administran como -
fuente de protefinas.
El Nitrégeno absorbido (A) puede ser calculado del Ni--
trégeno ingerido {1) como sique:
A= | - Nitrégeno fecal
Y el Nitrédgeno retenido (B) estd dado por:
B = A - Nitrégeno urinario
La cantidad de Nitrbgeno perdido en las heces y orina -
deberia ser corregido por las pérdidas endbgenas, es de
cir, el Nitrégeno que esté siendé excretado al final de
un neriodo de orueba en una dieta no proteica. El Nitrd
geno- retenido por unidad de Nitrbgeno absorbido B/A es
denomfnado el valor bioibgico y el Nifrbgeno alsorbido
por unidad de Nitrbgeno ingyerido A/I se denomipa diges-
“tibilidad de la proteina. |
La utilizacién proteica neta (NPU) es la proteina rete-
nida por unidad de nrotelna ingerida B/! y también es g
quivalente al producto dél valor biolégico por ‘la diges

tibilidad.
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NPU & B/l = B/A &6 BV X A/l 6D

Otra medida de respuesta biolbgica es la razén de efi--
ciencia proteica (PER) que es igual al cociente de los
pesos gyanados por unidad de peso de nroteina ingerida,
METODOS IN VITRO.- Son tres los principales métodos in
vitro que se basan en métodos quimicos:

a. Cémouto quimico.- Se basa en comnarar, utilizando la
oroteina de huevo entero como standard, la concentra--
cibn de cada amino&cido esencial (corregido a 169 de N
trégeno) en el alimento analizado, exnresado como un --
porciento de la concentracidn del mismo amino&cido en -
el huevo entero. El valor mds bajo obtenido es tomado -
como cOmputo quimico, va que el aminodcido limitante de
termina el valor de la dieta nroteica.

b, Indice integrado de Kuhnau.- Para esta estimacidn se
utiliza como protetna de referencia la leche materna. -
Se suman los porcentajes de los aminodcidos esenciales
mas la cistina, arginina y tirosina, en la mezcla oro--
teica de referencia y en la proteina de prueba. Ei va--
lor del indice se expresa como la relaci6bn entre la su-
ma en la proteina de prueba y en la de referencia.

c. Indice de amino&cidos esenciales de Oser. Este indi-
ce utiliza la proteina de huevo como standard y en su
cdlculo se incluyen los aminpdcidos esenciales mds la -
cistina, tiroslpa, listidina y arginina. La concentra--
cibn de los aminodcidos se corrige a 1£ g de Nitrégeno.

(38,62,103)
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TABLA 3.8, Calidad nroteica en productos de SCP (97).

5CP AN IMAL D(%} PER Bv TRATAMIENTO
Chlorella sp. rata 65.4 1,25 54,3 secada
Soirulina sp. rata 84,0 2.45 72.0 secada
Micrococcus sp. rata ===~ -==--  7¢,0 secada

H. eutropha rata 83.8 =---  77.6 liofilizada
Fusarium sp. rata -=== ===« 725 secada
Candida utilis rata #6.5 1,15 38,0 secada

3.3. METODOS PARA LA REDUCCION DEL CONTENIDO DE ACIDOS NUCLEL
COS EN LA PROTEINA MICROBIANA,.- Maul y Sinskey (1970) --
desarrollaron un método con el cual lograron una remo=---
cibn del BO%Z de &cidos nucleicos y el cual consiste basi
camente en: (a) chogue térmico a 68°C durante 6 segundos
(Vlevado a cabo sumergiendo el cultivo alojado dentro de
un tubo de acero de 1/32 de pulgada de didmetro interno;
en el bafio y agitando vigorosamente); (b) incubacibn a -
45°C durante 2 h y (¢) incubacién a 55°C durante | hora,
Canepa y colaboradores al reproducir el método de Maul vy
Sinskey sefald que solo obtuvo un bajo nivel de remocién.
Propusieron que el método de Maul y Sinskey se llevara a
cabo en una solucibn de Na HPO 50mmol a pH alcalino y -
posterior didlisis contra gguaudestilada, con lo cual se
logra la extraccién de los productos de la desnaturaliza
cibn de los Acidos nucleicos. Reportaron una razén de -

50 a 60 (proteina-4cido nucteico) 10 veces mayor at ini-
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cial para Saccharomyces cerevisiae,

La caracterizacibn de los productos de degradacién de -
los &cidos nucleicos por el Método de Maul y Sinskey -
fue realizada por Ohta y Maul. Inicialmente el 90% de -
los &cidos nucleicos se encontraba en una forma polime-
rizada (extratble con &cido perclérico caliente). Des--
pués de 30 minutos de incubacibn, la mayor narte se ha-
bta hidrolizado, aunque permanecia dentro de la célula
(extraibles con &cido perclbrico frio). Desoubs de 2 -
horas de incubacién, la mayoria de los productos de hi-
drélisis habtan sido |liberados al medio y solo una pe--
quefia porcibn permanecia dentro de la célula constitui
da por 3'-mononuclebtidos, aunque eventualmente eran ii
berados de la cé&lula.

El choque térmico inicia la hidr6lisis enzimatica de --
los &cidos nucleicos, varios mecanismos se han postula-
do. La activaciébn enzimdtica puede ocurrir por desnatu-
ralizacion térmica de un inhibidor de la ribonucleasa o
oor la liberacitn de la ribonucleasa desde un comparti-
miento subcelular.

Otro método para la reduccibn de acidos nucleicos fue
desarrol lado por Castro y Sinskey y el cual consiste --
en: (a) choque té&rmico a £0°C nor 30 segundos, (b) incy
bacibn con ribonucleasa A de nancreas bovino (0.1 micrg
gramos/ml) a 55°C y pH 7.0, con una concentracibn no ma
yor de 0.00! mmol de iones Ca y Mg,

Con este método se logré una remocién del 2 hasta 9% -

del contenido de &6cido nucleico en Candida utilis, sin
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pérdida concomitante del contenido de nrotetnas (20,21,

61,68).

FUENTES DE CARBONO Y ENERGIA UTILIZADAS EN LA PRODUCCION
DE PROTEINA MICROBIANA,- E! crecimiento de un microorga
nismo demanda en nrimera Instancia de una fuente adecua
da de Carbono, a partir de la cual y a través de las ru
tas metabblicas centrales, construir el esqueleto carbg
nado b&sico para la biosintesis posterior y extraer la
energia necesaria para &sta y otras reacciones metabdli
cas.

Entre otros sustratos utilizados pueden mencionarse los

siguientes:

SCP A PARTIR DE GAS NATURAL Y METANQO.- Como pugde ver--
se de la tabla 3.9 la mayorfa de sus constituyentes son

hidrocarburos de bajo peso molecular.

TABLA 3.9. Composicién nromedio del gas natural.

COMPONENTE CONCENTRACION (%)
Hetano 90 a 92
Etano 1.5
Butano 1.2
ce , N trazas
2 2

Actualmente se han detectado mds de 50 especies capaces
de metabolizar el metano, sugiriéndose diferentes rutas

metab6licas, las que aparecen en sintesis en figura 3.4
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Este sustrato tiene como principal inconveniente 1a po-

sibilidad de explosiones si no se trabaja dentro de un

rango permisible de valores (5 a 15% en mezclas con ai-

rey 2 a 5.4% con Oxigeno).

FIGURA 3.4, Rutas metabdlicas de oxidaci6bn microbiolégi
ca del metano.

forma reducida ——wazlicar-P

- 2H
HO 2
(H ———o=CH QH==CH O ~2—2-t{C0. OH-z—amCO0
4. 3 2 2
-2H H O
2
2 -2H
CH 0 —*HCO,0H ——*(C0
2 2

3.4.2,

Su utilizacién se encuentra |imitada debido a que comoi

te en su demanda como fuente energética (57,69,97).

SCP A PARTIR DE DESECHOS AGRICOLAS.- Los residuos agri-
colas se miden actualmente en miles de millones de tone
ladas por afo, lo que crea a su vez uno de los grandes
nroblemas de la sociedad moderna, la contaminacién.

Los residuos celulbsicos plantean aln una serie de in--
cbgnitas que no parece probable resolver en un futuro -
inmediato.

a. El producto es insoluble y nresenta altos porcenta--
jes de lignina, sustancia no asimilable.

b. La fermentacibén debe llevarse a cabo en medio s61ido

o semisblido, lo cual favorece bajas velocidades de cre
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cimiento.

c. Su utilizaci6n est8 |imitada a unas pocas bacterias
del gé&nero Cellulomonas y una amplia .variedad de hongos.
Entre los que se encuentran los géneros ITrichoderma, -

Aspergillus, Paecylomices y Chaetonium, mismos que pre-

sentan la desventaja debida a su baja velocidad de cre-

cimiento (27,69).

SCP A PARTIR DE DESECHOS INDUSTRIALES.- Dentro de los -
residuos industriales, los de mayor importancia son li-
cores sulfiticos, provenientes de la industria papelera
los cuales tienen una demanda biolbgica de Oxigeno (BOD)
entre 28000 y 50000 mg/!; y un contenido de azGcares --
reductores hasta del 3%. Su utilizacién como sustrato -
conlleva dos ventajas: se obtiene un producto Gtil y se
evita una fuente contaminante. Antes de utilizarlo de--
ben el iminarse los sb6lidos suspendidos y algunos com---
puestos voléatiles inhibfdores del crecimiento como el -
furfural, diéxido de azufre, etc.

En general se ha cultivado una variada gama de microor-

ganismos, entre ellos C. utilis y P. varioti (69,97).

TABLA 3.10 Composicidn nromedio de los licores sulfiti-

cos (£9).
COMPONENTE PORCENTAJE
L ignosulfonatos 65 a 70
Hexosas y pentosas 20 a 30

Manosa 35 a b4o
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TABLA 3.10. Continla.

COMPONENTE PORCENTAJE
Glucosa 15 a 20
Galactosa 5al0
Pentosas (como xilosa) 4 a 6
Pol isacéridos Aa il

3.4.4, SCP A PARTIR DE MIELES FINALES.- Las mieles tienen la =
ventaja de que no solo aportan ia fuente de C y energia
sino que adicionalmente, incorporan biotina y algunos e
lementos traza.
Este sustrato contiene en promedio un 32% de sacarosa,-
4% de glucosa, 16% de levulosa, 3% de sustancias nitro
genadas y 6% de iones. El rendimiento en biomasa/sustra

to obtenido va del 45 al 50% (33).

3.4.5, SCP A PARTIR DE HIDROCARBURQS.- Las fracciones més utill
zadas son las sigulentes:
a, Crudos con alto contenido de ceras. En el mejoramien
to de los crudos, se ha emnleado la conversibdn microbia
na de los n-alcanos que lo impurificaban. Se han utili-
zado con estos propdsitos cepas de C. lipolytica, C. in

termedia y C. tropicalis.

b, Gas 0il.- Esta fraccibn contiene grandes cantidades
de hexadecano y en &1 se han cultivado tanto hacterias
como levaduras y algunas especies de bacterias como -

Pseudomonas y Micrococcus muestran un rendimiento favo-
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rable tanto con respecto al sustrato como al! Oxfgeno.
c. n-parafinas.- Este sustrato contiene n-alcanos puri-
ficados en un 90%. Su utilizacién estd sujeta a condi~
ciones asépticas y debido a esto, mas el costo de puri-
ficacién, lo hacen poco econémico.

d. Otras.- Se han realizado intentos de utilizacién de
otros petroquimicos, tales como el fuel-oil y el querb-
seno, pero los resultados no han sido lo suficientemen-
te atractivos como para justificar un estudio més pro--
fundo (69,97,104).

18
20 18 18

CH ———m= 2 CH (CH) CHO .0 H-——p~

18 18

2 CH (CH )
3 2 14

3

—»2 CH{CH) CHO H—sCH (CH) CHO H
2 2 3 214 2

2

3.4,

0

16

18
l ‘l 0 (CH ) CH
18 15 3

2
CH (CH ) CHO CH (CH ) Cx '8 16
3021 3 214 Yo ,0

- 18 18
. 0 H 0
CH {CH

) CHZOIG e Gt (K ) c<1e
3 2 14 H 3 21 N0

FIGURA 3.5 Mecanismo postulado oor Stewart para el ata-
que de C]6 (97).

. SCP A PARTIR DE ALCQHOLES INFERIORES.- Actualmente han -

ganado interés el metanol y el etanol en la blsqueda de
nuevas fuentes de Carbono y energia.

a. Metanol!.- Como sustrato el metanol presenta las si--
quientes ventajas: (1) bajo costo (US 1.7 a 3.3 C/fb),-

{2) gran disponibilidad {puede obtenerse a partir de -
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gas natural, carbén, petréleo, celulosa, etc.), (3) al-
ta pureza la cual es usualmente mayor de 99.5%, (4) com
pleta miscibilidad con el aqua, {5) fdcil de transpor--
tar y almacenar y {6) compuesto parcialmente oxidado.

En este sustrato se han cultivado bacterias y levaduras

entre las cuales Hansenula polymorpha crece en un medio

de metanol, sales minerales mds biotina y tiamina (26,-
55).

b. Etanol.- Entre las ventajas del! etanol como sustrato
pueden mencionarse las siguientes: (1) puréza de obten-
ci6bn (100%), (2) disponibilidad (sinteticamente o por -
via fermentativa), (3) fécil operacién y almacenamien=--
to, {4) no es téxico, (5) miscible con el agua en cual-
quier proporcibn y {6) tiene baja demanda de Oxigeno y

baja produccién de calor durante la fermentacién (£9)

SCP A PARTIR DE OTROS SUSTRATOS.- Entre otros sustratos
que pueden utilizarse para la produccién de proteina mi
crobiana se mencionan los siguientes:

a, Jugos de agave.- Se han cultivado en este sustrato -
diferentes especies de levaduras, con la obtencibn de -
rendimientos y cal idades del producto similares a las -
mieles de cafa (69,85,89).

b. Agua de coco.- Este sustrato tiene una demanda hiols .
gica de OxTgeno (BOD) de 40000 mg/1 y ﬁe calcula que la
industria coprera nacional desecha IOI0 litros de agua

de coco al afio. Este sustrato es muy rico en aminodci-
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dos tales como: triptofano (5mg7100 ml), lisina (23mg -
por 100 m1), fenilalanina {26mg/100ml), valina (32mg/dl)
leucina (4LOmg/100ml), metionina (11mg/100m1), isoleucina
(27mg/100m1), sodio, fésforo, potasio y hierro.

El crecimiento de Pleurotus ostreatus en agua de coco =

mas agua de cocimiento de matz ha dado rendimientos en -

base biomasa/sustrato del orden de 0.35 a 0.50 (65).
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CAPITULO V.- Material y Métodos.

L,1, Material: se utilizb material y cristalerfa de laborato-
rio.

4.2, Equipo: El equipo utilizado para la realizaciébn de este
trabajo fue el siguiente:

4.2.1, Centrffuga BHG Ultima ||
500 rpm
Universal, S. A.

4,2,2, Centrifuga clinica
3500 rpm
Comercial Ultramar, S. A.

4,2.3. Campana de flujo laminar
V. E. C. 0.

4.2.4. Horno
300°C
Robertshaw, Inc.

4,2.5. Mesa de agitacibn G-24
New Brunswick Scientific, Co, inc,

4.2,6. Espectrofotbmetro PM°2A
Industrias Carl Zeiss de México, S. A,

Lk.2,7. pHmetro con electrodo de vidrio
Modelo H-2
Beckman Instruments, !nc.

4,2.8. Balanza analitica
E. Mettler. Zurich, Swiss

4.,2.9. pHmetro digital
Digi-sense
Cole-Parmer Instruments, Co.
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4,2,

h,2.12,

4.2.13.

h,2.14,
4.2.15.

L“B.
4.3.1,

Microscopio compuesto
Standard K-7
Industrias Carl Leiss de México

Agitador magnético
SB-A10258
Labline, iInc.

Autoclave vertical
TC-2F3
Técnica cientifica, S, A,

Estufa bacteriolégica y Quimica
J. M, Ortiz

Filtro Seitz
Analizador de amino&cidos

Columna de 1.2 m
Beckman 120-8

MEDIOS DE CULTIVO:

12

.S, A,

MEDIO BASE SOLIDO PARA AtSLAMIENTO*

GlUCOSA .. vvirevrrrnivnennas ve |
Extracto de levadura ........
(NH ) SO ..iiivinrrrrrannes
L2 4
KH PO ...evennnn.. e
2 4

€aS0 , MgSO0  ...oivivannnna,
4 b

MnSO , FeSO , InSO .........
4 b 4

Agua destilada ...... .
Agar ........ PN e
ol final del medio ..........

0,0 g

1.0 g

0.5 g

0.2 g

5 crist. clu
2 crist, clu
100 mi

2.0 ¢

5.5

La esterilizacibn de este medio se 1levd a cabo en -
2

autoclave a 0.8 kg/cm de presi

* Comunicacibn del Profr. Soto.

6n durante 20 minutos.
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MEDIO BASE LIQUIDO PARA AISLAMIENTO*
GIlUCOSa tvivevssrsnnersesenes. 10.0 0

Extracto de levadura ......... 1.0q

(NH ) SO vivreeiiininnninnns 0.5 g
L 2
KH PO e e e e 0.2 ¢
2 L
CaSOk, MgSOA e ie e, 5 crist. c/u
MnSO , FeSO , ZnSO .......... 2 crist. c/u
b b L
Agua destilada ............... 100 ml
pH final del medio ........... 5.5

La esterilizacién de este medio se lleva a cabo en -
2
autoclave a 0.8 Kg/cm de presidn durante 20 minutos

* Comunicacibn del Profr. Soto.

MEDI0 PARA LA PRBEBA DE ASIMILACION DE FUEMTES DF
NITROGENO (7).

GlUCOSa 1. vvrieninnennnnsnennn 2.0 9
KH PO ...... Cesean vereereens 0.1 g
2 4
Fuente de Nitrbgeno ......... . 2 a5 ~mol
MgSO .7 HO ...iviiiininn, .. 0.05 4
L 2
Agua destilada ............. .. 100 ml

oH final del medio .....ooovv.. €.5
La esteri%izacibn de este medio se lleva a cabo a -~

0.8 Kg/em de oresibn durante 15 miputos,

MEDIO PARA LA PRUEBA DE ASIMILACION DE FUENTES

DE CARBONO (7).

Fuente de Carbono ............ 50 mmol
(NH Y SO ........... et e, 0.5 q

b 2 4
KH PO v eeeirniaiannnss 01 g

2 4
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Extracto de ltevadura ...... 1.0 g

MgSO 7 HO ...iuvvviia..e. 0.05 g
L 2

Agua destilada ..........., 100 ml

pH final del medio ........ 6.5

La esteri;izacién de este medio se lleva a cabo a -

0.9 Kg/cm de presién durante 15 minutos.

k3.5, MEDIO PARA LA PRUEBA DE FERMENTACION DE AZUCARES (7)

Fuente de Carbono ......... 50 mmol
Extracto de levadura ...... 1.0 g
(NH)Y SO ...evviinnnnn, 0.5 ¢
b2 4
KH PO ..... feebeeei e 0.1 g
2 4
Mg§0 .7HO ............... 0.05 ¢
b 2
Agua destilada ....... eevs. 100 ml

Azul de bromotimol (0.01%). 0.5 ml

pH final del medlo ........ 6.5

La esterilizacibn de gste medio se lleva a cabo en -
autoclave a 0.8 Kg/em de presibn durante 15 minutos
Se utilizan tubos de 16mm X 150mm con 10 a 15 ml de
medio y con tubos de 50mm X Emm como campanas; se in

cuban durante una semana a 25°C y se leen diario.

4.3.6. MEDIO PARA LA PRUEBA DE REQUERIMIENTOS VITAMINICOS (7)
El medio se prepara utilizando el medio 4.3.2, y se
anaden las vitaminas, exceoto lé que se estd proban-
do, en las siguientes concentraciones por litro:

Biotina ........... 20 g Acido nicotfnico ... 400

Ac. p-aminobenzoico 200 g Acido félico ....... 2
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Pantotenato de calcio 2 g FRiboflabira .... 200 q
Tiamina HCl ......... 400 4 Piridoxina.H(C . 400 a
Mio-inositol ........ 10 g ok del medic ... £.5

La esterilizacibn de este medio se lleva a cabo en -

2
autoclave a 0.8 Kg/cm de presién durante 15 minutos.

MEDIO PARA PROBAR EL DESARROLLO A ALTAS CONCENTRACIO-
NES DE GLUCOSA (7).

GlUCOSE ..vrvvvrnnrnnunenn. 50 y 60 é

Extracto de levadura ...... 1.0 g

(NHu)ZSOQ ..... eteeiaee e 0.5 g

KH PO ....ciiviienneaesens Ol g

‘2 4
MgSO .7 H O ..vevvvevnean.. 0.05q
b 2

PH v ieiieiaraannsnrisnesnees 6.5
La esterilizacibn dg este medio se lleva a cabo en ay
toclave a 0.8 Kg/ecm de presibn durante 15 minutes.

Una vez inoculado, se incuba durante 4 semanas a 25°C

AGAR GORODKOWA

GlUCOSA vvvvunasensearsnes 0.1 g
Peptona ...... P Y ¢ I
NaCl ..... et ..., 0.59¢
Agar ..ieveiinernnsnneanss 2,09
Aqua destilada ........... 100 ml
pH del medio ....cvvvvvuven. 7.0
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La esterilizacibn de este medio se |leva a cabo en au
; U

toclave a 0.6 Kg/cm de presibén durante 15 minutos.

AGAR SABOURAUD

Dextrosa ......covuuvus w0 h0g

Proteosa neptona ......?.. 1.0 g

Agar ... iiiiieieiiiia.. 15 g

Aqua destilada ........... 100 ml

pH del medio ......c.evv.. 7.0

La esterilizacién de gste medio se lleva a.cabo en -

autoclave a 1.2 Kg/cm de presidn durante 15 minutos.

MOSTO DE CERVEZA

E} mosto de cerveza utilizado durante la realizacibn

del proyecto fue donado por la Cervecerta Cuauhtémoc,
§. A., aunque tambi&n puede prepararse de la siguien-
te manera:

A1 Kg de malta diastdsica se e agregan 2.6 | de a--
gua y se agita durante 3 horas manteniendo la tempera

tura a 45°C, nosteriormente se aumenta la temperatura

" a 63°C y se sigue agitando durante una hora m&s; al -

terminar, se esteriliza a 120°C durante 15 minutos, -
se filtra y se diluye a 15° Balling; ajustando el pH

a 5.h,
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MOSTO DE CERVEZA GELOSADO

Mosto de cerveza ........,.... 100 mi
Agar ..ooieeiniiiiiie i 2.0 g
pH final del medio ........... 7.0

Este medio se esteriliza a !.2 Kq/cm durante 15

minutos.

MOSTO DE CERVEZA G?LATINADO

Mosto de cerveza ............. 100 ml

Gelatina ....coeviviiinennniens 20.0 g

pH final del medio ........... Z.0

Este medio se esteriliza en autoclave a 0.8 Kg/cmz

durante }5.minutos.

MOSTO DE UVA

El mosto de uva utilizado consistid en jugo de u--

vas sin semilla y sin diluir, ajustando el pH a G.5
Este medio se pasteurizé calentdndolo a 62°C duran

te 30 minutos.

MOSTO DE UVA GELOSADO

Mosto de uva +.evessvioeeanses, 100 ml

Agar ...iieiceiiaianiniiaasniass 2.0 g
oH final del medio ............ 7.0
Este medio se pasteurizé calentdndolo a 62°C duran

te 30 minutos.
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4.3.15. MOSTO DE UVA GELATINADO

"MOSEO de UVa v ier e e 100 mwl
Gelatind i evrreivrassses. 20.09g
pH final ... ..o i, 7.0

Fste medio se nasteurizd calentdndolo a 2°C duran-

te 30 minutos.

h.3.16. AGUAMIEL LIQUIDO
E! aguamiel recientemente extraido fue diluido | : 10
para utilizarlo como medio de cultivo, esterilizan-

dolo a 1.2 Kg/em durante 15 minutos.

L.3.17. AGUAMIEL GELOSADO

Aguamiel liquido 1:10 ..,... 100 ml

pH final .. vevivionnisnrnss 7.0
2
Este medio se esterilizéd a 1.2 Kg/cm en autoclave

durante 15 minutos.

4.3.18, AGUAMIEL GELATINADO
Aquamiel liquido 1:10 ....... 100 ml
Gelatind vvvvvevvrnsvecnisns. 200 g
pH final .. oivereinia, 7.0
2

Este medio se esterilizd en autoclave a 1.2 Kg/cm

durante 15 minutos.
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MEDIO DE FERMENTACION (7)

Glucosa ..... et e 100.0 g
(NH) SO ... viiiiiiiinnnnns 5.0 g
L2 &
KH PO .........v... [N 2.0 g
2 4
Casoh' Mgsoh chesranssaeeerees 50 crist, c/u
MnSO , feSD , ZnSO .......... 20 crist. c/u
L 4 b

Inositol, tiamina ............ 30 g clu

Piridoxina.HCl, biotina ...... 0.5 g c/u

Acido mantoténico ............ 1.0 ¢ clu
Agua destilada ..... Preresnans 1000 ml
pH final del medio ........... 5.5

El medio ge esterilizd en autoclave a una presibn -

0.8 Kg/em durante 15 minutos.

MEDIO DE CONSERVACION (7)
GlUCOSa .vvvrveverunas e e 2.0g

PEPLONG veenevsnoriossenseass 2.0 g

Extracto de levadura ......... 2.0 g
Agua destilada .............. 100 m)
pH fFimal . .t ieiii e, 6.0

fste medio se esterilizb en autoclave a una nresibn
2

de 0.8 Kg/cm durante 15 minutos.

MELAZA DE CARA

La melaza de cafia utilizada fue proporcionada por el
Ingenio "Emiliano Zapata' de Zacatepec, Mor. y ajus-
tada a la concentracifn requerida de acuerdo a la --

técnica de tratamiento mencionada en U .h.€,1,
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MELAZA DE CANA GELOSADA

Melaza de cafa al 3% de A R. T. 100 ml
o T 2.0 g
oH final ... i i, 5.%

Este medio se esterilizé en autoclave a una nresioén
2

de 0.8 Kg/em durante 1% minutos,

CACHAZA DE CAHA

La cachaza de cana uvtiiizada en el desarrollo del -
proyecto fue nroporcicnada nor el Ingenio "La Con--
cepcibn' de-Jalapa,.Ver. v ajustada a la concentra-
cibn requerida de acuerdo a la técnica de tratamien

to para este medio descrita en 4.4.6.2,

CACHAZA DE CANA GELOSADA

Cachaza de cafia al 3% de A, R, T. 100 ml

Y e eiee. 2.0 9

pH final ... ... i 5.5

Este medio sg esterilizd en autoclave a ﬁna nresion

de 0.8 Kg/em durante 15 minutos.

METODOS: Los métodos utilizados en el desarrollo ex

perimental de este proyecto fueron los siguientes:

AL SLAMIENTO DE LEVADURAS

£! aislamiento de las levaduras se llevd a cabo por
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el método de dilucién en placa, a partir de muestras de
aguamiel y nulque obtenidas de Amecameca, Toluca, Pachu
ca, Tlaxcala y Zona Metropolitana de la Ciudad de Méxi-
co e inoculadas en el medio 4.3.1.

Se utilizaron muestras de pulque fresco, es decir, de -
24 h de haber sido obtenido y muestras de aguamie! de -
3 h de haber sido obtenido.

Desputs de una incubacién de 48 h (28°C), se examinaron
las cajas para seleccionar las colonias que presentaran
caracteristicas de levaduras, para posteriormente exa--
minarlas al microscopio y determinar por su morfologia,
si se trataba de levaduras. Las colonias seleccionadas
fueron purificadas por nases sucesivos en el medio 4.3.
I. y finalmente, fueron inoculadas en el medio 4.3.2. e

incubadas durante 48 h a 28°C,

OBTENCION DE CULTIVOS PUROS (AXENICOS).- La obtencibn -
de cultivos axénicos se realizb por el método de Lindner
(75}, a partir de los cultivos desarrollados en el me--

dio 4.3.2.

IDENTIFICACION DE LAS?LEVADURAS AISLADAS.- Para ia iden
tificacién de las levaduras aisladas se tomaron en cuen
ta dos criterios:

Las caracteristicas morfolbégicas tanto microscbnicas co
mo macroscbpicas de las levaduras en medios liquidos, -

s6lidos y semis§lidos.
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Estas caracteristicas fueron estudiadas en los medios an
tes descritos, desde ayar Gorodkowa 'asta aguamiel jela-
tinado y utilizando las cepas obtenidas en el punto 4.4,
z, comnaréndolas con las caracteristicas descritas nor -

Ruiz Oronoz nara las mismas cenas (81,2 ,83).

L.as caracteristicas fisiolbgicas de las levaduras fueron
evaluadas con las siquientes pruebas: asimilacién de fuen
tes de Carbono y Nitrdgeno, fermentaciédn de azlicares, re
querimientos vitaminicos y crecimiento con rlucosa al 50
y 60%, realizadndolas en los medios correspondientes (4.3,

3 a 4.3.7), y de acuerdo con Barnett (7).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DF MUTRFIENTES
ESENCIALES (C,N,P)

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE FUENTE DE CAR
BONO.- Se realizd variando la concentracibn de la fuente
de Carbono (glucosa) en la férmula del medio de fermenta
cibn, manteniendo constantes las concentraciones del res
to de los nutrientes, adem8s de los siguientes nar&metros:
pH, 5.5; temperatura, 28°C; velocidad de aqgitacién, 200
rpm y concentracién del inbculo, 1%.

Las concentraciones de glucosa que se variaron fueron las
siguientes (en g/100mi): 1.0, 2.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0,-
12.5, 15.0, 17.5 y 20.0

Se tomaron muestras del cultivocada 3 h y a partir de la

inoculacibn del medio de cultivo, se valoré el incre-
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mento en peso de la ievadura (en base seca) y se deter-
mind la concentracibn de glucosa residual, hasta que el
valor del incremento en neso de la levadura nermanecip
constante o hasta que, ya no se detectd glucosa en el -

medio de cultivo al vtilizar el método de Neison-Somogyi

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE FUENTE DE -
NITROGENO.- Esta determinacibtn se realizbé variando la -
concentracibn de fuente de Nitrégeno (Sulfato de amonio)
del medio de fermentacibn de 0 125 a 1.0 o/100ml con in
tervalos de 0.125 9/100m!, mantenlendo constantes las -
concentraciones de los demds nutrientes y los parame---
tros de desarrollo mencionados en 4.4.4.1, y el valor de

fuente de Carbono del 10%
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE FUENTE DE

FOSFORO.- La concentracibn de la fuente de Fé6sforo (fos
fato di&cido de notasio) se varid de 0.05 a 0.4 g/100m]
con intervalos de 0.0% g/100m! y durante el desarrollo
de las levaduras, se mantuvieron constantes las concen-
traciones del resto de los nutrientes del medio de fer-
mentacibn y los parémetros de desarrollo (4.4.4.1.).
Para los tres nutrientes, la cuantificacidbn de biomasa
y la determinacién de glucosa residual se realizb como

se menciona en 4. b.4. 1, misma que tuvo un valor inicial

del 10%
d%TERMﬁNACION DE LOS PARAMETROS OPTIMOS DE DESARROLLO
(TEMPERATURA, pH, VELOCIDAD DE AGITACION)
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4.h.5.1, DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE DESARROLLO.- Las !evadu-
ras se hicieron crecer en el medio de fermentacibén mar-
teniendo constantes los sigulentes pard:eircs: tempera-
tura, 28°C; velocidad de agitaci6n, 200 rpm. El pH del
medio se vari6b en el intervalo de 3.0 a 9.0 con incre--
mentos de 1.0 unidad en los valores mds alejados de 5.5
y de 0.5 unidades en los valores mds cercanos al consi-
derado como 6ptimo. La cuantificacién del incremento en
la biomasa y la determinacidén de la glucosa residual se
_hizo en la forma descrita en el nunto 4.4.4.1. Valor i-

nicial de la fuente de Carbono, 10%.
4.4,5,2, -DETERMINACION DE LA TEMPERATURA OPTIMA DE DESARROLLO.-

Para la determinacitn de la temperatura 6ptima de desa-
rrollo, las levaduras se hicieron crecer en el medio de
fermentaciédn y se mantuvieron constantes los siguientes
pafémetros: pH; 5.5; velocidad de agitacibn, 200 rpm vy
lse nrobaron las siguientes temperaturas: 20°C, 28°C, -
37°C y 45°C; haciendo la cuantificaciébn de la biomasa vy

la determinacién de la glucosa residual como en 4.4.4.1,
Valor inicial de la fuente de Carbono 10%.

h.4,5.3, DETERM]NACION DE LA VELOCIDAD DE AGITACION OPTIMA.- EI
desarrollo de las levaduras se hizo en el medio de fer-
mentacibn manteniendo constantes los siguientes paréme-
tros: pH, 5.5 y temperatura, 28°C; las velocidades de -
agitacién (en rom) que se probaron fueron: 50, 100, 150
200‘y 250. valor inicial de la fuente de C, 10%.
Las determinaciones de glucosa residual y biomasa se ==

realizaron de acuerdo a lo mencionado en 4.4.4 .1,
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L.4.6. TRATAMIENTO DE LOS SUTRATOS DE DESECHO.

b.4.6.1., MELAZA DE CANA.- Para realizar la defecacién de la mela
za e inversibn de la sacarosa, se procedi6 de la siquien
te manera: La melaza se diluyb con agua destilada en -
una relacién 1:10 (n/v) y se determind la concentracibn
de azlicares reductores directos (A.R.D.) por el método
de Nelson-Somogyi, para posteriormente ajustar la solu-
cibn a 3% de A.R.D. y llevarla a un pH de 9.0 y esteri-
lizarla durante 3 h a I.2Kg/cm2.
Al finalizar la esterilizaciébn en pH alcalino, se ajus-
ta el pH a 3.0 con &cido sulfﬁricg y se repite la este-

rilizacién durante 2 h a 1.2Kkg/cm , para nosteriormente

)
hacer la determinacibn de azficares reductores totales -

(A.R.T.), también por el método de Nelson-Somogyi.{7},85)

L 4 £.,2. CACHAZA DE CANA.- El tratamiento aplicado a este medio
consistié en lo siguiente: Se pesd | Kg de cachaza y se
mezcib con 2 | de agua destilada, se agregd HCI al 2% -
hasta un ﬁH de 5.0 y se esterilizb en autoclave a 1.2 -
Kg/cmzdurante 30 minutos. Posteriormente se centrifugd
la mezcla para obtener el sobrenadante; el cual se fil-
tré en filtro Seitz nara eliminar las narticulas peque-
fias que no fue posible separarlas por centrifugacibn, -
para finalmente, hacer la determinaeién de azlcares re-
ductores totales por el método de Nelson-Somogyi (71).

L.4.7. ADAPTACION DE LAS LEVADURAS A L0S SUSTRATOS DE DESECHO.

Para llevar-a cabo la adantacién de las levaduras a los
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sustratos de desecho, se hicieron crecer &stas,en rene-
tidas ocasiones, en los medios melaza de caia qelosada
y cachaza de cafia gelosada hasta que se obtuvo una cosg

cha abundante.

DESARROLLO MASIVO DE LAS LEVADURAS.- Para obtener un de

sarrollo masivo de las levaduras adantadas a 10s sustra

L’-“-9r

tos de desecho, &stas se inocularon en los medios mela-
za de cana y cachaza de cafia y adem&s en el medio de --
fermentacitn (utilizado como patrén de comparacibn), ba

jo condiciones éptimas de desarrollo (obtenidas en &.4,

L, vy b.4.5.).

COSECHA Y SECAbO DE LAS LEVADURAS.- Una vez que se obty
vo el desarrollo masivo de las levaduras, éstas se some
tieron a centrifugacibn para separarlas del medic de -
cultivo y posteriormente, e! paquete celular se lavé -
dos veces con aqua destilada, resuspendiéndolo y centri
fuglndolo.

Para decolorarlas se procedid a resuspenderlas en HCl -
al 2% agitdndolas durante 20 minutos y posteriormente,-
centrifugdndolas; este procedimiento se repitid tantas
veces como fue necesario para ltuego lavarlas una vez -
con agua destilada, dos veces con etanol al 96% y final
mente con &ter etilico, el cual se dejd evaporar nara -
secar las levaduras.

Una vez que se hubieron secado las levaduras, se oroce

dibd 3 triturarlas en un mortero hasta lograr que gueda
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ran como un polvo muy fino que se recogib en bolsas de -

nldstico que finalmente, fueron selladas y etiquetadas

DETERMINACION DE AZUCARES.- La determinacidn de azficares
se hlzo mediante el método de Nelson-Somogyi (66,98), el
cual se basa en la reduccibn del ibn clprico a cuproso
por la glucosa, en solucidn alcalina caliente, con forma
cibn de dxido cuproso (Cu 0) principalmente,

El paso siguiente es la agiclén de 4cido arsenomolibdi-
co, el cual es reducido por el 16n cuproso con formacién
de 6xidos inferiores de Mol ibdeno que producen un color

azul adecuado para mediciones fotométricas (99).

DETERMINACION DE PROTEINAS.- Para determinar la cantidad
de protefnas presentes en las levaduras, se procedib pri
meramente a hidrolizarlas de la siguiente forma: Se pe-
saron 5 mg de levaduras secas y se depositaron en un tu
bo de centrifuga sara agregarles 2 ml de aqua destilada
y | ml de NaOH 3N, posteriormente se colocaron en un ba
fio de agua hirviente por 10 minutos, se enfrib en un ba
fio de agua y se centrifugd (59).

Con el sobrenadante se realizbé la determinacién de pro-
tetnas por el métodozdel biuret, el cual se basa en la
reaccibn entre el Cu ' y los grupos carbonilo (-C=0) y
amino (=N-H) de los enlaces de péptido, en un medio mo-
deradamente alcalino, con formaci6n de un comnlejo que-
lato coloreado de composicibn desconocida. |

2+
Ocurre una reaccidn aniloga entre el i6n Cu y el com-



puesto biuret, NH -C-NB-C-NH , y nor ello la reaccibn -
se 1lama reaccibnzdgl bigret (58,99).

L.,4,12, DETERMINACION DE DNA.- La determinacidn de! DNA se rea-
1i26 por el método de la difenilamina, modificacibn de
Burton al método inicialmente descrito por Dische. El -
método consiste en la formacién de un compuesto colori-
do entre la desoxiribosa y la difenilamina, el cual se

ouedg medir espectrofotometricamente a 595 nm (14 15,92},

b.4.12.), REACTIVOS:
REACTIVO DE DIFENILAMINA: Se disolvieron 1.5 g de dife-
nilamina en 100 ml de &cido acktico glacial y 1.5 m! de
&cido sulflirico concentrado. Antes de utilizarse se a--
gregan 0.1 ml de solucibn acuosa de acetaldehido al 1.6%
por cada 20 ml del reactivo de difenilamina.
SOLUCION ACUOSA DE ACETALDEHIDO.- 1 ml de acetaldehido
frio se transfiribd a 50 ml de agua destilada. La solu--
ci6bn al 1.6% es estable durante varios meses almacenada
a k°c.
SOLUCION STANDARD DE DNA: Se prepard una solucidn de -
LOO mg de DNA/ml en NaOH 5 mmol.
SOLUCION DE ACIDO TRICLORDACETICO AL 5%.

k.4.12.2. PROCEDIMIENTO: Se oesaron 25 mg de levaduras secas, se
colocaron en un tubo de ensaye con 5 ml de &cido triclo
roacético al 5% y se calentd en un bafo de agua hirvien
te durante 30 minutos; desoués se procedib a centrifu--

gar, tomando 2 ml de! sobrenadante, al cual se le adi--
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cionaron 4 ml de difenilamina y se calentd en bado de -

agua hirviente durante !0 minutos, se procedié a enfriar

la solucién y finalmente se leyb en espectrofotémetro a

595 nm.

CURVA  STANDARD DE DNA.

SOLUCION ACIDO DIFENILAMINA CONCENTRACION
DE DNA TRICLOROACETICO DE DNA

0.00 ml 2.00 mi 4.0 ml 0.00 my
0.25 ml 1.75 ml 4.0 ml 100.00 mg
0.50 ml 1.50 mi 4.0 ml 200.00 mg
0.75 ml  1.25 ml 4.0 ml 300.00 mg
1.00 mI  1.00 ml 4.0 ml 400.00 mg
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CAPITULO V.- Resultados.

En base a la metodologia mencionada en el canitulo an-
terior y para el cumplimiento de los oojetivos propues
tos, a continuaciébn se muestran los resultados obteni-

dos durante el desarrollo exnerimental de este trabajo.
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TABLA 5.1,

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA CEPA No,1 EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO LIQUIDOS

HED10S DE CULTIVD
CARACTERISTICAS

HOSTO DE CERVEZA LIQUIDO

HOSTO DE UVA LiguiD0

AGUAMTEL LiIQuID0

HACROSCOP ICAS

VELO

MILLO
SEDIMENTO
ENTURD IAMIENTO

FERMEHTAC |ON

HICROSCOP LCAS

FORMA DE LAS
CELULAS

AGRUPACION

BROTES

GRANULAC [ONES
PSEUDOMICEL IO

NO SE FORMA
NO SE FORMA

SE EMPIEZA A FORMAR A LOS B DIAS;COLOR
BLANCO AMARILLENTO.DESPUES SE TORNA MO
REND CLARO, -

24 HORAS LIGERAHENTE TURBIO
SE CLARIFICA AL ko DIA

MUY ACTIVA SUSPENDIENDOSE A LOS 4 DIAS

OVOIDES; ELIPTICAS;ESFERICAS; ALARGADAS

LA HAYORIA AYSLADAS;SOLO ALGUNAS FOR-
HANDO PEQUERDS GRUPOS ¥ EN POCOS CA--
$0S PEQUERAS CADENAS

UN SOLO BROTE EN LOS EXTREMOS

POCAS GRANULAC IONES

EN ALGUNAS CELULAS SE OBSERVA SU FOR-
HACION

HO SE FORMA
NO SE FORMA
ABUNDARTE ; COLOR BLAHCO ANARILLENTO

PERSISTE EL COLOR
LIGERAMENTE TURBIO

HUY ACTIVA SUSPENDIEHDOSE A LOS & DIAS

ELIPTICAS;ESFERICAS ; ALARGADAS ;OVOIDES

LA HAYORIA AISLADAS;SOLO ALGUNAS FOR-
HANDO PEQUEROS GRUPOS

EH CAS1 TODAS LAS CELULAS BROTES LATE-
RALES

POCAS GRANULAC IONES

NO SE FORMA
NO SE FORHA

10 DIAS MUY ABUNDANTE COLOR BLANCD LECHOSO;
10 DIAS BLANCO AMARILLENTO; A LOS 20 DIAS
COLOR HORENO CLARO

MUY ACTIVA DESAPARECIENDO A LOS 4 DIAS

MAYOR NUHERO DE CELULAS OVOIDES;ESFERICAS y
ALARGADAS

LA HAYORIA A1SLADAS;SOLO ALGUNAS FORMANDO PE
QUEROS GRUPOS
EN CASI TODAS LAS CELULAS BROTES LATERALES

POCAS GRANULAC IONES

€EL
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CONTINUACION  TABLA 5.1 CULTIVOS EN ESTRIA
MEDIOS AGAR GORODKOWA
CARACTERISTICAS
FORMA EQUINULADA
BORDES GASTADD
SUPERFICIE LISA ¥ DESPUES
POCO RUGOSA
COLOR BLANCO GRISACEQ

(a) EMPLEANDO LOS DISTINTOS MEDIOS SOLIDOS; AGAR SABOURAUD; MOSTO DE CERVEZA GELO-
SADO; MOSTO DE UVA GELOSADO; AGUAMIEL GELQSADG; MOSTO DE CERVEZA GELATINADO;

MOSTO DE UVA GELATINADO Y AGUAMIEL GELATINADO.

LAS CARACTERISTICAS SON IGUA-

LES.
CONTINUACION TABLA 5.1 COLOWIAS GIGANTES
UEDIOS AGAR AGAR MOSTO OFE CERVEZA  MOSTQ DE CERVEZA
CARACTERISTICAS GORODKOWA SABOURAUD GELOSADO (a) GELATINADD (b}
FORMA IRREGULAR Y CIRCULAR;DES~  CIRCULARDESPUES RIZADA: SECAS
CIRCULAR PUES RIZADA RIZADA HUMEDA
HUMEDA
SUPERFICIE LISA;POCO RU-  LISA;DESPUES LISA;DESPUES RUGOSA MUY RUGQSA
. G0SA RUGOSA
ILEVACION CONVEXA;PULY]  CONVEXA;LEVE-  CONVEXA ;LEVEMENTE UMBONADA
NADA MENTE PULVINA- . PULVINADA
BORDES ENTERDS ¥ ON-  QNDULADOS ONDULADOS FINAMENTE ONDULA-
DULADOS s pos
COLOR BLANCO BLANCO BLANCO GRISACEQ BLANCO MUY QSCURD
CARACTERISTICAS
OPTICAS TRANSLUCIDAS OPACAS OPACAS OPACAS
BRILLO MUY INTENSO MUY INTENSO BASTANTE BRILLO SIN BRILLO
DIAMETRO 10 1mm 28 m 28 mv 38 mm

a) EN LOS MEDIOS: MOSTO DE UVA GELOSADO Y AGUAMIEL GELOSADO LAS CARACTERISTICAS SON IGUA-
LES, EXCEPTQ EL DIAMETRO; DANDO EN AGUAMIEL GELOSADO 30 mm,

1} EN LOS MEDIOS: MOSTO DE UVA GELATINADO Y AGUAMIEL GELATINADO LAS CARACTERISTICAS SON
TGUALES, EXCEPTO EL DIAMETRO Y EL COLOR DE LAS COLONIAS CAMBIAN PARA AGUAMIEL GELATI-

NADO SIENDO DE 24 mm DE DIAMETRO Y EL COLOR DE LA COLONIA

VE TONO AMARILLENTO

BLANCO GRISACEO COff UN LE-
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CONTIHUACION  TABLA 5.2

CARACTERISTICAS HORFOLOGICAS DE LA CEPA Ho, 2 L1 DIFEPENTES MEDIOS DE CULTIVO LIQUIDYS

MEDIOS DE CULTIVO LIQUIDOS

CARACTERISTICAS

MOSTO DE CERVEZA LIQUIDD

HOSTO DE UVA L1QUIDO

AGUAMIEL LIQUIDD

1. MACROSCOPICAS

VELD

SEOIHENTO

ENTURUIAHIENTO
FERMENTACION

|1, HICROSCOP ICAS

FORHA DE LAS CELULAS
AGRUPACION

BROTES

GRANULAC [ONES
PSEUDORICELID

SE FORMAN PEQUERDS ISLOTES EN LA SUPCRFI-
CIE DEL MEDIO; KB HRS VELD MUCO50; 3 DIAS
VELO MICODERMICO THPICO MUY PLEGADO;SECO,
OPACO, PLANCO GRISACEO; 15 DIAS COLOR HORE
NO, 25 HRS SE THICEA LA FORMACION: 3 DIAS
COMPLETA SU DESARROLLO; SECO SIN BRILLO,
COLOR BLANCO GRISACEQ,CONSERVANDOSE IASTA
LOS 3 MESES,

SE EMPIEZA A FORMAR A L0S 5 DIAS A EXPEN-
SAS DE FRAGMENTO DEL VELG DESPRENDIDO DE

LA SUPERFICIE,COLOR GRISACEO; 30 DIAS -

GRIS MORENO

HO HAY
HO BAY

LA MAYORIA OVOIDES Y ALGUNAS ELIPTICAS

MUY POCAS AISLADAS GADENAS DE 3 A S
CELULAS

BROTES COLOCADOS EN LOS POLOS Y EN LOS
LATERALES

SIN GRANULAC 1ONES

10 DIAS VELD HUCOSO TRANSFORMAHDOSE EN Hi-
CODERMICO BLANCO GRISACEQ; 15 DIAS Dt CO--
LOR MORENO

SE EMPIEZA A FORMAR A LOS 5 DIAS A EXPEN
SAS DE FRAGMENTO DE VELO DESAPAREC(ENDO
OE LA SUPEAFICIE;COLOR BLANCO GRISACEQ;
30 DIAS GRIS HOREND

NO HAY
NO HAY

OVOIDES ¥ ELIPTICAS
CADENAS Y GRUPOS

BROTES POLARES Y LATERALES

SIH GRANULACIONES

10 DIAS SE OBYVIENE UN VELD MUcO-
SO0 QUE SE TRAHSFORMA EN MICODER-
HICo

SE EMPIEZA A FORHAR A LOS § DIAS
COLOR BLANCO GRISACED;30 DIAS CO-
LOR MORENO MENOS ABUNDANTE QUE EN
HOSTO DE CERVEZA L1QUIDD

HO HAY
HO HAY

OVOIDES Y ELIPTICAS
CADENAS Y ESPECIALMENTE EN GRUPOS

EN LOS POLOS COMO LATERALES

SIN GRANULACIOKRES

13}
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CONTINUACION  TABLA 5.2 CULTIVOS EN ESTRIA
MEDIOS AGAR AGAR MOSTO DE CERVEZA MOSTO DE CERVEZA
CARACTERISTICAS ~ GORODKOWA SABOURAUD GELOSADO (a) GELATINADO (b}
FORMA EQUINULADA EQUINULADA EQUIAULADA EQUINULADA
BORDES ASERRADOS CARCOMIDOS ¥ DENTADOS ASERRADOS
AURICULADOS
SUPERFICIE RUGOSA RUGOSA RUGOSA RUGOSA
COLOR BLANCO GRI-  BLANCO GRI- BLANCO GRISACEO BLANCO GRISACEQ
SACEQ SACEQ DESPUES BLANCO

MORENO

{a} EN LOS MEDIOS MOSTO DE UVA GELOSADO Y AGUAMIEL GELOSADQ LAS CARACTERISTICAS SOM
IGUALES EXCEPTQ QUE EN AGUAMIEL GELOSADO LOS BORDLS SON FINAMEHTE ASERRADOS.

{b) EN LOS MEDIOS MOSTO DE UVA GELATINADO Y AGUAMIEL GELATINADD LAS CARACTERISTICAS SON

MOSTQ BE CERVEZA
GELOSADO {a)

MOSTO DE CERVEZA
GELATINADO (b)

CIRCULAR PERIFERICA
SE FORMAN LOBULOS
ANCHOS Y POCO PRO-
FUNDOS

RUGOSA

LEVEMENTE CONVEXA
FINAMENTE ONDULADOS
BLANCO GRISACEO

OPACAS
SIN BRILLO

[GUALES.
CONTINUACION TABLA 5.2 COLONIAS GIGANTES
MEDIOS AGAR AGAR
CARACTERISTICAS ~ GORODKOWA SABQURAUD
FORMA CIRCULAR CIRCULAR Y EN
OCASIONES RI-
ZADA
SUPERFICIE LISA RUGOSA
ELEVACION LEVEMENTE PLANA
CONVEXA
BORDES ENTEROS FINAMENTE DEN-
TADOS
COLOR BLANCQ GRL BLANCO GRISA-
SACEQ CEO
CARACTERISTICAS
OPTICAS OPACAS OPACAS
BRILLO MEDIANO SIN BRILLO
DIAMETRO 20 mm 21 mm

20 mm

CIRCULAR{RIZADA £
IRREGULAR ;SECAS

LEVEMENTE RUGOSA

CONVEXA;PULYINADA
Y ALGUNAS UMBILI-
CADA

ONDULADOS Y LOBU-
00S

BLANCO GRISACEO

OPACAS

SIN BRILLO
14 mm

(a) MEDIOS MOSTO DE UVA GELOSADO Y AGUAMIEL GELOSADO: LAS CARACTERISTICAS SON LAS MISMAS
EXCEPTO EL DIAMETRO; PARA MOSTO DE UVA GELOSADO 15 nm DE DIAMETRO; AGUAMIEL GELOSADO

40 mm- DE DIAMETRO.

(b) EN LOS MEDIQS MOSTO DE UYA GELATINADO Y AGUAMIEL GELATINADO LAS CARACTERISTICAS SOM
IGUALES EXCEPTO EL DIAMETRO: SIENDG ESTE PARA MOSTO DE UVA GELATINADO 30 mm DE DIA-

METRO Y AGUAMIEL GELATINADQO 14 mm DE DIAMETRO.
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CONTIHUACION TABLA 5.3

CARACIERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA CEPA Mo, 3 EN DIFERENTES HEDIOS DE CULTIVO 1 10UID0S

HEDIOS DE CULTIVO LIQUIDO
CARACTERISTICAS

HOSTO DE CERVEZA LIQUIDD

MOSTO DE UVA 1.I1QuiDO

AGUAHIEL LIQUIBO

I, HACROSCOPICAS

VELO

ANILLO

SEDIHENTO

ENTURBIAMIENTO

FERHENTACION

1. HICROSCOP ICAS

FORHA DE LAS
CELULAS

AGRUPACION
BROTES
GRANULAC1ONES
PSEUDOHICELIO

20 DIAS SE INICIA LA FORMACION DE PEQUE-
ROS ISLOTES DE VELO LOS CUALES ALCANZAN
SU HAXIMO DESAKROLLO A LGS 30 DIAS; NO
LLEGAN A INTEGRAR UN VELO HUCOSD COMPLE
10,

48 HRS APENAS SE ESBOZA LA FORMACICN DE
UN ANILLO; % DIAS COMPLETA SU DFSARROLLO
FINO, TRANSPARENTE ,COLOR BLANCO GRISACEQ
ABUNDANTE ,COLOR MORENO CLARD, A LOS 30
DIAS ALCANZA SU MAXIMO DESARROLLO

EL MEOIO SE ENTURBIA LIGERAMENTE DESPUES
SE ACENTUA EL FENOMENO CONSERVANDOSE ASI

MUY DEBIL Y APENAS NOTABLE CONTINUANDOSE
SOLAHENTE POR 2 HORAS,

ESFERICAS ALARGADAS ; OVALES; ALGUNAS ELIP
TICAS

AISLADAS; CADENAS CORTAS
LA MAYORIA PRESENTA DE 1 A 2 BROTES
St GRANULACIONES

20 DIAS SE INICIA LA FORMACION D PEQUE
A0S ISLOTES DE VELO LOS CUALES ALCANZAW
SU MAXIMO DESARROLLO A 10S 30 DIAS Y HO
SE LLEGA A INTEGRAR UN VELO HUCOSO COH-
PLETO.

10 DIAS SE ESBOZA SU FORMACION COMPLETAH
DO SU DESARROLLO A LOS 4 DIAS;TIND TRANS
PARENTE Y COLOR DLANCO GRISACED -

ABUNDANTE ,COLOR HORENO CLARG ALCAMZA SU
DESARROLLO A LOS 30 DIAS

EL MEDIO SE ENTURBFA LIGERAMENTE DESPULS
SE ACENTUA CONSERVANDOSE AS!

EN LDS PRIMEROS DIAS MUY DEBIL CONT IHUAN
DOSE POR 3 DIAS -

OVALES,ELIPTICAS ,ESFERICAS

AISLADAS, MUY POCAS FORMANDO GRUPOS
LA RAYORIA PRESENTA DE | A 3 BROTES
SIN GRANULACIONES

60 DIAS SE FORMAN HUY CONTADOS IS
LOTES DE VELO PEQUERISIMOS APENAS
VISIBLES A SIHPLE VISTA. COLOR MO~
RENO GRISACEO QUE PRONTO DESAPARECE

PRIMEROS DIAS SE INICIA LA FORMACION
COMPLETAHDOSE A LOS 30 DIAS.FINO; -
TRANSPARENTE ,COLOR BLANCO GRISACEQ

ABUNDANTE ,COLOR NHORENO CLARD ALCANZA
SU DESARROLLO A LOS 30 DIAS

EL MEDIO SE ENTURBIA LIGERAMENTE DES
PUES SE ACENTUA EL FENOMENO CONSER-
VANDOSE AS| ~

SE INICIA EN LOS 10 DIAS HUY DEBIL
CONT INUANDOSE POR 3 DIAS CONSECUTIVOS

OVALES ,ELIPTICAS,POCAS ESFERICAS
ALGUNAS DE FORMA ALARGADA

AISLADAS, MUY POCAS FORMANDG GRUPOS
LA MAYORIA PRESENTA DE | A 3 BROTES
SIN GRANULACIONES

6¢l
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CONT INUACION TABLA 5.4 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA CEPA No. h EN DIFERENTES HEDIOS DE CULTIVD LiQuipos

MOSTO OE CULTIVO LIQUIbUS

CARACTERISTICAS

MOST0 DE CERVEZA LIQUIDO

MOSTO DE UVA LIQUIbO

AGUAMIEL LIQUIDD

HACROSCOP ICAS

VELO

ARILLO

SEDIMENTO

ENTURBJAMIENTO
FERMENTAC 0N
MICROSCOPICAS

FORMA DE LAS
CELULAS

AGRUPAC |ON
BROTES

GRANULAC | ONES

PSEUDOMICELID

48 HRS VELO MUCOS0;3 BIAS VELO MYCODER
HICO TIPICO MUY PLEGADO,SECO,0PACO Y DE
COLOR BLANCO GRISACEO

TERCER DIA SE INICIA SU FORMACION,ASPEC
TO SECO SiN BRILLO,COLOR BLANCO GRISACED

SE EMPILZA A FORMAR AL SEPTIHO DIA A EX-
PENSAS DE FRAGHMENTO DE VELO

0 HAY
HO HAY

OVO 1 DES, REDOMDAS Y ALGUNAS ALARGADAS

AISLADAS DESPUES EN CADENAS O RACINOS
LA MAYORIA GEMANDO

SE OBSERVAN ZONAS MAS CLARAS QUE EL
CITOPLASHA

GRAN TENDENCIA A SU FORMACION

PRIMEROS DIAS SE INICIA SU FORMACIOH COM
PLETANDOSE AL TERCER DIA;COLOR BLANCO GRJ
SACED -

PRIMEROS DIAS IMICIA SU FORMACION COMPLE-
TANDO SU DESARROLLO AL TERCER DIA

SE EMPIEZA A FORMAR AL QUINTO DIA A EXPEN
SAS DE FRAGMENTO DE VELO -

MEDIQ, LIGERAHENTE TURBIC
NO HAY

OVOIDES ,ELIPTICAS Y ALGUNAS ALARGADAS

CADENAS 0 RACIHOS

MULTILATERALES CON GRAN CANTIDAD DE CELU
LAS GEMANDO

ALGUNAS GRANULACIONES

SE OBSERVA FORHAC|ON DE PSEUDOMICELIO

4 DIAS VELO MUCOSO

SE EMPIEZA A FORMAR AL SEP-
TIHO DIA

SE EMPIE2A A FORHAR AL SEP-
TIMD DIA A EXPENSAS DE FRAG-
HENTO DE VELO

NO HAY
NO HAY

OVOIDES ,ELIPTICAS Y ALGUNAS
ALARGADAS

AISLADAS ,LADENAS Y RACINOS

HULTILATERALES CON GRAN CAN-
TIDAD DE CELULAS GEMANDO

ALGUNAS GRANULACIONES

SE FORMA DESPUES DE LOS 30
DIAS

[4 1%



CONTINUACION

TABLA 5.4

CULTIVOS EN ESTRIA

43

MEDIOS
CARACTERISTICAS

AGAR

GORODKOWA (a)

FORMA
BORDES
SUPERFIC!E
COLOR

EQUINULADA

DENTADOS
RUGOSA

BLANCO GRISACEOQ

CONTINUACION TABLN 5.4

COLONIAS GIGANTES

{a) EMPLEANDO LOS DISTINTOS MEDICS SOLIDOS; AGAR SABOURAUD; MOSTO DE CERVEZA GELOSADO; MOSTO
DE UVA GELOSADO; AGUAMIEL GELOSADO; MOSTO DE CERVEZA GELATINADO; MOSTO DE UVA GELATINADO
Y AGUAMIEL GELATINADO LAS CARACTER{STICAS SON IGUALES,

ED10S AGAR AGAR MOSTO DE CERVEZA MOSTO DE CERVEZA
;’Mcremsnms GORODKOWA SABOURAUD GELOSADO (a) GELATINADO (b)
ForMA CIRCULAR CIRCULAR CIRCULAR CIRCULAR
JUPERFICIE RUGOSA RUGOSA RUGOSA PULVINADA RUGOSA
ELEVACION UMBONADA - CONVEXA CONVEXA CONVEXA

JORDES IRREGULARES I RREGULARES REGULARES IRREGULARES
oLoR MORENO CAFE AMARILLENTO BLANCO GRISACEO BLANCO GRISACEQ
EARACTER STICAS '

PTICAS OPACAS OPACAS OPACAS OPACAS

RILLO INTENSO MEDIANO SIN BRILLO SIN BRILLO
1AMETRO 15 mm 17 mm 20 mm 15 mm

s T

MAS.

(a) EN LOS MEDIOS MOSTO DE UVA GELOSADO Y AGUAMIEL GELOSADO LAS CARACTERISTICAS SON LAS MIS-

(b) EN LOS MEDIOS MOSTO DE UV GELATINADO Y AGUAMIEL GELATINADO LAS CARACTERISTICAS SON IGUA

LES.



TABLA 5.5 RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LAS PRUEBAS DE
ASIMILACION DE FUENTES DE CARBONO.

FUENTE DE CEPA CEPA CEPA CEPA
CARBONO No.1 No.2 No.3 No.4
GLUCOSA (+) (+) (+) (+)
SACAROSA (+} (-) (-) (+) (-)
LACTOSA (=) (=) (-) (-)
D-GALACTOSA (+) (-) (-) (-)
MALTOSA (+) () (-) (+) (-)
RAFINOSA (+) (-) (-) (-) (-)
D-XILOSA (~) (+). (-) (+) (+) (-
L-ARABINOSA (-) (-) (+) ()
INULINA (-) {-) (-) (-)
LEVULOSA (+) (-) (+) (-)
MANOSA (+) (-) {+) {-)
DEXTROSA (+) (-) (+) (-)
ALMIDON (+) () (-) (+) ()
MELEZITOSA (+) (-) (-) (+) (-)

144
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TABLA 5,6  RESULTADOS EXPLRIMENTALES DE LAS PRUEBAS
DE FERMENTACION DE FUENTES DE CARBCNO.

CH S B
GLUCOSA (+) (+) () (+) (+) (-)
SACAROSA (+) (- (~) (+) (-) (-)
LACTOSA (-) {-) (-) (-)
D-GALACTOSA (+) () (-) (+) (-)
MALTOSA (+) (-) (-) (-) {-)
RAF INOSA (+) (-) (-) (-)
D-XILOSA (+) (=) (=) (+)  (-) (~)
L-ARABINOSA (-) (-) (+) (-)
INULINA (+) {-) (-) (-)
LEVULOSA (+) (~) ) (-)
MANOSA (+) (-) (+) (-)
DEXTROSA (-) (-) (+) (-)
ALMIDON (+) (-) (-) (-)
MELEZITOSA (+) (-) (-) (=) (-)
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TABLA 5.7  RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LAS PRUEBAS
DE ASTMILACION DE FUENTELS DE NITROGEND,

FUENTE DE CEPA CEPA CEPA CEPA
NITROGENO No.l No.2 No.3 No.d
Nitrato de Potasio (-) (-) (-) (-)
Sulfato de Amonio (+) (+) (+) (+)
Asparagina (+) (+) (+) (+)
Urea (-) (-) (+) (-)
Peptona (+) (+) (+) {+)

TABLA 5.8  RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LAS PRUEBAS DE
REQUERIMIENTOS VITAMINICOS.

T

Crecimiento sin Vitaminas (+) (=) [ (+) (=) () (2) j(+) (-)
Crecimiento sin Inositol (+) (=) [ (+) (-) (+) +) ()
Crecimiento sin Pantotenato (+) () =) | (+) (=) ) (=)
Crecimiento sin Biotina (+) (=) | (F) (=) | (#) (+) (-)
Crecimiento sin Tiamina (+) (=) | (+) (=) (-) (+) (-)
Crecimiento sin Piridoxina (+) (=) | ) () {+) {+)

Crecimiento sin Niacina (+) (=) | (+) () (+) (+) ()
Crecimiento sin Acido Folico (). (=) | ) () (+) (+) (-)
Crecimiento sin Paba () (=) [ () (+) (+) (+) ()




TABLA 5.9 RESULTADOS EXPERIMENTALES DE OTRAS PRUEBAS
MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS.

CEPA CEPA CEPA CEPA

PRUEBA No.1 No.2 0.3 No.4
]

Crecimiento con D-Glucosa (-) (-) ) =) (-)
al 50%
Crecimiento con D-Glucosa
al 60% (-) (-) (+) (<) ] (=)
Crecimiento a 37°C (+) (=) | (+) ()| (+) (+) ()
Colonias Rosas (-) {-) (=) {-)
Células con Brotes (+) (+) {+) (+)
Células Esféricas
Ovales y Cilindricas (+) (+) (+) (+)
Células de Otras Formas (-) (-) (-) {-)
Filamentos (+) (=) [ (+) (=) (+) (+) (<)
Hifas Septadas (-) (-) (-) (-)
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TABLA 5.10

NOMBRE DE LAS ESPECIES DE LEVADURAS
IDENTIFICADAS A TRAVES DE LAS PRUEBAS
MORFOLOGICAS Y FISIOLCGICAS.

148

NUMERO DE LA
CEPA

NOMBRE DE LA ESPECIE

CEPA No. 1
CEPA No. 2
CEPA No. 3
CEPA No. 4

Saccharomyces cerevisiae

Pichia membranaefaciens

Candida parapsilosis

Candida valida




TARLA 5.1 RESULIADOS EXPLRIMINTALEY DE LA VELOCIDAD ESPECIFIC? DL CRECIMIENTO ¥ EL CONSUMO DE AZUCARES
A DIFERENTLS CCUCENTRACIONES BE FHEKTC PE CARNOMO (GLUCOSA} PAPA: Sacchiromyces cercvlsise
1) 2t 2,48 51 15 n 12.5 15% 1.6 0
Glucosa 4t Glucose U flucoss A Glucosa A Glucosa M- Glucosa A Glucose Lo Glucon G- Glucosa Y- Glucosa -
] e B (T I L T B T L B I o S T T R o Ce oL WY TSI
b ni 0.220” 0.2 0.170 5.1 0.13% 4.2 0,062 n.,o 0,059 4.8 0.040 120.0 t.022 1.8 0.0% 1745 0.032 190.8  0.0u
6 1.2 0,216 16,3 0,174 0.2 8,430 1.0, 0.0% 69.4 0.057 5,0 0,03 LIFN) DRG] 1389 0.020 1719 0.026 1.0 0.020
k] 1.8 o9 15.9 0,166 4.0 0,098 ns 0.056 61.5 0,042 83,0 0,002 He.5 0,01 127.% 0.019 1690 oo .0 0.0
12 1.8 0.2 2.4 0,067 [ 0,041 18.0 0,0% 46.0 0.044 82.0 0,036 1.5 0.014 1240 0.017 164.0 0.020 159.0  0.017
15 3.2 0,102 1.8 0.070 1 2.034 1m0 0,026 2.0 0,045 0.0 0.038 nz.u 003 yr00 0.018 163.0 0,018 6.0 0.0
13 1.8 0.083 1.9 0.063 It 0,029 1.0 0,022 8.0 0.038 82.0 0.015 107.0 ¢ 118.0 0.018 160.0  0.014 MO0 0.01)
] . . . . . . 0.0 0.020 1.0 0.032 68,5 0,030 8.2 0.010 1M4.5 0.012 1240 0.013 1%.0  0.012
29 . - . . . - 2.0 Q0,018 5.0 0.030 51.0 0,022 8.5 0.009 §3.2 0.0 95.5 o.on 118.0 0.011
2 . . . . . - . . 1.4 0.020 33.0 0.010 53.0 0.0u8 46,0 0.010 7.0 0.0l0 7.0 0.0
0 . . - . . - . - 0.0 0.018 12.5 0.008 17.6 0.000 12,5 0000 53.0 0,009 2.2 0.007
n . . . . B . - . - - 3.5 0.0 3.6 0006 240 .00 8.5 0.008 M.p 0.008
16 - - - - - - . - - - 1.2 0.0 - - 0.0 0.004 3.0 0,008 7.0 0.006
9 . . . . . . . - - - 1.2 0.002 . . - 2.5 0.007 - .
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TABLA 5,32 RESULTADOS [XPERINENTALES Dt LA YELOCIDAD ESPERIFICA DE CRECIMIENTO ¥ EL CONSUMO DE AZUCARES
A DIFEACNTES CONCENTRACIONES DE FUENTE DE CARBONG (GLUCOSA) PARA: Pichia mambranaefaciens
1 1 2.5% 5 1.5% 103 15% 1.8 0%

Glucosa A flycon - flucon A Glucoss A~ Glucosa A Glucoss s Glucosa A~ Hucoss A~ Glucosa ﬂ:‘]

) (e gmiel) 6T) (el sT) e s gmimt) e mm) s ) (T ) (el (el ()
b 9.2 0,145 a4 0975 0.8 0070 %0 0.08 . . 5.0 0,008 1200 0.0 558 0.0M 187.0 0.0
] 8.0 0.163% 19.8 0Ian 12.0 0,116 28.0 0.072 56.4 0.074 61,2 0.062 116.0 0.066 138.8 0.01 mao 0.084
9 14 0.13% 174 0.166 2.5 0.090 20.0 0.067 50.0 0.070 kI N) 0.105 83.7 0,010 122.0 0.084 128.0 0.048
12 2.0 0.130 1.0 0.116 t.2 0.0714 n.o 0.057 .2 0.069 2.0 0.064 86.5 0.072 103.0 0.015 115.0 0.058
15 6.0 0.132 1.0 a2 1.2 0.063 1.0 0.05t 21.5 0.068 4.0 0.054 5t.0 0.064 90.0 0.0M - 102.0 0.048
18 54 0.120 9.0 .10 1.2 0.045 2.0 0.046 25.0 0.068 16.0 0.052 39.0 0.0 §7.0 0.010 90.0 0,041
2t 40 0.108 6.0 0n.0M - - 1.2 0,040 13,0 0.05% n.2 0,048 30,0 0,054 5.0 0.061 80.0 0.037
2 0.06 0.042 6.0 0,082 . - 0.0 6,01 12,0 0,055 5.0 0,037 18,0 0.047 19.0 0,069 no 0.0
Hi 0.05 0,024 L0 004 - - 0.0 001 40 0,044 45 0,020 1.0 0,008 25.0 0.0 60.0 0,025
hl] 008 0,022 L6 0,062 - - - - 13 0.026 - - 6.0 0.0 1.2 0.030 54,8 0.0
N 0,08 .02 L6 0.05% - - - . - - . . 6.0 0.00 .6 0,028 50.0  0.02
% . - - - - - . - . . - st L2 0.0 - -
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TABLA 5.1 RESHLIADDS LXPLRMEIALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA E CRECIMIENTO ¥ LL CONSUNG BE AZYLARES
A DIFERENITS COMCENTRARIONES BE FUVNIE DL (ARBGNO (GLUCUSA) PARA: Candida parapuilos)s

1. 10 BT S T T TS 15.0 17.6 0.0
Glucuss U- Glucose U Glueaga A- Glnony U- Blucasa flucoss i tlucass I Glucose w Glutnsa AL filucosa pIs
a0 et o ramt et iel) sy ) e mpell Y gy sy bl s my ) gy (s
3 - 1ty o LY O 0w »Ha 0,047 . . . . . . . - . . . .

. - . ISR Y 17,5 )UK 1. 1.085 - . . . . . - . - . - -
] - - Loeen 2.0 008 . .05 [N LY . - HWed o 0.0 . - - . . -
. . LE o nan W R noo L 150 0.5 W0e 0048 Mmoo oun . BOO - 0.0% 485G 001
5] 9.4 0,152 1.8 000 6.0 BICCR 0.0 0.046 52,5 0,044 a4 0.0’ 8.0 0,00 - - 10.0 0.0l veo o 0.0m
1 [ BERY) 13 o v o 10 0.049 9.0 9.8 s 0.027 #.0 Ol - - .0 0.0 155.0 0,02
N 1.3 000 . I 0,16 5.0 0.022 7.0 0.012 50.0 0.0 6.0 0.0 1420 0.082 o n.n23 140.0 w072
N e nawl - a0 9.0 0.024 6.0 0.0 5.0 w0 620 n.cp W0 004 w0 0.0 m.e .0t
H 1.8 0.0n - - 1.7 00 1y 0.0 13.0 1.042 »no 0.0%% VIO 0002 1.y 4, 04% .o 0.006 129.5 7014
W0 9 I R ) . . 17 At (KB R 00 0N %0 00n 9.0 0,00 8.0 0630 wro o 0014 125.0  0.016
N [ RS - . 1., 0.0 5 0.0m M0 0.030 25 0.02 00 0002 e 0.0 3.0 005 nso 0,07
n - - . - 1.5 0.000 p] 0.01¢ 5.0 0,031 21,0 7.020 5.0 9.600 53.0 0.029 10.0 0.0 125.0 001
it . . . . . . 45 0.0 6.0 0022 A0 oy 0.8 oo 500 oon 8.0 0.002 9.0 0.0
i) . . . . R . . . 6.0  0.002 a0 0.01% 5.5 ooy 4.0 00n we o 0.0h 0.0 0.0
“ . - . . . . . . . A0 oo no  oag B0 0.0 N 0012 83.0  0.008
3 . - . . . . . . . . . . 6.0 o.qea -0 002 6.0 0.0 1.0 0.0
63 - - . . . . . . - . . . 50 0.006 2.3 2005 0.0 0.01) 5.0 0.00
15 . . . . . A . . . . N . . . 25 001 0.0 0.008 5.0  0.005
m . - - . - . . . . . . R R A 2.5 0.0i0 w0 0,006 5.0 0.605

- - 0.0 0.007 %6.0 0004

205 - C. - . - . . - - . - - - -
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TABLA

5.

14 RESHLIADOS EXPERIMENIALLS DE LA VELOCIDAD LSPECIFICA DE CRECIMIENTO Y LL CONSUHD OE AZUCARES
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FUENTE DT CARNONO (GLUCOSA) PARA: Candida_vaiida ‘

15
2
a
3
45
31
8)
63
75
L
K
%
m
nr
151
163
91
"7
193

al

53

Sluzosa

L frarm)

(DX
24
2.0
1.0
2.4

18

8

43
.
sy

0,163
0.162
0.067
0.057
2,053
0.048

XN

filucosa
(m/m1)

A

(ns")

o

0.122
0.04
0,923
0.028
0.026

Glucoss

{mq/ml1)
15.0
1.0
10.0
6.0
4.0
.0
0.5
2.5
0.5

e

!

w0

0.169
0.165
LA
0.160
0.049
0.04¢2
n.087
0.028

)

fitucosa
{mq/n1)

- 3;?)‘ -

2.0
1.0
2.0
LXU
2.5
1.0
1.0

5t 1.5t 101 12.5 158 s 208
S Glucosa U Glucons L Glucosa  AM Glucosa A Glucesa A Glucosa A
10 S A e T L R R T L I ]
0,161 6.0  0.110 820 0060 180 0087 1300 0N ws.0o 0.089 181,0 0,044
0.158 5.0 0,080 0.0 0.064 1000 0,079 1220  0.066 1.0 0.092 175.0 0.049
0,120 520 0.105 %.0 0,08 8,0 0.075 NS0 0056 167.0 0,090 185.0 0,040
.00 0.0 0,080 6.0 0,050 8.0 0.072 1000 0,01 1630 0.086 164.0 0.034
0,049 5.0 0.068 63.0 0.082 70.0 0,068 95.0  0.038 W0 0.082 151.0 0,008
0.082 no o 0058 55.0  0.02) 65.0  0.063 80.0  0.031 1%6.5 0,078 146.0 0,040
0,03 0.0 0.082 6.0 0.016 500 0.050 Mmoo .02 126.0 0,068 140.0 0.09
0.074 uo 002 0.0 o.01 6.5 0,045 6.0 0,022 9.0 0,063 1.0 0.024
. 9.4 0.0 8.0 0.01 00 0.0 5.0 0,001 02.5  0.058 127.0 0.010
- a6 0047 00 009 35,0 0,040 55.0 0,018 9.0 0.048 120.0 0,021
. 8.6 0.016 A0 0.00 5.0 0.029 50,0 0,016 %0 0.048 15.0 0,022
- 8.6 0005 1.0 0.006 2,0 0,085 5.0 0,03 9.0 0,050 110.0 0.022
- - . 1.0 0,004 o 0.08 w0 o0 8.0 0.04 108.0 0.019
. - . . . 40 0.005 6.0 000 5.0 0,040 100.0 0.019
. . . . . 0, 0.01 2.0 0010 6.0 0,024 98.0 0.004
. . . . . . . 2.0 o0l 5.0 0,00 86.0 0,016
. . . . . . . 0.0 0.009 0.0 0.0 18.0 0.013
. . . . . . . 0.0 0,009 6.0 0.016 7.8 0.012
. . . . . . . 19.0 0,008 @0 006 85.0 0.011
. . . . . . . 19.0 0,008 6.0 0013 55.0 0,01
. . . - - . - 3.0 0,008 N0 0,008 53.0 0.010
. . . B . . . 19.0 0,008 0.0 0,007 51,0 0.010
. . . . . . - - - 0.0 0,004 50.0 0,010
. . . . . . . - . . . 0.0 0,009
. . . . . .. . . . . 0.0 0009
- - . . 9.0 0,008
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TABLA

5.15 RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENIO Y EL CONSUMO DE AZUCARES
A DIFERENTES CONCENTRACIONLS Dt FUENTE DE NITRUGENO PARA:

Pichia memhranaefaciens

TIEMPO * 0,125% 0.25% 0,375% 0.50% 0.625% 0.75% 0.875% 1.0%
(hs) Glucosa A+ Glucosa A~  Glucosa A~ Glucosa A&~ Glucosa A~ Glucosa Ak Glucosa A Glucosa U
tmg/m) (hs™)  (mg/m) (hs”T) (mgrmt) (hs™) ng/ml) (bl (mgrm) (') (mormd) (hs”) (wgrml) (bs”) (ma/mt) (hs™)
3 78,0 0.220 80.0 0.132 83.0 0.100 83.0 0.132
6 75.0 0.189 62,0 0,122 73.0  0.154 77.0 0.063 85,0 0,138 80.0 0.129 82,0 013 86.0 0.092
9 73.0 0.154 40,0 0.099 55.0 0,162 55.0 0.06} 80.0 0.132 55.0 0.121 73.0 0,099 77.0 0.077
12 71.0 0.8 30.0 0.084 35.0 0,154 34.0 0.047 77.0  0.135 33.0 0.104 65.0 0.099 37.0 0,082
15 30.0 0.144 21.0 0.073 20,0 0,152 18,0 0,037 15.0 0.087 10.0 0.074 10,0 0,085 12,0 0,047
18 10,0 0,106 11.0  0.066 10.0  0.144 11,0 0.03 9.0 0,075 7.0 0,075 9.0 0.074 10,0 0.043
21 8.0 0.089 7.0 0,059 6.0 0,124 5.0 0.027 4.0 0,067 7.0 0.059 6.0 0.064 9.0 0.038
24 4.0 0.077 4,0 0,05 5.0 0.m 5.0 0.024 4,0 0,061 7.0 0,046 4.0 0.056 8.0 0.037
36 1.0 0.049 4.0 0.037 4.0 0.101 4.0 0.021 4.0 0,044 7.0 0.042 3.0 0,037 6,0 0.029
39 1.0 0.045 4.0 0,035 3.0 0,068 3.0 0.015 4.0 0,044 7.0 0.0 3.0 0.034 5.0 0.028
42 1.0 0.042 1.0 0,033 3.0 0,06 2.0 0.015 4,0 0.04 3.0 0.032 5.0 0.026
45 1.0 0.014 5.0 0,022
(NH4)2504

LSt



TABLA 5,16  RESULTADOS LXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y EL CONSUMO DE AZUCARES
A DIFERENTLS CONCENTRACSONES DE FUEHTE DE NITROGEWO PARA: Saccharomyces cerevisise
TIEMPO * 01252 0.25% 0.3751 0.50% 0.625% 5% 0.875% 1,08
(hs}  fGilucosa A Glucosa A~ Glucosa A Glucosa A~ Glucosa A~ Glucosa A Glucosa A Glucosa  N—
{mg/m1) (hs']) {mg/m) lhs") (mg/ml ) (hs']) {mg/m}) (hs']) {mg/m1) (hs'l) (mg/ml) (hs'l) {mg/m} ) (hs'l) (mg/m1) (hs")
3 85.0 0.134 §8.0 0,184 87.0 0,095 87.0 0.10) 86.0 0.092 81.0 0,080 88.0 0,009
6 80.0 0.140 75.0 0,167 85,0  0.089 88.0 0,098 8.0 0.100 63.0 0.085 77.0 0,082 80.0 0,064
9 74.0 0,138 72.0 0.166 82.0 0,090 82.0 0.102 70.0 0.104 1.0 0,083 75,0 0,080 7.0 0,063
12 v 73.0 0.3 62.0 0,158 77.0 0,088 7.0 0,494 60.0 0.099 55,0 0.074 544 0,061 39.0 0,058
15 70.0 0,129 56.0 0.146 75.0 0,080 75.0 0,089 50,0 0.089 10,0 0.054 52.0 0,018 12.0 0,046
18 68.0 0,124 50.0 0.132 72.0 0,084 58,0  0.077 42.0 0,068 8,0 0,0% 43,0 0,040 10.0 0.040
2 65.0 0,130 43,0 0,128 70,0 0,078 12,0 0,026 28,0 0.070 6.0 0.05 32.0 0.036 8.0 0,035
24 62.0 0.114 35.0 0.112 25,0  0.043 10.0  0.024 24,0 0.061 6.0 U0.048 26,0 0,032 6.0 0,033
36 12,0 0.055 8.0 0,056 10,0 0,029 10.0 0.020 IO.Q 0.047 2,5 0.0 10,0 0,030 6.0 0.031
39 10.0 0,050 5.0 0,043 8.0 0,028 10.0 0,016 6,0 0.044 2.5 0,03 8.0 0.0
42 7.0 0.042 5.0 0,038 8.0 0,026 6.0 0,041 2,5 0.013 4.0 0.0
45 4,0 0,018
+* -—
(N|l4)2504 7
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TABLA 5,17 RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y EL CONSUMO DE AZUCARES
A DIFERENIES CONCENTRACIONES DE FUENTE DE NITROGEND PARA: Candida parapsilosis

TIEMPO *0,125% 0,025% 0,375% 0.050% 0,625% 0.751 0,875% 1.0%
(hs) Glucosa AL Glucosa M- Glucosa A Glucosa A~ Glucosa A Glucosa A+ Glucosa U~ Glucosa A
(g/m) sy (marmt) ths™)) tmsmt) (hs”') (mg/mt) (') (ma/m) (hs7) mg/mt) (hs7) (my/m1) (hs7T) (mormt) (hs7T)

3 70,0 0.2 72,0 0,216 7.0 0.198 73.0 0.074 75.0 0,089 7.0 0,060 75.0 0,046 67.0 0.065
6 50.0 0.226 55.0 0,206 72,0 0,202 50,0 0.052 67.0 0.082 61.0 0,055 50,0 0.042 6.0 0.051

36.0 0.185 40.0 0121 52,0 0.176 4.0 0.041 57.0 0,073 38.0 0,049 3B.0 0.02 2.0 0,034
12 8.0 0.148 2.0 0112 27,0 0.123 30.0 0.037 40.0 0.046 27.0  0.032 29.0 0.016 26.0 0,026
24 20,0 0.115 30.0 0.118 20,0 0.109 23.0 0,027 38.0 0.052 20.0 0,030 21.0 v.015 20.0 0,020
27 10,0 0.070 24.0 0.088 4.0 0.055 6.0 0,012 200 0,03 3.0 0.006 9.6 0.059 6.0 0.02
30 6.0 0.060 0.0 0,039 2.5 0.05) 4.0 0,008 3.0 0,022 0.0 0,004 3.0 0.005 3.0 0.010
EX] 8.0 0.035 2.5 0,050 4,0  0.008 0.0 0,015

* (rm4)2504

091



TABLA 5.18  RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDI\D ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y EL CONSUMO DE AZUCARES
A DIFERENTES CONCERTRACIUNES DE FUENTE UE NITROGENO PARA: Candida valida
TIEMPO *0,125% 0.25% 0.375% 0.50% 0.625% 0.75% 0.875% 1.0%
{hs} Glucosa A~ Glucosa A~ Glucosa M~ Glucosa A Glucosa A~ Glucosa A+ Glucosa A~ Glucosa A~
(ng/m) (b} (ma/ml) ths™T) (mg/md) (hs”') (mo/ml) (hs”') (my/ml) (hs!) (ma/mt) sy (nosmi) (hsT) (ngsm) (hs™!)
k] 80.0 0,162 83,0 0,052
6 72.0 0,158 85,0 0.137 78.0 0.056 85.0 0,052 85.0 0.082 83,0 0,068 61.5 0,031 86.0 0.0¢6
9 67.0 0,144 76,0 0.1312 73.0  0.047 82.0 0,046 81.0 0.081 80,0 0.070 81.0 0,030 73,0 0,024
12 62.0 0.142 70,0 0.098 6Y.0 0,0a0 78.0 0,043 76.0 U.0/4 78,0 0,066 68.0 0,022 61.0 0.020
24 52,0 0,116 53,0 0,062 55,0 0.024 73.0 0,04 70,0 0,066 70.0  0.U59 66.0 0,019 55,0 0,023
27 49,0 0.103 50,0 0,060 51.0 0.024 69.0 0.08) 54,0 0,036 60.0 0,041 62,0 0.M7 46.0 0,019
30 46,0 0.108 43.0 0,049 50.0 0.02] 65.0 0,032 48.0 0,026 57.0 0.037 60.0 0,014 46.0 0,016
33 45.0 0,110 43.0 0,047 45.0 0.022 64.0 0,038 47.0 0,025 53.0 0,032 47.0 0.01} 42,0 0.017
36 43.0 0.104 38,0 0.03 45,0 0,022 56,0 0,032 43.0 0,024 51.0 0.03) 45,0 0,010 30.0 0,010
48 40.0 0,084 35,0 0.034 37,0 0.016 55.0 0.00) 38.0° 0.028 50.0 0.028 42.0 0.013 27.0 0,008
51 3.0 0,072 28,0 0,036 37.0 0.016 45.0 0,023 3.0 0,018 38,0 0,023 39.0 0.0 22.0 0.008
64 32,0 0,064 27,0 0,033 34,0 0,015 43,0 0,021 33,0 0.017 35.0 0.022 2.0 0.009 21.0 0.007
57 31,0 0.061 25,0 0,022 2.0 0.014 40.0 0.02 31.0 0,016 2.0 0,024 31.0 0,008 19.0 0.006
60 25,0 0,035 25,0 0.02¢2 30,0 0.014 37.0 0,020 29,0 0,015 31.0 0.023 30.0 0,008 17.0  0.005
2 23.0 0,040 25,0 0,020 29.0 0.0 32.0 o0.n8 27.0 0,015 26,0 0,021 20,0 0,007 16.0 0.005
75 20,0 0.035 23,0 0,020 27.0 0,011 27.0 0.017 26.5 0.012 25,0 0,017 27.0 0,006 13.0 0,005
78 19,0 0,034 21,0  0.017 23,0 0,01 26.0 0,016 25,5 0,009 2,5 0,015 25.0 0,007 9.0 0.004
8l 17.0 0,029 20,0 0,015 22,0 0.010 26.0 0,016 25,5 0,008 19.0 0,015 22,5 0,006 8.0 0.004
84 17.0 0,027 20,0 0,014 23,0 0.0n 26.0 0,015 17.0 0,013 20,0 0,005 8.0 0,003
144 ’ 20,0 0,005 8.0 0.002
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TABLA  5.19  RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y EL CONSUMO DE AZUCARES
A DIFERENTES CONCENIRACIONES DE FUENIE DE FOSFORD PARA:  Pichia membranaéfacians

TIENPO *0.05% 0.10% 0.15% 0.20% 0.25% 0.30% 0.35% 0.40%
(hs) Glucosa I~ Glucosa A~  Glucosa A~  Glucosa A~ Glucosa A~ Glucosa A Glucosa M- Glucosa i~
tog/mi) sy tng/mi) (hs!y (mo/m1) ths”') tmarmty (hs”') (mom) (hs™) (mosm1) hs”') (mrml) (hsTT) (mg/m1) (hs™!)

3 84,0 0,340 80.0 0.220 86.0 0.185 8.0 010 80,0 0.199 8.0 0.110 88.0 0,066 86.5 0.062
6 66.0 0.314 60.5 0.199 74.0 0,134 79.0 0.2 75.0 0,190 77.0 0.096 70.0 0.063 69.5 0.08
9 50.0 0.239 40,0 0.15) 52,0 0,150 65.0 0,102 76,0 0,185 54,0 0,100 45,0 0,045 43.5 0.060
12 4.0 0.202 26.0 0.124 23.0 0,084 28.0 0.077 37,0 0.29 29.0 0.07v 28.0 0,035 1.0 0,048
15 17,0 0.082 14.0 0.107 34.0 0.066 22.0 0.063 23.0 0.0% 9.0 0.060 14,0 0.025 30,0 0.040
18 14,0 0.069 9.0 0.099 3.25 0,045 17.0  0.056 10,0 0.076 3.25 0.050 6.0 0.000 14.0 0,025
24 14.0  0.052 6.0 0.076 3.25 0.035 10.0  0.045 3.25 0,067 0.0 0.027 3.25 0.021 10.0 0,024
27 14,0  0.046 6.0 0.061 10.0  0.040 3,25 0.050 0.0 0,020 3.25 0.020 3.25 0.005
30
I(HZPO4
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TABLA 5.20 RESULTADOS EXPCRIMENIALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENIO Y EL CONSUMO DE AZUCARES
A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FUENTE DE FOSFORD PARA:  Saccharomyces cerevisiae

TIEMPO * 0,05% 0.10% 0.15% 0.20% 0,25% 0.30% 0.35% 0.40%
(hs) Glucosa A~ Glucosa U Glucosa U Glucosa  f~  Glucosa A~  Glucosa M Glucosa U  Glucosa M-
(mg/m1) (hs"l) {mg/m1} (hs") {mg/m1) lhs']) {mg/m1) (hs']) {mg/ml) (hs-‘) {mg/ml) (hs'] ) (mg/mt) (hs") (mg/m1) (hs'l)

3 88.0 0.349 89.0 0323 820 U.147 8.0 0,203 87.5 0.40 8.0 0.163 8.0 0.02 83,0 0,190
6 76,0 0,10 775 0.215 755 0,042 830 0.170 0.0 0.6  80.0 0.150  75.6 0.103 72,5 0,188
7.0 0.303 72.5 0.6 665 0.142 600 0,156 72,0 0120  75.0 0.40  66.5 0.085 650 0,150
12 48,0 0.202 62.0 0,230 435 0,015 5.0 0.145 555 0,085  60.0 0.10  46.0 0,063 420 0,138
24 4.5 0.213 40.0 0.117 30,0 0.050 56,0 0,15  45.0 0.076  50.0 0,100 40.0 0.U60 40,0 0,125
27 7.0 0.174 3.5 0,118 2,0 0070 5,0 013% 27.0 0048 400 0.075 34,0 0050 380 0,130
30 3.0 0.145 29.5 0.105 25,0 0.063 3.0 0,005 2.0 0.043 36,0 0.070 3.0 0.050 2.0 0.2
33 2.0 0.135 20,0 0,02 2,0 0.060 250 0,06 21,5 0.080 3.0 0,073 285 0.035 250 0,100
36 3,25 0.054 18,0 0,058 6.0 0.017 19,0 0.50 0.0 0,030 26,5 005 240 0,035 180 0,084
48 0.0 0.035 3.2 0.013 3.25 0.015 0.0 0.15 6.0 0020  20.0 0.040 6.0 0,012 0.0 0.03
51
o Ki,PO,
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TABLA 5.21 RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y EL CONSUMO DE AZUCARES
A DIFERENTES COHCENTMC_IONES DL FUENTE DE FOSFORD PARA:  Candida parapsilosis
TIEMPO * 0,05 0.10% 0.15¢ 0,02 0.25% 0.30% 0,35% 0.40%
(hs)  Glucosa A~ Glucosa M- Glucosa M- Glucosa M~  Glucosa A~ Glucoss AN Glucosa M- Glucosa AL
warm) (hs™)  (masml) ths™h) marmty (hs”T) (mazmt) (hs™!) (mosmi) () (mosmt) ths”!) (mo/mi) (hs!) (mo/m) (ns”')
3 77.5 0.248 85,0 0,183 89,0 0.160 a47.5% 0.2 80.0 0.169 86.5 0,140 82,0 o0.123 83.0 0.108
6 58.0 0.23) 70,0 0.164 77.6 0.152 76,8 0.208 77.0 0,165 74.5 0,135 70,0 0.1 65,5 0.096
9 44,0 0.208 57,0 0,156 66.5 0.151 66.8 0.173 67.0 0,161 55.0 0.125 58,0 0,09 52,5  0.09)
21 18.0 0,126 20.0 0,088 350 0.094 0.0 0.125 27.0 0.0 35.5 0.070 23.0 0.019 30.0 0.043
24 12,0 0,100 16.0 0,074 20.6 0.075 23.0 0,105 7.0 0.075 29.0 0,063 18,0 0.044 28.8 0.040
27 9.0 o0.u78 12,8 0.070 14.6 0,U56 15,0 0,094 10,0 0,061 24,4 0,058 11,5 0,040 206 0,037
3 5.0 0,073 7,0 0,060 9.6 0.054 9.0 0.U70 5.7 0.030 16.0  0.053 5.0 0.032 20,0 0.034
33 1.8 0,05 1.5 0,03 0.6 0.030 1.8 0,035 1.8 0,025 12.0 0.044 1.25 0.025 16.0 0,034
* xu2904
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TABLA 5,22 RESULTADOS EXPERINENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DL CRECIMIERTO Y EL CONSUMU DE AZUCARES A
DIFERENTES CONCENTRACIONES OE FUENTE DE FOSFORO PARA;  Candida_valida

TIEMPO * 0.05% 0,10% 0.15% 0.20% 0,25% 0.30% 0,35% 0.40%
(hs) Glucosa Ak Glucosa M- Glucosa A Glucosa M Glucosa A~ Glucosa M Glucosa A Glucoss Al
{mg/m!) (hs'l) {mg/ml) (hs") {mg/mt) (hs']; (mg/m ) (hs'l) tmg/ml ) (hs"} {mg/m) (hs'l) (mg/m1) (hs']) (mg/m) \hs")

8 82.0 0,142

21 79.5 0,142 94.0 0.09% 93,0 0,025

24 74,0 0,128 92.0 0.09%0 93.0 0.049 94,5 0.036 93.0 0,097 90.0 0,024 94,0 0.076

36 67.0 ©0.119 88.0 0.086 90.0 0,050 89.0 0.032 92.0 0.065 88.0 0.094 82,0 0.0% 83.0 0.073

51 64.5 0,110 8.0 0.077 85,0 0.0M 86,0 0,030 86.0 0.064 86,0 0.00 80.0 0.019 75.0 0.067

63 50.0 0,103 73,0 0,069 82,0 0.0 75.0 0.028 75.5 0,053 79.0 0,084 72,0 0.017 68.0 0.050

75 47.5 0.080 67.0 0.064 81,0 0.038 71.0 0.032 76.0 0.048 76.0 0,078 70.5  0.013 67,0 0.060

87 38.5 0.071 63.0 0,049 73.0 0.034 68,0 0,026 73.0 0,044 68,0 0,072 65.0 0.612 64,0 0,052
108 38,5 0,068 68.0 0,050 68.0 0.026 62.0 0.024 65.0 ° 0,040 61.0 0,070 62.5 0.010 63.0 0.053
132 2,5 0.087 55,0 0.040 60.0 0.023 §9.0 0.01Y 60.0 0,038 55.0 0,066 53.0 0,009 §9.0 0.047
154 24,0 0,053 48,0 0,044 50.0 0.019 54.0 0.016 45.0 0.028 53.0 0,064 51.0 0,008 42,0 0.025
176 19.0 0.049 42,5 0.033 48,0 0,017 40.0 0,014 39.0 0.026 45,0 0,052 34,0 0,007 35,0 0.023
201 15.0  0.03% 3.0 0,026 28.0 0.013 32,0 0.013 28.0 0.022 37,0 0.0% 26.0 0,007 25,0 0.002
225 10.0 0,032 29.0 0.012 17.0 0.010 23,0 0.0 21,0 0.020 28.0  0.040 21,0 0,006 18,5 0.011
249 3.0 0.028 23,0 0.0M1 17.0 0,009 15,0 0.010 15.0 0.018 22.0 0,029 15.0  0.006 17.0 0.010
256 22,0 0.0M1 17,0 0.007 15,0 0,010 15.0 0.018 22,0 0,030 15.0 0,006 13.0 0.008

{31
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TABLA 5.23  RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO
Y EL CONSUMO DE AZUCARES A DIFERENTES VELOCIDADES DE AGITACION PARA:
Pichia membranaefaciens

TIEMPO 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 250 rpm
(hs) Glucosa M Glucosa A~ Glucosa A Glucosa M Glucosa A
(mg/ml)  (hs™1) (mg/mi)  (hs™") (mg/m1)  (hs™') (ng/m)  (hs™") ~ (mg/m1) (hs™1)

3 - - - - - - 95.0 | 0,255 - -

6 - - 75.0 10.074 75.0 0.112 89.0 | 0.245 - -
21 - - 40.0 |0.067 45.0 0.109 11.0 | 0.120 80.0 | 0.082
24 - - - - 20.2 0.048 1.25 | 0.109 - -
27 82.0 0.128 28.0 |0.046 4.5 0.066 0.0 | 0.090 61.0 | 0.u74
30 80.0 .27 - - 1.25 | 0,040 0.0 | 0.080 - -
33 - - 15.0 | 0.039 1.25 | o0.028 - - 50.0 | 0.073
36 - - - - - - - - 47.0 | 0.075
45 40.0 0.108 2.0 [0.030 - - - - 30.0 | 0.048
48 - - - - - - - - 10,0 0.026
51 9.0 0.067 1.2 10.027 - - - - 10.0 | 0.024
57 7.2 0.064 0.0 {0.023 - - - - 0.0 | 0.022
69 6.0 0.058 0.0 ]0.019 - - - - - -
72 0.0 0.042 - - - - - . . -
84 0.0 0.033 - - - - - . - .
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TABLA  5.24  RESULTACGS EXPEKIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICE DE CRECIMIENTO
Y EL CONSUMO DE AZUCARES A DIFERENTES VELOCIDADES DE AGITACION PARA:
Saccharomyces cerevisiae

TIEMPO 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 250 rpm
(hs) Glucosa AN Glucosa AL Glucosa S~ Glucosa M- Glucosa M
(mo/ml)  (hs™T) (ng/ml)  (hs™") (ng/m)  (hs™!) (m/ml ) (hs™')  (mg/ml)  (hs™)
3 - - 85.7 0.230 - - 73.0 0.417 - .
6 - - - - 82.0 0.322 68.5 0.401 - -
21 71.0 0.086 50.0 0.173 48.2 0.255 13.0 0.149 - -
24 - - - - 43.5 0.249 9.0 0.126 - -
27 63.7 0.084 30.0 0.118 33.5 0.149 2.0 0.099 70.0 0.105
30 - - - - 22,5 0.160 0.0 0.088 57.5 U.049
33 42.0 0.076 23.2 0.116 17.5 0.148 - - 30.0 U.075
45 7.5 U.030 3.75 0.073 7.5 0.105 - - 27.5 0.065
48 - - - - 3.2 0.081 - - 1.0 0.048
51 2.0 v.026 1.0 0.065 0.0 0.068 - - 1.0 0.01y
54 - - - - - - - - - -
57 0.0 |uv.0a | 0.0 |0.05 - - - - - -
69 0.0 | 0.016 0.0 | 0.049 - - - . - .
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TABLA 43 RESULTADUS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRLCIMIENTO Y EL

CONSUMO DE AZUCARES A DIFERENTES VELOCIDADES DE AGITACIUN PARA: Candida

parapsilosis.
TIEMPO 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 250 rpm
(hs) Glucosa M- Glocosa AL Glucosa AL Glucosa M~ Glucosa M-
(mg/m1) (hs']) (mg/m1) (hs']) {mg/m1) (hs']) (mg/m1) (hs']) (mg/m1) (hs!)
- - - - 2.5 0.216 86.0  0.263 - -
- - 68.5 0.084 70.0 0.207 78.5 0.242 - -
21 - - 32.5 0.034 36.7 0.200 43.5 0.225 - .
24 - - - - 30.0 0.195 33.5 0.179 - -
27 - - 31.7 0.028 15.0 0.166 30.0 0.183 - -
30 - - - - 1.0 0.090 26.0 0.185 - -
33 - - - 20,7 0.024 0.0 0.054 18.5 0.145 - -
45 73.0 0.106 9.5 0.020 - - 0.0 0.049 . - -
51 60.0 0.103 9.5 0.018 - - 0.0 0.040 - -
57 : 52.0 0.107 0.0 0.015 - - 0.0 0.031 80.5 0.190
69 45,0 0.089 0.0 0.012 - - ' - - 52.0 0.154
72 37.0 0,077 - - - - . - - 23.5 0.081
75 - - - - - - - - 25,7 0.077
78 30.2 0.U56 - - - - oo- - 25.7 0.063
84 15.7 0.056 - - ‘ - - - - - -
90 15.0 0,056 - - - - . - . .
96 15.0 0.053 . - - - - - - - -
108 1.0 0.045 - - - - - - - -
114 5.0 0,042 - - - - - - -
"120 3.5 0.046 - - - - - - - -
132 0.0 0.036 - - - - . - -
138 0.0 0.035 - - - - - - - - o

144 0.0 0,033 - - - - : - - - -



TABLA 5.26

RESULTADOS LXPERIMEN
AZUCARES A DIFERENTE

TALES DE LA VELOCIDAD E
S VELOCIDADES DE AGITAC

SPECIFICA DE CRECIMIENTO Y EL CONSUMO DE
ION PARA: Candida valida,

TIEMPO 50 rpm 100 rpm 150 rpm 200 rpm 250 rpm
(hs) Glucosa AV Glucosa yIo Glucosa A~ Glucosa A Glucosa M-
(ng/ml)  (ns™1) (g/m) ths™)  tmgmt)  (hsTl) (ng/ml)  (hs”) (ma/m)  (hs™T)
9 - - 80.0 0.127 75.0  0.165 7.5 0,281 8.2  0.442
12 - - - - - - - - 8.5  0.424
21 - - 70.0  0.135 41,0 0.130 3.0 . 0.15 - .
2 - - - - 36.0 0.0 6.0 0.142 8.7 0.100
27 - - 67.0 0.099 21.7  0.07 0.0  0.118 6.0 0.099
30 - - - - 14.5 0,055 0.0 0,108 1.2 0.075
33 - - 65.2  0.094 0.0 0.02] 2.0 0.098 0.0 0.08
36 - - 50,0 0.074 - - 2.0 0.0 0.0 0.060
57 8.0 0.121 48.0  0.US6 - - 2.0 0,057 - -
69 5.0  0.13% 42,0 0.u50 - - - - - -
72 58.0  0.097 34.0  0.05] - - 4.0 0.04% - -
84 43.5 0,07 3.0 0.043 - - . - - -
90 33.5 0,064 35.0  0.04] - - - - - -
9% 28.0  0.059 27,0 0.04] - - - - - -
108 5.7 0.036 26,0 0,036 - - . - - -
14 25,0  0.046 21,0 0.034 - - - - - -
120 22,5 0.038 20,0 0,032 - - - - - -
132 22.0 0.032 17,0 0.030 . - - - - -
138 21.0 0.029 19.2 0,028 - - - - - -
144 20.0 0.023 4.7 0,025 - - . - . -
162 19.0 0.018 16.0  0.022 - - . - - -3
168 18,0 0,026 15,0 0.02] - - - - - -
186 16.0 0.020 4.0 0.019 - - . - - -
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TALELA 5.27  RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA YELOCIDAD ESPECIFICA DE
CRECIMIENTO Y EL CONSUNMO DE AZUCARES A DIFERECNTES TEMPL
RATURAS DE IHCUBACION PARA: Pichia membranaefaciens
TTEMPO 20¢ € 28° C s7° C
(hs} Glucosa M Glucosa yre Glucosa M- Glucosa  Ah
{mg/m1) (hs'] ) (mg/m1) (hs'] ) {mg/m1) (hs'] ) (mg/m1) (hs"] )
6 70.0 0.070 - - - - - .
9 1 62.0 | 0.067 - -- - - . -
12 33.5 0.060 74.0 0.121 - - - -
15 29.0 0.054 55.0 0.121 - -- - -
18 18.0 0,048 43.0 0.106 - -- - -
21 2.0 0.020 24.0 0.089 - -- - -
24 2.0 0.019 22.5 0.086 - - - -
30 0.0 0.015 18.0 0,048 - - - -
3y 0.0 0.008 18.0 0.046 - - - -
45 - - 18.0 0,030 - - - -
N - - 15.0 0.029 - - 90.0 0,028
24 - .- S .- £9.0 0.067 - .-
57 1 . - - . 65.2 | 0.078 ] -
0 - - - - - } - 81.0 | 0.032
69 - -- - -- 35.0 | 0.062 - -
72 - - - - 27.0 | 0.051 80.0 0.03
75 - - - - 21.5 ? 0.043 - -
78 - - - .- 21.0 ' 0.039 - -
&1 - - - - 19.0 0.035 - -
K - . - - 16.0 0.023 - -
96 - - - - 13.5 0.019 - .
99 - - . - 12.5 :0.021 . -
105 - - - - 11.5 1 0.016 - -
120 ' - -- - - 11.0 © 0.016 - —-
144 - - - - 11.0 i 0.012 78.0 0.027
168 - - - - - 80,0 | 0.023
216 i .- ] ” e 78.0 | 0.015
240 - - : - A 7.0 | 0.014
288 - - - - - - 78.0 0.021
312 - - - - - - 78.0 0.015
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TABLA 5.28 RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA OF

CRECIMIENTO Y EL COMSUMO DL AZUCARES A DIFERENTES TEMPE»

RATURAS Dt INCUBACION PARA: Saccharomyces cerevisiae

11EHPO 20° ¢ 28° C 37° C ¢
{hs) Glucosa PIs Glucosa Y- Glucosa M= Glucosa M-
{mg/m1) (hs']) “{mg/ml ) (hs']) {mg/m} (hs']) {(mg/ml) (hs'])
3 . - 725 10.263 . .- . -
6 95.0 0,242 65.0 0.260 - -- - -
9 89.0 0.227 56.5 0.267 - -~ - .-
21 73.5 0.205 50.5 0.23} - -- - --
24 72.0 0.197 45.0 0.200 - -~ - --
27 70.0 0.204 14.5 0.075 90.0 0.106 - --
30 67.5 0.193 12.0 0.066 85.0 0.115 - --
33 65.0 0.185 12.0 0.057 75.0 0.105 - -
45 24.0 0.088 - -- - -- - --
48 25.0 0.082 - -~ 49.0 0.070 - -
5] 18.5 0.081 - -- - -- - --
54 15.0 0.077 - -~ 13.5 0.052 - --
57 14.5 0.057 - -- 8.5 0.056 - --
60 - -- - -- - -- - --
83 - -- - -- 7.0 0.050 - --
69 - -- - -- 7.0 0.048 87.0 0.075
78 - -- - -- - -- 80.2 0.060
34 - -- - -- - -- 78.0 0.052
153 - -- - -- - -~ 75.0 0.055
177 - -- - - - -- 75.0 0.037
20 - -- - -- - -- 70.2 0.030
225 - -- - -- - -- 70.0 0.052
249 - -- - -~ - -- 65.0 0.030
273 - -- - -- - -~ 63.0 0.045
297 - -~ - -- - -~ 63.0 0.037

321
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TABLA 5.29 RESULTADOS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE

CRECIMIENTO Y EL CONSUMO DE AZUCARES A DIFERENTES TEMPE

RATURAS DE INCUBACION PARA: Candida parapsiloesis -

TIEMPO 20° ¢ 28° C 37° C 45° ¢
{hs) Glucosa M Glucosa Al Glucosa ji% Glucosa y
(mg/m)  (hs”!)  (mg/m)  (hs™h)  (momt)  (ns™) (meml) (b7
9 -- .- 94.0 0.233 - -- - -
12 -- -- 90.0 ]0.197 - - - -
24 - -- 74.0 |(0.167 - - -~ -
27 - - 55.0 [0.114 - -- - .-
30 b -- 35.0 (0.093 - - -- -
33 90.0 0.084 30,0 [0.085 - -- -- -
45 66.0 0.071 26.5 {0.077 - - - -
48 62.5 0.077 16.5 (0.049 - - - -
51 61.5 0.068 5.0 {0.020 - - - --
57 e - 0.0 |0.013 - = - .-
69 43,0 | 0.030 - - - - - -
78 40.0 0.067 - - 86.0 0.100 == e
81 36.0 0.055 - - 80.2 0.092 -- --
84 36.0 0.043 - - - . - -
87 - -- - - - . 86.5 0,023
90 - - - - 67.5 0.0%0 - -
102 - - - - - - 81.5 0.024
105 - - - - 3.5 0,078 - -
108 - - - - 30.0 0.077 .- -
m - - - - 23.5 0.073 - .
4 - - - - 19.5 0.069 78.0 0,020
126 - - - - 15.0 0.060 - .
129 - - - - 12.0 | 0.049 - -
132 -- - - - 10.0 0.044 - --
153 27.5 0.049 - -- - - 73.5 0.022
177 12.0 0.020 - - - - 70.0 0.025
201 10.0 0,020 - - - - 68.0 0,017
225 - -- - o - - 65.0 0.020
249 - an - - - a 62.0 0.020
273 -- — - - - - 62.0 0.015
297 — -- - -- - - 60.0 0.013
121 -- - - - - - 60.0 0.010
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TABLA 5.30 RESULTADQS EXPERIMENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE
CRECIMIENTO Y EL CONSUMO OF AZUCARES A DIFERENTES TEMPE-
RATURAS DE INCUBACTON PARA: (andida valida

TIEMPO 20° C 28° C 37° ¢ 45¢ ¢

(hs) Glucosa A Glucosa A Glucosa Al Glucosa M-
(mg/ml)  (hs™))  (mg/ml)  ths™h) (mgimd)  (hs™!) (ma/ml)  (hs”T)

i

9 -= -- .- - 91.0 I 0.184 - -~
27 - -- 81,0 | 0,150 89.0 | 0,182 -- --
30 -- 66.0 | 0.146 83.0 | 0.176 - -
33 -- - 61.0 0.147 -- -- - b
45 -- - 58.5 | 0,142 70,0 | 0.170 - i
48 - -~ 56.0 | 0,132 65.0 | 0.152 bt -
51 - -- 54,5 { 0.124 - - - -
54 - -- 50,0 | 0.709 63.2 | 0,156 == -
57 - .- 46.0 | 01N - -- - -
63 : - - -- - 65.0 | 0.166 - e
66 -- -- - -- 54,0 | 0.146 -- --
78 - - 38.0 | 0.070 - -- - -
81 86.5 | 0.049 37.5 | 0,067 24,0 | 0.050 == -
84 86.0 | 0,060 - - 20.5 } 0,052 e e
87 - - - - 20.0 0,045 - -
90 - -- - - 24.2 0.055 .- -
102 77.5 | 0.047 38.0 [ 0.048 16.2 | 0.038 - .
105 -- - 37.0 | 0,049 15,0 | 0.036 . -
108 - - 35.5 | 0.038 14.0 | 0,037 - -
m - -- 34.0 | 0,045 12,0 | 0.029 - -
114 -- -~ 36.0 0.034 10.0 0.030 - -
126 - - 35.0 0.039 10.0 0.026 - .-
129 -- - 34.0 | 0.037 10.0 | 0.028 - -
132 — - - .- . - . .
135 -- -- 34,0 | 0.035° - - - —-
153 68.0 0.036 4.0 0.030 - - - -
177 49,0 [ 0.024 - - o - 96.0 | 0.006
201 36.0 § 0.020 - -~ - - 89.5 | 0.003
204 36.0 | 0,018 -- - - - 90.0 { 0.006
225 - - - - - - 87.5 | 0.007
249 - - . - - . 86.0 | 0.003
213 - - - - - - 86.0 | 0.00
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TABLA 5.3 RESULTADOS £XPERIUENTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECINIENTO Y EL CONSUMO DE AZUCARES A DIFERENTES
YALORES O pH PARAs Pichia membranaefscians

3 ™A PHA.S oH 5,0 pif 6.5 oH 6.0 o 6.5 oH 70 Pt 9,0 pH 10,0
Glucesa [ Glucosa ] Glucosa i Glucosa 1] Glucona u Glucosa ] Glucone U _Glucosa U Glucosa 1] Glucosa v
(ma/ml) nh (my/m1} thh {my/nl) ths*) (mg/md)  (hs™')  (mg/m1) ths*"y trg/m) {ns™)  (myiel) sy {mg/e1) (h,", I ] (rglet) (0"
b 740 0047 9.0 0,050 . - . . . - 8.5 0,196 @0 0.115 N . RS 0 It 10 A NN R /% 1 1 A
735 008 2.0 0.09 5.0 0.04 5.0 075 900 021 8.0 0.R 6.0 0.11% 0o o 0.0 0% 0 0.4
17 685 0043 7.0 0,048 80,0 0,03 18,0 0.7 8.0 0206 7.0 0,184 5.0 0.115 65.0 0.098 58,0 0.N8 0.0 0.1%
W51 0008 66,0 0,050 6.0 0.0) 68,0 0172 650 0,192 0.0 0,181 7.0 0.108 0.0 0,069 1.0 0.1n B0 0113
27 500 0,029 82,0 0,08 50 0.018 58,0 0,157 605 0.183 0.5 0.128 0.0 0.0% 15,0 0.061 25,0 0413 70 8N
0 53,0 0,026 5.0 0,09 39,0 0.0% 0.0  0.1% 52,5  0.168 3.0 0013 5.0 0.086 16.6 0,054 0.0 004 ¥0 0 0.012
¥ a0 0.0% ©o 0,07 9.0 0.021 50 014 410 017 0.5 0,108 2.0 0.08 12.6  0.059 6.0 0.09% 5.0 0,102
% 18,0 0,025 5.0 0,08 15.0  ©.02% 0.0 0,130 450 0,158 7.0 0,098 9.0 0.076 6.6 0.05 5.0 0.0m 10.0 0.0
s 38,0 0,023 2.0 000 12.0 0.0 0.0 0.106 425 0,150 2%.0 0,006 15.0 0,061 5.0 0.049 2.6 0.8 8.0 0.068
€380 0.0 6.0 000 n.e 0.0 8.0 0.080 22,6 0.103 15.0 0,066 12,0 0.0%8 5.0 0.047 2.6 0,064 7.0 0.064
51 w5 0.0 26.0  0.00 105 0.0 15.0  0.085 14,0 0,084 14.0 0.064 1.0 0.0% 3.0 0.043 6 0.080 6.0 0,062
® %5 0.07 5.0 0,030 9.5  0.02 18.0 0.0 10,5 0,062 135 0,065 40 0.5 2.6 0.039 2.6 0.05 6.0  0.060
”ooBs 0012 19.0 0.0 10 o.02 4.0 0.066 2.0 0,054 4.0 0,044 3.0 0.045 2.6 0.037 . . 6.0 0,05
%5 0.008 13,0 0,02 5.0  0.02 50  0.06) 20 0,052 5.0 0.040 20 0.0M . - . - 6.0 0,054
B 25 0.004 w5 0,04 50 0.022 40 0,061 2.0 0.049 3.0 0,004 2.0 0.4 - - . - 6.0  0.050
o 2.5 000 18.0 o0 . . . - - - s 0.0 . . . . . - . -
9 21,0 0,04 18,0 0,023 . . - - . . 1.6 0.03 . - . - .. - -
% 20,0 0,013 18.0 0,022 . . . . . . 15 0,03 . - - - - . . .
w0 0.01 - . . . - . . . . . . . R . . . . -
W 1.5 0,00 . . . . . . . - . . . . .. - . . .
05 1.5 0.01) - . . . . . . . . . . . . . - - . .
N7 15,0 0,012 - . . . . . . . . - . . . . - - - B
w150 0.012 - . . . . . . . . . . . .- - - - -
1 180 o0 . . . . . . . . . . . . - - - . . .o

1 150 0,010 - . B . B . B



YABLA 5.2 RESULTADOS DXPCRIMEATELES DL LA VELOTIDAD ESPECIFICA Ot CRECIMITNIO ¥ £ CONSUMO DL AZUCARES A
OIFERLKTES VALOKES TE Ph FARA: Saccharomyce isfae
LRR T [111e W S R WS AR WES T T PR L BRUR ]

Gluzosa 1] Glucasa ] Glycosa u Glucosa ] Glucosy ] Glucose 1] Glucosa ] Glucosa U Glucoss ] Glucosa '

toiel) ) tearml) () (o) st eyl (TN fermlt ('Y pmgimi) st Gmgn) (st tegral) () peael (hsTr ) pth)
6 - - - - 89.0 0.113 91,5 0.0 99.0 0,1% 90,0  0.169 91,5 0.152 85.0 0.0 sto 0,13l 92.0 0,142
9 §5.0 Q.014 98.¢ 0,064 810 o115 050 0.085 90,0 0,115 82,0 0.160 8.5 ¢ 0.156 80,0 0.09% 8,0 0,128 B3.0 0,140
12 O] 0.1 95.3 0,331 1.0 0,10 00.0 0,084 8.5 0.129 .0 052 113 02 12,0 43R 12,0 0.4 66.0  0.126
U 12,0 2.%03 16.3 G.n 65,0 0,289 .0 0,367 65.0 o 55.0  0.1M 50,5 0,103 42,0 0,008 67,0 0,14 4.0 0,102
21 15.5 0.9%) 16.9 0.508 60.0 0,934 9.0 0,901 %2.0 0.125 52,0 0,130 45.0  0.0%4 3.9 D06 63,0 0.106 $3.0 0,099
0 688 0,467 74.0 0,053 §5.0 0,340 1.0 04N L1.0 0 0a22 47.0 0% 400 0.090 3.0 0.0 60.0  0.090 520 0,095
n 66.5 3,48 16.0 0,054 50.% 0.214 48,0 0.J6) 54.9 0.120 43,0  0.120 150 0,076 6,0 0.0%2 §6.0 0.092 0.0 0.094
% 650 9,961 64.0 0,34 38,0 0.232 46,0 0,036 43,0 0118 7.0 0.0M N3 03N 12,0 d.04 42,0 0.070 8.0 0.090
8 9.9 0.03) 2.0 0.029 32,0 0.1 43,0 004 3.0 0. 19,0 0082 145 0,04 4.0 0.01 W0 0,053 4$3.0 0,083
3l §1.0 Q.0%2 48.0 0,024 a0 0.9 12,0 0.0%2 3.9 0.110 15,3 000 12,5 0.233 2.0 0.1 3.0 0,050 2.0 0019
54 5.0 0,350 433 0,326 230 0030 20,0 0.049 21,2 0,100 10 0,060 1.5 000 1.9 0‘01‘2 21.5 0.038 9.0 0,079
51 53.0 0.042 48,0 0,028 21,0 0.%28 17,5 0.0M 29.0 0,978 10,0 0,260 1.0 0,040 0.0 0,003 2.0 0,03 33.0  0.014
80 545 0.0 - - 0.0 0.925 o 000 13,3 0.0% 10,0  0.056 4.3 0,00 0.9 003 12.0 0,026 8.0 0,072
1 s 9.00 - - 195 0.0 120 0012 150 0,040 3.9 0,0 1.0 0.0 . . 0.0 0,024 3.0 0.08)
7% 50.0 0.039 - - 19.5  0.02) 1.0 0.0 12.0 0,375 9.0 0.020 0.0 0,02) - . 6.0 0,022 26.0 0,052
18 410 2.033 . - 19.5  0.022 1.0 0.b29 10.0 0.072 0.0 o007 0,0 0,022 . - 4.0 0.0 5.0 0.050
81 4.0 0.035 . - 9.5 0.0 1.0 0.0 8.9 0.0 . - - - . - 1,5 0,02 24,0 0.048
9 48.0 0.032 - . - . 6.0 0,024 40 0,060 - . . - - - 3.5 0.020 5.0 0.025
» 48.0 9,031 - - - . 6,0 0.02) 4.0 0,060 - . - . - - 2.5 0.019 45 0,04
7 460 0,038 . . . . 6.0 0.022 . . . - - - - - 2.5 0018 40 0,022
192 45,0 0,083 . . - - 6,0 0.019 - - - - - - . - 2.5 0.0i8 10 0021
198 50 0.08 - - - - - - - - - - - - . - - - (!’.0 g.ggg
n U0 0.02% - - . . . - - . . - - - - : M - 0‘3 0'020
120 0 0 . - - . . - - . . . - - : - - ) .
12) a0 o0 . - . - . - . - . . - . - : - - . -
16 00 0.2 - - - - - - - . . - - - - : - - -
WA 0022 - . - - - - - . . - - - - : : - -
e 390 o022 - - - - . - - - - - : : : : : : - :
Woono  ow . - - - - . - - - - o _ : -
10 M0 0,02t . . - - - - . . - - e - -
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TABLA 6,33 PESULTAMS EXPERIMCHTALES DE LA VELOCIDAD ESPECIFICA OF CRECIMIENTO ¥ EL CONSUNO DE AUCARES A
OIFERENTES VALORES O pH PARA: Candida_parapsilosis

IR bR 4.0 RK] pi 5.0 B 5,5 pit 6.0 B 6.5

pH 1.0

pit 10,0

oH
Alugose 14 Giucosa ‘J. Clucnsa u tucosd v Glucosa u Glucosa v Slucosa /] Glucosa U Glucosa [’} Glucoss [}
(rormt) sl teyml) ) i) (et () Os7) el ey tewat) T (et () el () (et} ) el (he”T)

- - . . 91.0 013 - - 89.0  0.168 8.0 01N 9.0 90,0 . .
. - . . 9.0 0,121 - . 8.0 0,167 %0 0113 810 0,100 8.0 0.090 8.0 0,019 84,0 0,042
. . . - 83,0 0109 850 0.156 NS5 0,158 0.0 o0.to7 5.0 0.1 59.5 0.085 69.0 0,075 63.0 0,038
. - . - .2 0.090 8.0 0,158 62.0 0,156 63,2 0.0% 52,5 0,063 48.5 0,089 8.7 008 66,0 0.0
- - . . 80.0 0,097 2.0 0.158 60.7 0,140 63.0 0.0 2.0 0.4 29.0 0.070 . . . .
. . . .. 0.0 0088 68.0 0.150 $.0 0131 51,0 0,080 10 0,057 20.5 0.067 - . 5.0 0.0%
- - - . 62,0 0.006 2.0 0117 BU 0097 0.0 0,07 12.2 0.0 8.0 0.053 9.0 0,052 7.0 0.0
. - .. . 6.0 0,012 22,2 0.4 2.2 0.0 4.0 0,075 8.0 0.035 5.0 0.05 50 0,041 25,5 0,00
. - - . $5,5 0,052  19.0 0,095 4.0 0,07 .7 0,050 150 0.01 4.2 0,049 47 0,048 19.0 0,028
. . 9.2 0,069 55,5 0,062 15,0 0,005 2L.0 0.0 42,0 0,05 W0 0.0 3.2 0,047 2.0 0.0 16.0 0,025
- - 9.0 0,004 55.0 0,050 120  0.06) 28,0 0.069 9.0 0,051 10.0 0.0 3.2 0.045 1.2 0,040 13.0  0.0H4
- - 5.0 0,05 6.5 0.009 1.7 0062 1.2 0.M0 4.5 0,03 2.0 0.0 3.2 0.082 0.0  0.039 10,2 0.010
- - 5000 15,0 0.014 9.0 0,058 2.0 0,01 1,0 0,024 3.0 0.0 - . . - 3.0 o.07
- . 5 0,0 0.0 097 10,0 0.0 2.0 9,080 1.0 0.02 2.0 0.0 - - . . 8.0 0.017
9.0 0.069 00 0.047 3.5 0.0% 9.0 0,007 8.0 0.030 2.0 0,015 2.5 0,00 - . . . 9.0 0,06
80.5  0.067 59,0 0,00 3.0 0,029 9.0 0.017 0.0 0.0 0.0 0013 1.2 0012 - - . . 8,0 0.015
5.0 0,065 52,0 0,04 Mo 0.0 100 0030 2.0 06y 0,0 0,013 12 0.0 - . . - 6.0 0,015
70.0 0,004 §,1 0,00 2,0 0,029 9.0 008 0.0 0.61 . 1.0 0,010 PR . . 6.0 0.015
53.7 0,06 411 0.1 R.0 0.020 - B - - - - . - - - . . 8.0 o001
5.2 0,058 89 001 1.7 0.02 . - - . - - - . - - . - 4.0 0.01)
19.2 0,050 no 0.6 7.0 0.0 - . - . . . - . - - - - 6.0 0,012
12,0 0,048 %0 0,085 %.5 0.02) - - B - . . . . . . . . . .
1.0 0,046 B0 0,03 21,0 0,022 . - . . - - - - .. - - - -
19.0  0.08 . - . - - - - . - . - - .« . . - .



TABLA 5,34 RESULTADOS EXPERIMENTALES UE LA VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y EL CONSUMO D AZUCARLS A
OIFLRENTES VALORES DE pi PARA:  Candida _va)lida
ph 3.0 pH 4.0 pH 4.5 pH 5.0 8.5 pH 6.0 pH 6.5 M T.0
Glucesa ] Glucosa v Glucosa It Glucoss u Glucosa v 6lucosy u Glucosa ¥ Glucoss M
g ) ) sl (easel) T (el Ty eael) (heTT) teamt) (s tmgrm) () (mgrat) (™)
9] - - . - - - - - 935 0,170 - - - - - .
87 - . . - - - - - 91.0 - 0.172 - - - - 90.5 0,082
” - . . - - . . - 65.0 0.4 91.0 0.13% - . 66.7 0.05)
15 - . . - - - - - 65.0 0,140 82.5 0.1 82.0  0.09) £7.5 0,051
19 - . . - - - - - 635 0.136 82.0  0.129 82.0 0.108 58.0 0.047
81 - . . - - - - - 62,5 0,131 3.0 o0.118 16,2 0.09 56.5 0.045
93 - . . - - - - - 60,0 0,125 62,5 0.105 61,2 0.080 56.5 0.035
96 - - . . - - - - 50.0 0,119 0.0 0.087 59.7 0,066 $3.0 0.01
99 . . . - 97.0 0.115 98.0  0.094 43.0 0,150 43,0  0.085 §1.0  0.062 53.0 0.03t
102 . . . - 97,0 0.129 9.7 0,091 46.0 0,108 50.0 0.082 55.5 0,061 §2.7 0,010
105 . - - - $0.0  0.117 0.0 0097 42.5 0,103 450 0.079 54,0 0,066 $1.¢0 0.028
n - . . - 95.0 0,115 815 0,089 3.7 0.092 40,0 0.07% 9.8 0,046 51.0 0.02¢
120 - - 7.0 O 91.0 0.4 %0 0.079 3.7 0,089 40.0 0.067 35.0 0.0 - -
123 - . 20 000 29.0 0,114 720 0.080 6.0 0.006 7.5 0.050 5.0 0,022 - -
126 - . Wy 0.0n 85.5 0.112  69.0 0.068 30,0 0,080 33.0  0.04) 291 0,018 - .
144 - - €50 0,002 81,5 0099 6.0 0,062 2.0 0.0n 8.5  0.026 3.7 0.016 - .
7 - . 65.0  0.038 76,0 0104 57,0 0.061 27,0 0.069 21.0  0.018 8,0 0.016 - .
150 95.25  0.013 7.5 0,0% 73,5 0,02 50.0  0.048 2.0 0.060 27.0 0.01% 2,7 0.015 - -
193 67.5 0.089 $0.0  0.05) 68,2 0,09 48,7 0.049 20.0  0.056 - - - - - -
1 §5.0 0.03 52,0  0.05 51.5 0.08) 430 0.039 4.0 0.040 - - - - . -
180 §2.5 0.035 Se.0  0.00 46,0 0,072 36,5 0.0} 15.0 0.0)8 . - - - - -
186 §1.2 0.0 53,0 0.0 29,0 0,068 B 0027 13.0 0.030 - - - - - -
201 85.5 0,028 0.0 008 21,0 0,052 NS5 0.026 10.0 0.025 - - - - . .
201 §2.0 0.0u 16,7 0.08 8.5 0.022 ns 0.0 8.0 0,004 - - - - . -
FiR} $0.0 0.02) 19.0  0.04) 18.0 0,016 s 0,02 8.0 0.010 . - - - . -
a9 $0.0 0.021 150 0.0 8.0 0,016 R’S5 002 8.0 0,008 . - - . . .

pH 9.0 ph 10.0
Clucosa ] Glucosa u
(i) (b (eael) (hs7!)

6.5 0,052 89.2 0.039
75,0  0.090 16.0 0.029
72,0 0,051 no 0.019
60,5 0.049 8.0 0.017
57.0  0.050 52.5 0,017
53.0 o0.08 45,5 0.007
45,5 0,08 40,0 0.024
5.0 0,00 40.0 0.016
43,0  0.0N 1,0 0.010
435 000 20,5 0.004
9.5 0.02% 19.5 0,007
- - 19.0 0.007
- - 190 0.007
. - 16,0 0.006
- . 19.0 0,005
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TABLA 5.35 CONCENTRACION DE NUTRIENTES ESENCIALES
ELEGIDA PARA EL OPTIMO DESARROLLO D&t LAS
LEVADURAS.
FUENTE DE FUENTE DE FUENTE DE
NOMBRE DE LA LSPECIE CARBONO 2 NITROGENO P FCSFORD ©
Saccharomyces cervisiae 1.0 0.25 0 05
Pichia membranaefaciens 1.0 0.125 0.05
Candida parapsilosis 2.0 0.125 0.05
Candida valida 1.0 0.128 0,05
a Como Glucosa en ar/100 ml
b Como (NH4)2 SO4 en ar/100 ml
¢ Como KH2PD4 en gr/100 ml
TABLA 5.36 PARAMETROS ELEGIDOS A LOS QUE LAS

PRESENTAN SU OPTIMO DESARROLLO.

LEVADURAS

NOMBRE DE LA ESPECIE

PH TEMPERATURA VELOCIDAD DE
{°c) AGITACION (rpm)
Saccharomyces cervisiae 6.0 28°C 200
Pichia membranefaciens 5.5 28°C 200
Candida parapsilosis 5.5 28°C 200
5.5 37°c 250

Candida valida




TABLA 5.37 CONTENIDO DE PROTEINAS DE LAS LEVADURAS
DESARROLLADAS EN DIFERENTES SUSTRATOS.

188

CONCENTRACION DE PROTEINAS

NOMBRE DE LA ESPECIE (mg/100mg de cé&lulas secas)
Glucosa Melaza cachaza
Saccharomyces cerevisiae 36.4 30.4 23.0
Pichia membranaefaciens 36.4 56.8 hs. 4
Candida parapsilosis 60.8 26.4 39.2
Candida valida £8.5 25.0 50.4

TABLA 5.38 CONTENIDO DE DNA DE LAS LEVADURAS DESARRGLLADAS
EN DIFERENTES SUSTRATOS.

NOMBRE DE LA ESPECIE

CONCENTRACICN DE DNA
(mg/100mg de c&lulas secas)

Glucosa Melaza cachaza
Saccharomyces cerevisiae 0.72 0.9} 1.48
Pichia membranaefaciens 0.84 L 46 0.91
Candida parapsilosis 0.91 2.78 0.56
Candida valida 3.15 1.04 0.49
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TABLA 5.39. RESULTADUS Dt LA CONCENIRACION DE AMINOQACIDOS
PARA: Saccharomyces cerevisiae

AMINOACIDOS GLUCOSA MELAZA CACHAZA REFERENCIA
Lisina 5.0421 2.0363 2.9623 4.2
Histidina 7.1727 3.1502 3.6573 .-
Amoniaco 0.7863 0.8617 1.0153 -
Arginina 3.2600 1.8870 2.1446 ---
Ac. Aspartico 7.1398 B.7585 9.3182 -
Treonina 3.1494 3.9849 4.2908 2.8
Serina 2,5333 3.5000 3.4073 -
Ac. glutdmico 8.7234 2.6063 11.¢271 ---
Prolina 3.2149 4.2695 5.6760 .
Glicina 3,3157 4,3145 3.9080 ---
Alanina 4,0493 5,123 5.2939 .-
Cistefna = eeccee  ceeree acamn- 2.0
Valina 4,7705 6.4478 6.5037 4.2
Metionina 1.0849 1.7059 1.5616 2.2
Isoleucina 3.4344 4.6655 4,5711 4.2
Leucina 5.2563 7.2856 6./141 4.8
Tirosina 2,2398 2.0175 2.5563 4,2
Fenilalanina 2,9514 3.2459 3.9498 2.8

Todos los datos en gramos de aminodcido por 100

gramos de proteina.
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RESULTADOS DEL INDICE INTEGRADO DE AMINOACIDOS ESENCIA?

TABLA 5.40.

LtS DE OSER CALCULADO EN BASE A LA CONCENTRACION DE

AMIKOACIDGS DE: Saccharomyces cerevisiae
AHINQACIDOS GLUCOSA MELAZA CACHAZA REFERENCIA

FAQ

Lisina 0.9669 0.3905 0.5681 0.,8054
Treonina 0,3705 0.4688 0.5048 0,3294
Valina 0.5708 0.7715 0.7782 0.5025
Metionina 0.1019 0.1602 0.1467 0.2067
Isoleucina 0.3670 0.4986 0.4885 0.4488
Leucina 0.5617 0.7786 0.7175 0.5129
Tirosina 0.1732 0.1560 0.1977 0.3248
Fenilalanina u.2504 0.2754 0.3351 0.2375
SUMA 3.3624 3.4996 3.7366 3.5994
INDICE DE OSER 0.9341 0.9722 1.0381 1.0000

Todos los datos en gramos de aminoacidos por 16 gramos de N.

TABLA 5.41. RESULTADOS DEL COMPUTO QUIMICO DE AMINOACIDOS ESENCIA-
LES PARA: Saccharomyces cerevisiae

AMINOQACIDOS GLUCOSA MELAZA CACHAZA
Lisina 120.06 48.48 70.53
Tregnina 112.48 142,32 153,24
Cisteina C.00 0.00 0.00
Valina 113.59 153.53 154,86
Metionina 49,31 77.54 70.98
Isoleucina 81.78 111,09 108.84
Leucina 109.52 151.80 139.89
Tirosina 53.33 48.04 60,87
Fenilalanina 1065.44 115,96 141,10
COMPUTO QUIMICO 0.00 ¢.00 6.no
AMINOACIDO LIMITANTE Ci Cisteina Cisteina

steina

Tondoe lIne datne an cifrac noarcoantualoe
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TABLA 5.42  RESULTADOS DE LA CONCENTRACION DE AMINOACIDOS
PARA: Pichia nembranefaciens
AMINOACIDOS GLUCOSA MELAZA CACHAZA REFERENCIA FAD
Lisina 4.2796 4.2145 3.7954 4.2
Histidina 4,5854 5.,2470 4.4037 -
Amoniaco 1.0157 0.8328 0.9252 ——-
Arginina 2.7042 2.6709 2,3839 N~
Ac. Aspartico $.0193 9.7754 8.9775 .-
Treonina 5.1945 3.8993 4,6333 4.4
Serina 4.0262 3.7424 4.0870 .-
Ac. Glutamico 11.840 13.955 8.5383 e
Prolina 1.3970 5.9163 3,8385 ——
Glicina 4.6465 4,5672 4,5092 .-
Alanina 6.1242 6.5661 5.4895 .-
Cisteina 0.0000 0.,0000 0.0000 2.0
Valina 5.7828 4 .,4069 6.1407 4.2
Metionina 2.0532 2.0200 1.4082 2.2
Isoleucina 5,8883 4,2676 4.1156 4,2
Leucina 10.449 8.1361 6.8462 4.8
Tirosina 3.7104 2.4929 3.4592 4.2
Fenilalanina 4,9879 3.1434 3.6894 2.8

Todos los datos en gramos de aminodcido por 100 g de proteina
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TABLA 5.43 RESULTADOS DEL INDICC INTEGRADO DE AMINOACIDOS ESENCIALES
DE OSER CALCULADO EN BASE A LA CONCENTRACION DE AMINOACI-
DOS DE: Pichia membranaefaciens

AMINOACIDOS GLUCOSA HELAZA CACHAZA REFERENCIA
Lisina 0.8207 0.8082 0.7278 0,8054
Treonina 0.611 0.4587 0.5450 0.3294
Cistefna 0.0000 0.0000 0.0000 0.2314
Valina 0.6919 0.5273 0.7347 0.5025
Metionina 0.1929 0,1897 0.1323 0.2067
Isoleucina 0.6292 0.4560 0.4398 0.4488
Leucina 1.167 - 0.869% 0.7316 0.5129
Tirosina 0.2869 7 0.1928 0.2675 0.3248
Fenilalanina 0.4232 0.2667 0.3130 0.2375
Suma 4.7726 3.7689 3.8017 3.599%4
Indice de Oser 1.3259 1.0470 1.0812 1.0000

Todos los datos de los aminoicidos en gramos de aminodcidos por 16 gramos de N,

TABLA 5.44  RESULTADOS DEL COMPUTO QUIMICO DE AMINOACIDOS
ESENCIALES PARA: Pichia membranaefaciens

AMINOACIDOS GLUCOSA MELAZA CACHAZA
Lisina 101,89 100.34 80.36
Treonina ' 185,51 139.25 165,45
Cisteina 0.00 0.00 0.00
Valina 137.69 104.93 146,20
Metionina 93,32 91.77 64.00
Isoleucina 140,19 101.60 97,99
Leucina 217.72 169.52 142,63
Tirosina B88.33 59.35 82.35
Fenilalanina 178.18 112.29 131,78
Aminodcido Limitante Cistefna Cistefna Cisteina

Todos los datos en cifras porcentuales



CAPITULO VI .- Discusidn de los resultados,

6.1,

6.2,

AISLAMIENTO Y PURIFICACION .- De las levaduras objeto de
estudio unicamente (. naransilosis tiene la canacidad -
para asimilar la sacarcsa, nor este motivo se eliaio ta
dlucosa como fuente de Carbono de! medio de aislamiento.
E1 método de obtenciébn de cultivos puros descrito nor -
L ‘ndner, fue modificado de la siguiente manera: se aoli
cb unicamente una gota de muestra por cada cubreotjetos
examinado debido a que se sustituyd el uso de napel fil
tro estéril (porque perdia absorbencia al esterilizar--
se) nor el lavado del cubreobjetos y recoleccibn en tu-

bos con medio de cultivo.

IDENTIFICACION Y CLASIFICACION.- Ademds de las caracte-
risticas morfolégicas descritas en las tablas 5.1, 5.2,
5.3 y 5.4, existen otras nruebas adicionales que no se
realizaron vor considerarse de carédcter secundario.

De un total de 6& pruebas bioquimicas y morfolégicas re
comendadas por Barnett (7), se realizaron 50 por no con
tar con el resto de los reactivos requeridos.

Estos resul tados est&n concentrados en las tablas 5.5 a

5.9 y corresponden las cenas 1,2,3,4 a Saccharomyces

cerevisiae (Hansen), Piclhia menbranaefaciens (Hansen),-

Candida parapsilosis (Ashford, Langeron-et Talice) y --

Candida valida, respectivamente como se muestra en la -

tabla 5.10.
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€.3. DETERMINACION DE LA CONCENTPACION DE NUTRIENTES Y PARA-
METROS DE DESARROLLO OPTIMOS.- Los datos concenidos en
las tablas 5.11 a 5.34 muestran el comportamiento de -
las cepas desarrolladas a diferentes concentraciones de
nutrientes (C,P N) y nardmetros de desarrollo.
Este comportamiento se evalué sor el consumo de azlica~--
res v la velocidad especifica de creciariente calculada
nor la expresidn matemltica siguiente:

t - t
lag

En base a los valores encontrados se eligieron las con-
centraciones de nutrientes y condiciones de desarrollo

correspondientes al miximo valor de velocidad especifi-
ca de desarrollo observadas en las gr&ficas y que en -
lo sucesivo se denominardn condiciones &6ptimas de desa-
rrollo, las cuales estdn resumidas en las tablas 5.3% -
y 5.36.

Cabe mencionar que en las tablas 5.11 a 5.14, los valo-
res gue se muestran para concentraciones de glucosa de

Ve, 2%y ilS% fueron obtenidos cuando las levaduras de-
sarrollaron bajo condiciones 6ptimas.

Comparando los valores correspondientes de la velocidad
especifica de crecimiento nara las cuatro cenas desa--

rrolladas bajo las condiciones bptimas, se observa que

Candida valida onresenta el madximo valor con respecto al

resto de ellas que en orden decreciente son: Saccharomy-

o= b BL 2Lt L ST



6.4,

195

ces cerevisiae, Candida parapsilosis y Piciia membranae

faciens.
Estas observaciones son interesantes ya que podemos co-
rrelacionar ‘(max con la variacidbn que sufre la viomasa

en el tiempo.

ANALISIS QUIMICO DE LAS LEVADURAS.- El andiisis quimico
de las levaduras consisti$ en determinaciones de nrotel
na, aminodcidos y DNA. Los resultados de estos andlisis
estdn concentrados en las tablas 5.37 a ©.h4. Los valo-

res de oroteina nara Saccharomyces cerevisiae en orden

decreciente de concentracibon de acuerdo al medio de de-
sarrollo fueron: glucosa, melaza y caciraza. En este mis
mo caso para DNA, los resultados fueron, cachaza, mela-
za y glucosa.

Se encontré el mismo orden para los valores del indice

integrado de aminodcidos esenciales de Cser. En todos -
los casos el amino&cido |imitante fue ia cisteina. Los

aminoacidos esenciales que se encuentran en una concen-
tracibn mayor que el patrén de referencia de la FAQ fue
ron: para glucosa, fenilalanina, leucina, treonina, va-
lina y lisina; para melaza, isoleucina, fenilalanina, -
treonina, leucina y valina y para cachaza, isoleucina,-
leucina, fenilalanina, treonina y valina.

Los valores de proteina para Pichia membranaefaciens -

en orden decreciente de concentracidn de acuerdo al me-

dio de desarrollo fueron: melaza, cachaza vy qlucosa.



196

En este mismo caso nara ONA, los resultados fueron: me-
laza, cachaza y alucosa. F orden que se hallb para los
valores del indice de aminodcidos esenciales de Oser --
fue: glucosa, cachaza y melaza. En todos los casos el a
minodcido limitante fue la cisteina. Y los aminodcidos

esenciales que se encuentran en una concentracién mayor
que el patr6n de referencia de la FAO fueron para glucg
sa: lisina, valina, isoléucina,fenilalanina, treonina y
leucina; para mefaza: lisina, isoleucina, valina, fenil
alanina, treonina y leucina y para cachaza: fenilalani-
na, leucina, valina y treonina.

Los valores de proteina para Candida parapsilosis en or

den decreciente de acuerdo al medio de desarrollo fue--
ron: glucosa, cachaza y melaza. En este mismo caso para
DNA, los resultados fueron: glucosa, melaza y cachaza.
Es conveniente anotar que la concentracién de aminoéci-
dos sulfurados en el patrén utilizado por la FAQ es ---
excesivamente alto y nor ello-al calcular el indice de
aminodcidos esenciales de Oser el valor diSminuye'nota-

blemente,
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CAPITULO VI .- Resumen y conclusiones,

7.1. RESUMEN.- Utilizando muestras de ajuamiel y pulque se -
aislaron un total de 75 colonias que por sus caracteris
ticas microscOpicas y macroscbpicas nertenecieran a es-
pecies de levaduras; estas colonias fueron sometidas a
un proceso de nurificacidn por pases sucesivos en el me
dio de aislamiento y posteriormente se crocedit a la ob
tencién de cultivos axénicos de donde se obtuvieron un
total de 57 cultivos que se numeraron en orden progresi
vo y se sometieron a las pruebas de identificacién men-
cionadas anteriormente.

De acuerdo a los resultados de las pruebas morfolbgicas
y fisiolbgicas |levadas a cabo, se identificaron cua---

tro cepas de levaduras que son: Saccharomyces cerevisiae

(Hansen), Pichia membranaefaciens (tfansen), Candida pa-

rapsilusis (Ashford, Lanyeron et Talice) y Candida vali

da; posteriormente, &stas fueron sometidas a las prue--
bas de determinacibdn de la concentracidbn de nutrientes
esenciales y de los pardmetros para su 6ptimo desarro--

11o. Para Saccharomyces cerevisiae, los resultados en--

contrados fueron: concentracifn de glucosa 1%, concen--
tracién de sulfato de amonio 0.25%, concentracién de -
fosfato didcido de notasio 0.05%, temperatura de incuba
cién 28°C, velocidad de agitacién 200 rpm y pH de! nedio

6.0, Para Pichia membranaefaciens, los resultados son -

similares a los de Saccharomyces cerevisiae excento en
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gue la concentracibn de fuente de Nitrbgeno (sulfato -
de amonio) fue de 0.124% y el pH del medin 5.5: en el

caso de Candida paransilosis las condiciones 6ptimas -

determinadas fueron: concentracién de glucosa 2%, con-
centracién de sulfato de amonio 0.125%, temperatura de
incubacién 28°C, velocidad de agitacién 200 rom y pH -

del medio 5.5. Candida valida presenté los siguientes

valores: concentracién de glucosa 1%, concentraci”n de

sulfato de amonio 0.125%, concentracién de fosfato dij
cido de potasio 0.05%, temperatura de incubacién 37°C,
velocidad de agitacién 250 rpom y pH del medio 5.5.

Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas de desarrollo
de las levaduras se procedib a la comprobacibn de los
valores determinados y posteriormente, se les adapté a
desarrollarse en los medios de desecho utilizando las -
condiciones mencionadas anteriormente.

Se realizb el desarrollo masivo de las levaduras en .me-
dios de fermentacién que contenfan glucosa, melaza y ca
chaza como fuente de carbono y posteriormente se proce-
di6 a la cosecha y al secado del producto.

Con las ceélulas secas y molidas se llevd a cabo su ana-
iisis quimico que consistié en la determinaci6n de pro-
teinas, DNA y amino&cidos; los resultados de estos ané-
lisis sefialaron que se obtienen valores mds altos, en -
cuanto a contenido de proteinas, utilizando glucosa co-

mo fuente de Carbono para 5. cerevisiae vy utilizando me

laza nara Pichia membranaefaciens; en el caso de C. pa-

rapsilosis y €. valida, los valores més altos se obtie-
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nen cuando la fuente de Carbono es la glucosa.

El andlisis de DNA indic6 aue nara S. cerevisiae se ob-
tienen valores mds altos con la cachaza; para P. —emntra
naefaciens, cuando se utiliza melaza; mara (., »ararsi--
iosis los valores mis altos son con la melaza v ~ars (.

val ida son con la glucosa.

La determinacibn de amino&cidos se llevb a cavo solamen

te para Pichia membranaefaciens y nara Saccharomyces ce

revisiae; los resultados muestran que para las dos esne
cies, el aminodcido limitante, con respecto al patrén -
de aminodcidos de la FAQ, es la cisteina, Para la ori-
mera cena, tomando en cuenta el indice intejradc ce ami
nodcidos esenciales de Oser, 'a mayor concentracién es
con la cachaza, le sigue la melaza y finalmente la clu-
cosa, para la segunda cepa el orden fue glucosa, cacna-

za y melaza.
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CONCLUSIONES.- De acuerdo a los resultados obtenidos durante el

desarrollo experimental del presente trabajo podemos concluir -
8,

lo siguiente:

1).-

El incremento en la concentracidn de biomasa en base bio-

masa/sustrato obtenido de las levaduras Pichia membranae-

faciens (Hansen), Saccharomyces cerevisiae (Hansen) y Can
dida valida es mayor cuando estas desarrollan al 1% de --
concentracibn de la fuente de Carbono que a concentracio-

nes mayores. En el caso de Candida garaps]losis {Ashford

Langeron et Talice) la concentracién 6ptima de la fuente
de Carbono es del 2%.
l.a concentracibn de los nutrientes varia en forma directa

en relacién a la concentracién de la fuente de Carbono.

2).- Los sustratos utilizados, melaza y cachaza, resultaron ade

3).-

cuados por su calidad como medios de cultivo asi como -
oor el desarrollo que en ellos se obtiene de las levadu-
ras estudiadas y porque constituyen nateriales de dese--

cho.

La materia prima utilizada, as? como los factores tempe-
ratura, pH, la Concentracién de los nutrientes y la velo
cidad de agitacién, afectan considerablemente la obten=-
ci6bn de biomasa en cuanto a la proporcibdn con que esta -

se produce y aparentemente a la calldad biolbgica de sus

protefnas
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5).-

6) .-

7) .-
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La finallidad especifica a la que se destinen las levadu-
ras aqul mencionadas y estudiadas, determinard la elec--
cibdn del medio de cuitivo a uvtilizar tomando en cuenta -
la respuesta que se desee obtener en base a la composi--

cibn quimica del productc.

M&s de un método "in vitro" debe usarse para determinar
la calidad biolbgica de las proteinas alimentarias en u-

na primera fase de trabajo y para ello se recomienda el

. ¢bmputo quimico y el indice integrado de aminodcidos e--

senciales de Oser.

Los nuevos productos proteicos obtenidos a partir de -~
fuentes no convencionales de nroteina, tienen que ser e-
valuados desde el punto de vista de calidad tiolbgica de
sus proteinas ya que van a ser usados en la alimentacién
del hombre y los animales, aunque en determinados casos

no vayan a ser empleados con una finalidad nutricional -

directa.

El contenido de amino&cidos esenciales, las caracterts-
ticas de la pared celular, el contenido de &cidos nuclel
cos, las condiciones bajo las que se procesen las levadu
ras y también las condiciones de almacenamiento de sus =
productos pueden afectar significativamente la calidad -

biolbgica de sus nrotefnas.
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Ademés de los pardmetros de desarrollo y la concentra---
cibn de nutrientes, estudiados en este trabajo; deberén
considerarse en futuros proyectos el efecto estimulante
que sobre el metabolismo de algunas levaduras tienen -

ciertos aminodcidos y minerales.
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