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I.- I N T R O D U C G I O N 

Las levaduras por ser microorganismos de fácil ere 

cimiento y por su alto contenido de proteinas y vitami 

nas, son consideradas como una fuente altamente alimenti­

cia. Por esta razón el objetivo de este trabajo es con -

tribuir a ampliar el conocimiento de levaduras aisladas-­

del aguamiel y pulque, de las siguientes especies: Saccha 

romyces carbajali, Pichia barragani y Torulopsis aquame -

llis. 

Concretamente, se pretendió hacer unac~antifica­

ción de los ác::;i:-dbs' n'WélBitmos · pi~ese'ri:te~:f. en<es:tas--levadul-J&&·, 

siendo esto de importancia para decidir si estas levadu 

ras pueden emplearse como alimento y por lo tanto produ 

círse en gran escala para ayudar en la dieta humana. 

Es bistí sabido que las levaduras que más se em .'"...,_ 

plean en la industria: 6acbharomyces cereviseae y Gandida 

utilis tienen un alto contenido de proteinas y vitaminas, 

sin embargo su contenido de ácidos nucleicos también es -
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alto, lo cuál es indeseable ya que el metabolismo de las-

bases púricas que contienen éstos, dá como consecuencia 

la formación de ácido úrico, que es un compuesto tóxico 

para el organismo; por tal motivo el empleo de la levadu­

ra como fuente alimenticia está limitada. 

Un hecho frecuente es el consumo de pulque por un-

amplio sector de la población, principalmente rural; deb! 

do a que éste es un producto de origen natural, que se o.!:!, 

tiene abundantemente de la "raspa" del maguey. El pulque 
- -

por su composición, cumple cierta función alimenticia, Y-

al parecer no tiene efectos tóxicos sobre las personas 

que lo consumen, muchas veces en forma rutinaria. Esta 

observación nos alentó a llevar a cabo esta investiga­

Ción y demostrar la posible toxicidad de esta bebida en 

las ·personas que lo ingieren, puesto que en ella encon 

tramos gran cantidad de levaduras, entre las que se en 

cuentran, las que son motivo de este estudio. 

En investigaciones anteriores (7.9), (7.10), se 

ha; encontrado que estas levaduras, al igual que las tra-
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dicionalmente empleadas, contienen un alto nivel de pro -

teínas y no sólo eso, sino que son capaces de desarrollar 

se, partiendo de sustratos muy simples y baratos como la­

melaza de caña, el agua de cocimiento de maíz, el sulfa -

to de amonio, etc. Esto es importante porque de ser pos~ 

ble la producción en gran escala de estas levaduras, ayu­

daría a que el proceso fuera costeable. 

En este trabajo se estudiaron tres levaduras y su­

contenido en ácidos nucleícos, de las especies que más 

abundan en el aguamiel y el pulque, para efectuar así un­

estudio comparativo, que al final nos permitió indicar 

cuál es la levadura que más convendría para la producción 

industrial, como fuente alimenticia. 
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II .- G E N E R A L I O A O E S 

Desde tiempo inmemorial el hombre ha utilizado 

las levaduras para fermentar zumos de frutas, para espon-

jar el pan y para hacer sabrosos y nutritivos ciertos pr2 

duetos alimenticios. 

Actualmente se emplean en procesos fermentativos 

muy diversos; para sintetizar vitaminas, grasas y proteí­

nas a partir de azúcares sencillos y nitrógeno amoniacal. 

Las levaduras son microorganismos ampliamente dis­

tribuidos en la naturaleza. Están presentes en frutas, -

granos, sustaa~mas azucaradas como el aguamiel en el que­

se encuentran en grandes cantidades, también las podemos-

encontrar en el suelo, aire y como patógenos tanto en ani 

males como en plantas (7.23). 

Las levaduras presentan células esféricas u ova 

les que miden de 1-5 micras de ancho por 5-30 midras o más 
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de longitud; son mononucleares y unicelulares. La pared­

celular que recubre la parte externa de la membrana cito­

plásmica limitante, está compuesta por polimeros de hexo­

sas y hexosaminas. En muchas levaduras, la estructura -

principal macrom~rlst:ular de la pared es la quitina, for­

mada por moléculas de N-acetil glucosamina. En algunas 

se han identificado complejos de polisacáridos y protei 

nas que poseen en abundancia residuos de cistina y al pa­

recer, la reducción reversible qe sus puentes bisulfuro 

se relaciona con la formación de yemas. (7.03). 

Las levaduras se pueden reproducir de tres mane 

ras: Por gemación, fisión o bien por esporas sexuales. En 

la gemación, la célula hija es en principio mucho menor -

que la célula madre, mientras que en la fisión se forman­

dos células pproximadamente iguales. 

La reproducción sexual, se logra a través de los 

siguientes pasos; 1) Un núcleo haploide de una célula ~ 

donante (macho), penetra en el citoplasma de una célula­

receptora (hembra). 



7 

2) Los núcleos del macho y de la hembra se fusio-­

nan para formar un núcleo cigótico diploide. 3) El.nú 

cieo diploide origina cuatro núcleos haploides por meio 

sis, algunos de los cuáles pueden ser recombinantes gené­

ticos. 

Las levaduras también poseen un metabolismo hete -

rótrofo, es decir que se nutren a expensas de compuestos­

orgánicos; puesto que no son organismos fotosintéticos. 

Sin embargo muchas especies son capaces de crecer en un 

medio mínimo; pueden soportar temperaturas de 5oqc o más, 

altas concentraciones salinas, medios extraordinariamente 

ácidos, etc. 

Una característica importante es que los hongos 

pueden ser inducidos, por medio de los sustratos conve 

nientes y análogos a formar las enzimas degradativas ca 

rrespondientes. (7.22). 
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T A X O N O M I A 

Las levaduras se han dividido fundamentalmente en­

dos grupos: Levaduras Ascosporógenas y Levaduras Anascos­

porógenas; además nay un tercer grupo de levaduras que no 

forman as~osporas, sino esporas semejantes a las ba,sidio~ 

paras, y están incluidas en la familia Sporobolomyceta 

ceas. 

LEVADURAS ASOOSPOROGENAS. 

Las levaduras ascosporógenas se incluyen en la fa­

milia Endomycetaceae, del orden Plectascales, clase Asco­

mycetes, división Eumycetes. 

La familia Endomycetaceae se caracteriza por el de 

sarrollo en forma de micelio, pseudomicelio, oidios o cé­

lulas de levaduras, juntas o aisladas. Multiplicación 

por división transversal o gemación. 

Presentan aseas desnudas resultantes de una conju-
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gación isogámica o heterogámica o bien por Partenogéne -­

sis¡ las ascosporas son esféricas o hemisféricas, angula­

res, fusiformes, de pared lisa, rugosa o corl· un reborde­

circular. Incluye especies tanto oxidativas como fermen­

tativas. Están incluidas dentro de esta familia las si -

guientes subfamilias: 

SUBFAMILIA A.- Eremascoideae. Incluye al género 

Eremascus. 

SUSFAMILIA B.- Endomycoideae. Con obs géneros 

Endomyces y Schizosaccharomyces. 

SUBFAMILIA C.- Saccharomycoideae. Comprende las 

tribus: 

Tribu A.-

Tribu B.-

Endomycopseae. Con sl género Endo -

mycopsis. 

Saccharomyceteae. Que incluye los -

géneros: Sacbharomyces, 3orulaspo­

ra, Pichia, Hansenula, Debaryomyces 

y Schwanniomyces. 



Tribu .··C.-

lO 

Nadsonieae. Son los géneros 

Saccharomycoides, Hanseniaspora Y­

Nadsonia. 

SUBFAMILIA O.- Nematosporoideae,_ Comprende los -

géneros: Monsoporella, Nematospo­

ra y Coccidiascus. 

LEVADURAS ANASCOSPORDGENAS. 

Las levaduras anascospor6genas son aquellas que 

no forman esporas. Lodder .las dividi6 en tres familias:­

La familia Nectaromycetaceae, Rhodotorulaceae y Torulopsi 

daceae. En la primera se incluyen levaduras de los nécta 

res de las flores y que en algunas especies se muestran 

en grupos de cuatro células, en forma de cruz; a veces 

se generan conidias en la superficie de las colonias. 

Mientras que en la segunda se encuentran levaduras que p~ 

seen pigmentos carotenoideos rojos, amarillos y anaranja­

dos; no son fermentativas, siempre utilizan para la respi 

raci6n ia glucosa, la levulosa, la manosa y a veces otros 



azúcares i asimilan siempre asparagina, urea y peptona:~ 

Esta familia comprende sólo el género Rhodotorula. 

ll 

En la última familia se incluyen la mayoría de las 

levaduras silvestres presentes en el aire, tierra, raíces, 

cadáveres, etc. Presentan reproducción por gemación uni­

pfular o bipolar principalmente, aunque puede haberlas mu! 

tipolares. En ciertas especies las células forman pro 

longaciones que asemejan tubos de copulación; pueden o no 

formar velos en los medios líquidos, algunos géneros for~ 

man pse1.4dornioelicr¡;¡ c.on apar.a;tos .·:esporifevos v _ · No··pt;Js!3en­

pigmentos ::d¡;r natur.aleza carotenoide, asimilan algunos azQ 

cares y substancias nitrogenadas; son formas imperfectas­

de la familia Endomycetaceae, de la~J~iual seguramente deri 

van. Comprende las subfamilias. 

SUBFAMILIA Torulopsideae. No forma micelio ni 

pseudomicelio ni aparato esporifero. Mientras que en la­

SUBFAMILIA Mycotoruloideae si_ se observa micelio, pseudo­

micelio y aparato esp6rifero. 
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LEVADURAS QUE FORMAN BASIDIOSPORAS. 

Estas levaduras están comprendidas dentro de la-

familia Sporobolomycetaceae, que son hongos microscopicos, 

que se propagan principalmente por brotes, como en los · :..;., 

Saccharomycetes que producen esterigmas simples, bi~urca­

dos y rara vez ramificados, forman esporas apiculadas, 

brillantes y hialinas que al madurar, son arrojadas de 

manera semejante a las esporas múltiples de los verdade ~ 

ros Basidiomycetes. Las esporas cuya forma es semejante­

a los basidiosporas mÚltiples, pueden formar esporas se·~ ... 

cundarias 1 como la basidiosporas múltiples de los protob~ 

sidiomycetes. En esta familia Oerx incluy6 dos g~neros 

Sporobolomyces y Bulleria. (7.07; 7.25). 

FISIOLOGIA DE LAS LEVADURAS 

La degradaci6n de los afúcares, como la glucosa, 
' 

se realiza por procesos anaerobios (fermentaci6n), o aero 

bias (respiraci6n). El proceso más caracteristico es el-
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ciclo anaerobio que se conoce comunmente como fermenta 

ción alcohólica. Representado en la siguiente ecuación: 

+ 2CO Í 
2 

Esta fermentación ocurre según el esquema de 

Embden-Meyerhof (7.22); si los cultivos se exponen a la­

acción del aire durante el crecimiento, el proceso fermen 

tátivo se detiene en favor de trayectorias oxidativas. -

Los di, tri y polisacáridos deben ser hidrolizados preví~ 

mente para poder ser fermentados por las levaduras (7.25). 

La capacidad que tienen ciertas levaduras de asi 

milar compuestos como la xilosa, la 0-ribosa, almidón, 

asparagina, etc; sirven como una de las bases para la 

identificación de las levaduras (7.26). 

Las levaduras estéh constituidas de proteínas, li­

pidos, azúcares, vitaminap y ácidos nucléicos. Se ha 

visto que estos últimos ~se encuentran en alta concentra-
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ción, cuando menos en las levaduras hasta hoy estudiadas., 

En virtud de la importancia que tienen los ácidos nucléi­

cos, se han desarrollado varios métodos destinados a la­

determinación de su concentración; antes de menmionar di­

chos métodos es conveniente recordar la bioquímica del á­

ácido ribonucleico (RNA) y del ácido desoxirribonucléico­

(DNA). 

ACIDDS NUCLEICDS 

Los ácidos nucléicos están constituidqs por unida­

des estructurales llamadas mononucleótidos, que constan -

de tres componentes característicos: l) Una base nitroge­

nada; 2).Un azúcar de 5 átomos de carbÓno y 3) Acido fos­

fórica.· (7.18). 

Las bases nitrogenadas son de dos clases: Bases 

Púricas-y Bases Pirimidicas. En los nucleótidos existen­

por io general 2 bases púricas que son: la Adenina y la­

Guanina (A y G·respectivamente) y tres bases pirimídicas-
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que son: Uracilio, Timina y !!::i¡¡tosina (u, T, C respectiva-., 
mente). 

Las propiedades de las bases púricas y pirimidicas 

son muy semejantes; su solubilidad en el agua es muy li~ 

tada, todas ellas existen en formas taut6meras. Los áto­

mos de los nitr6genos del anillo de la pirimidina-y de la 

purina son debilmente básicos con valores de pK' de 9 a -

lO, por encima del cuál pierden sus protones. Todas las­

bases púricas y pirimidicas absorben fuertemente la luz -

ultravioleta en la zona de 260 y 280 nanometros, la long,;h 

tud de onda de máxima absorai6n es aproximadamente de 

260 nm. Esta propiedad es útil para el análisis cuantit~ 

tivo de bases libres, nucle6sidos, nucleótidos y ácidos -

• nucléicos. Las bases se separan facilmente mediante ero-

matografia en papel o en capa fina. 

Cuando los nucle6tidos se someten a hidrólisis p~ 

aial y pierden su grupo fosfato se obtienen los nucleósi-

dos que son N-glucósidos de las bases nitrogenadas en que 
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P I R I M I D I N A S 
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el átomo de carbono 1 de la pentosa se une por enlace bs­

ta-glucosidico al átomo de nitr6geno N
1 

de la pirimidina­

o al N
9 

de ¡a purina. La pentosa siempre se encuentra -

como furanosa. Los nombres triviales de los nucléosidos-

principales son: Adenosina, Guanosina, Citidina, Uridina, 

2-desoxiadenosina, 2-dssoxiguanosina, 2-desoxicitidina Y-

2-desoxitimidina. Los nucle6sidos son más solubles en el 

agua que los nucle6tidos de los que provienen. Se sepa-

ran facilmente por cromatografia de papel o capa fina, 

son más estables en disoluciones alcalinas, pero se hidro 

lizan facilmente al calentarlos con ácidos. Los nucle6si 

dos pirimidicos son más resistentes a la hidrólisis que -

los nucle6sidos purinicos. (7.18). 

Las purinas A y G y la pirimidina C son comunes 

tanto al ANA como al DNA, pero algunos ácidos desoxirri­

bonucléicos contienen 5-hidroximetilcitosina. 

Los nucle6tidos de pirimidina son difíciles de hi-

drolizar mientras que los de purina son relativamente fá-
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ciles de hidrolizar, por lo que en las reacciones de co;'­

lor de los azúcares sólo los pertenecientes a los nucléó­

tidos de purina reaccionan. 

Los nucleótidos son ésteres fosfóricos de los nu -

cleósidos en los que el ácido fosfórico esterifica uno de 

los grupos hidroxílicos libres de la pentosa. Se encuen­

tran en forma libre ~n las células, por hidrólisis par 

cial de los ácidos nucléicos, debido a la acción :de las 

nucleasas; predominando los que poseen el fosfato en pos! 

ción 5'; ya que las reacciones enzimáticas de síntesis y­

de ruptura de los ácidos nucléicos ocurren a través de -

los 5' fosfatos de los nucléósidos. 

En el caso de los desoxirribonucle6tidos existen -

2 sitios suceptibles de esterificarse, los 3' y los 5~ de 

la desoxirribosa; mientras que en el caso de-los riboñu 

cleótidos la posición 2', 3' y 5' pueden esterificarse. 

Se conoce· también un 2' 3'-Fosfato ciclíco de adenosina. 

Los mononucleótidos de ambas series son ácidos 
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fuertes ya que los valores de pK' de los dos protones di­

sociables del ácido fosf6rico son 1.0 y 6.2 aproximadame~ 

te. A pH de 7 los nucle6tidos libres existen, por lo 
= 

tanto, fundamentalmente en la forma de R-0-PO- en donde 

R es el grupo nu-cle6sido. Los mononucle6tidos se separan 

facilmente por electroforésis en papel o por cromatogra -

fia de intercambio i6nico, de papel o de capa fina. El -

grupoZ5'-Fosfato de los mononucle6tidos es relativamente­

estable a la hidr6lisis .ácida, sin embargo la enzima 5'-­

Nucle6tidasa puede hidrolizar el fosfato en esta posici6n 

sin atacar el enlace N-Glucosídico. 

Todos los ribonucle6sidos y lms 2-desoxirribonu 

cleosidÓs se encuentran también en la célula en la forma-

de ·5'-difosfatos y 5' trifosfatos, es decir, en forma de-
- -

ésteres de los ácidos 5'-pirofosf6rico y 5'~trifosf6rico-

de los nucle6sidos, Los grupos fosfato específicos de 

estos compuestos se denominan por alfa, beta y gamma. 

Los grupos fosfato de estos nucle6sidos pueden ser 

hidrolizados selectivamente por enzimas específicas, Tam -
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bién se hidrolizan completamente por ebullición con ácido 

clorhídrico lN durante 7 minutos, sin que se divida el 

enlace alfa-fosfato, pero este procedimiento hidroliza-­

también el enlace N-glucosídico. 

Los nucleósidos 5'-tfifosfato, actúan como precur-
' 

sores ricos en energía de las unidades mononucleótídicas-

en la síntesis enzimática del ONA y del ANA; durante es -

tas reacciones pierden un grupo pirofosfato terminal y se 

transforman en los restos monofosfatos de nucleósidos ~e-

los ácidos nucléicos. 

La umión de varios desoxirribonucleó±idos enlaza -

dos covalentemente, constituyen el ácido desoxirribonuclei 

co, mientras que la unión de los ribonucleótidos constit~ 

yen el ácido-ribonucl@ico; ambos ácidos comparten cierto­

número de propiedades físicas y químicas, puesto que sus­

unidades mononucleotídicas se encuentran unidas covalente 

mente, mediante puentes fosfodiéster de la posición 3'de­

un mononucleótido a la posición 5' de ot~o (7.18). 
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DNA (Acido Desoxirribonucleico). 

El []\JA está constituido por cuatro unidades monong:¡­

cleotidicas: 
/ 

l) Aoido desoxiadenosin-5'-fosf6rico (Aaido deso:·\b_ 

xiadenilico; dAMP); 

2) Aoido desoxiguanosín~5'-fosf6rico (Aaido deso -

xiguan!l~o; dGMP); 

3) Aoido desoxicitidin-5'-fosf6rioo (Aoido desoxi­

ci ti dilico; dCMP); 

4) Aoido ctesoxitimidin-5'-fosf6rico (Acido desoxi­

timidilico; dTMP); que se hallan unidas en diferentes se 

cuencias, mediante puentes 3'-5' Fosfodiéster, según la­

especie del organismo del que provenga. 

Además del DNA nuclear pueden existir moléculas 

de DNA que constituyen plasmidios o episomas. El DNA nu­

clear está asooiado con proteinas básicas llamadas histo-

nas. 
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RNA (Acido RibonucléicoJ. 

Existen tres tipos principales de RNA; el RNA men­

sajero (RNAm); el RNA ribosómico (RNAr) y el RNA de trans 

rerenciá (RNAt). Con un peso molecular característico e~ 

da uno y una determinada composición de bases agrupadas -

en una sola cadena. En la mayoría de las células hay de-

5 a lO veces más RNA que DNA. 

RNA mensajero (RNAm). 

El RNAm consta de cuatro bases: A,G_:j¡;; y u, ~e:·~$';i;n:p~ 

tiza en el núcleo durante el proceso de transcripción, a 

partir del ONA cromosómico. Las bases del RNA son compl~ 

mentarias de las Etel ONA cromasómico. Después de este 

proceso el RNAm pasa a los ribosomas en donde actúa como-, 

patrón en la ordenación secuencial de los aminoácidos, 

durante la síntesis de las proteínas. Los tripletes de 

nucleótidos (co.dones) del RNAm, especifican la secuencia­

aminoácídica de modo.colineal. 

RNA 'de Transferencia (RNAt) 
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Las moléculas del RNAt son relativamente pequeñas, 

actúan como portadoras de aminoácidos para la síntesis 

protéica. Contienen de 75 a 90 unidades mononucleotídi 

cas ; existe cuando menos un RNAt para cada uno de los 

veinte aminoácidos que se encuentran en las protéinas. 

El RNAt puede encontrarse en forma libre o "cargado" con-
- -

sus aminoá~idos correspondientes, en este caso el grupo 

carboxil~ del aminoácido se haya esterificado al grupo 

2' o 3' hidroxilo del resto del ácido adenílico terminal-

situado al extremo de una cadena polinucleotídica del 

RNAt; se caracterizan por contener hasta un lO% de bases-

secundarias, que son en su mayoría formas metiladas de ~­

las bases normales; contienen además mononucle6tidos poco 

frecuentes, como los ácidos pseudouridilico y ribotimidí-

lico. 

El grupo hidroxilo 2' 6 3' del ácido adenílico 

terminal se esterifica enzimáticamente por un alfa-amino-

ácido especifico y rinde la forma activa o de transferen-

cia, es decir el aminoacil RNAt. 
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RNA ribos6mico (RNAr). 

El RNAr constituye hasta el 75 io del resto de -

los ribosomas, se puege extraer con renal apareciendo en­

tres formas caracteristicas que sedimentan a 23 s, 16 S y 

5 S respectivamente. La runci6n del RNAr aún no está 

clara. (7 .lB). 

Los ácidos nucléicos pueden ser hidrolizados por -

la acoi6n de enzimas tales como el veneno de la serpiente 

de cascabel o la rosrodiesterasa del Bazo bovino que son­

exonucleasas, asi como la desoxirribonucleasa I del pán -

creas bovino y la ribonucleasa II cristalizada. del bazo,­

el timo, etc; que son endonucleasas; la acoi6n de éstas­

enzimas es selectiva sobre ciertos enlaces del polinucle~ 

tido. 

La hidr6lisis puede ser también lograda por medio­

de la acci6n de ácidos y bases. En medio ácido a pH de 3 

se logra una hidr6lisis selectiva del DNA por la ruptura­

de los enlaces beta-glucosidicos entre ·las bases púricas-
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y la desoxirribosa; los enlaces pirimidina-desoxirribo 
. -

sa y los del esqueleto permanecen inalteraaos, la subs 

tanoia resultante se denomina ácido purinico. 

El DNA no es hidrolizado por las bases, míen 

tras que el RNA si lo es, obteniéndose una mezcla de ~ 

nucle6sidos 2 1 y 3' fosfatos y además pequeñas canti-­

dades de 2', 3•-monofosfatos cíclicos de nucle6sidos -

(7.18). 

DETERMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS 

La estimaci6n de los ácidos nucléicos se basa-

en reacciones más o menos especificas, o propiedades -

de bases orgánicas, pentosas y fosfato; los cuáles se-

consideran generalmente que existen en cantidades equ! 

moleculares en las moléculas patr6n. Ha sido costum-

bre cuantificar las bases por espectrometria ultravio-

leta, aunque se conocen reacciones químicas especifi -

cas; los azúcares por las reaooiones colorimétribas de 

la pentosa con el oroinol y de la desoxirribosa con la 
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difenilamina y otros compuestos;;y el fosfato por el 

método de Beremblum, Chain y Heatley. (7.33, 7.12). 

A con tinuaci6n se mencionan -~algunos de los mé-

todos más comunmente empleados en la determinaci6n de­

los ácidos nucléicos. 

Los:-primeros métodos se basaban en la hidr6li­

sis alcalina ·de los ácidos nuoléicos. Actualmente es-

te tratamiento se ha abandonado definitivamente por la 

co¡nprobada inestabilidad del RNA bajo estas condicio -

nes. Durante un tiempo este tratamiento fue sustitui-

do por el uso de soluciones ~m~as de alta fuerza i6-

nica que propiciaban la disociaoi6n de las nucleopro -

teicas en sus componentes. Más recientemente se obser -
v6 que el empleo de detergentes como el Dodecil sulfa­

to de sodio permitían obtener moléculas de RNA de mayor 

peso molecular que con otros métodos. (7.17). 

La preparaci6n de ribonucleato de sodio con el 

empleo de Dodecil sulfato de sodio consiste primero 'en 
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la separaci6n de ribonucleoproteínas, usando solución­

salina fisiológica que las aparta del material insolu­

ble. A continuación estas se precipitan a un pH de 

4.5 en frío. El RNA es disociado gradualmente del 

complejo de ribonucleoproteína mediante el Dodecil su! 

fato de so dio, que parece bloquear la acción de las 

enzimas que pueden degradar parcialmente al ácido nu 

cléico. Este último se precipita entonces en presen 

cia de un cloruro de sodio molar, adicionando 2 volú 

menes de etanol. Un segundo tratamiento con el deter­

gente, proporciona una mayor desproteinización, la 

cual se completa por centrifugación a alta velocidad­

en frio y a pH de 4.5 (7.08). 

Se han empleado métodos para la preparación -

de RNA con el hidrocloruro de guanidina, obteníendose­

un producto de peso molecular relativamente elevado y­

casi libre de proteínas, sin embargo se-requiere un 

tratamiento con una mezcla de dloroformo y alcohol etí 

lico para remover la proteína residual. (7.17). 

Se han empleado diferentes tipos de células 
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para la obtenci6n de ácidos nucleícos; las levaduras -

constituyen una buena fuente para aislarlos, sin emb~ 

go se han obtenido resultados muy variados de RNA, es­

to t se debe a la presencia de diferentes ácidos ribo -

nucleícos en las células, a la degradación enzimática­

paroiál y a J. a parcial degradación química. ( 7 .27) • 

Algunos métodos tienden a minimizar la degra -

daci6n enzimática y otros la degradaci6n química. Con 

el uso de diferentes concentraciones de detergente, y 

diferentes tiempos de calentamiento para efectuar una­

máxima extracoi6n del RNA; se estableci6 una concen 

traciün de 0.5ia de Dodecil Sulfato de Sodio a pH de 7 

y un calentamiento de 3 minÜtos, para lograr la compl~ 

ta inactivaci6n de la ribonucleasa del páncreas bovi -

no. (7.08, 7.17). 

Mediante el método descrito se logra la preci­

pitaci6n del 70 ia del RNA presente. También se debe­

de considerar que dado que el contenido de DNA es muy­

pequeño (menos del 2ia del RNA), la determinaci6n del -
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RNA es practicamente cuantitativa. (7.05). 

Schneider desarrolló un: método basado en ex 

tracciones con ácido tricloroacético fria (TCA), alco­

hol y alcohol-eter, el residuo del tejido es cálenta-­

do en ácido tricloroacético al sra por l5 minutos entre 

90 y 95°C. El RNA y el DNA son hidrolizados, no asi 

las protéinas que permanecen insolubles. Siguiendo 

este procedimiento se separan todos los azúcares reac­

tivos; pero cantidades apreciables de fósforo quedan -

unidas a las proteinas. (7 .26). 

El método de Schneider pusHe verse afectado 

por una precipitación incompleta de la proteina. Otra 

dificultad es la interferencia de la absorción del áci 

do tricloroacético en la medición por ultravioleta de 

los ácidos nucleicos, No obstante, el método es útil­

ya que no se requiere la separación del DNA y RNA para 

su estimación, ya que la determinación se basa en reac 

ciones coloridas caracteristicas para las pentosas y -

deoxipentosas. 
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Ogur y Rosen logran la separación de los áci ·­

dos nucléicos aprovechando que el RNA se: so.lui:Jiliza ,con 

ácido perolórico lN a 4°C por 18 horas, mientras que -

el ONA permanece insoluble, sin embargo puede solubi 

lizarse por tratamiento con ácido perclórico 0.5 N 

durante 20 minutos a 70°C. (7.20). 

Como ya se mencionó q.ntes la cuantificación de 

los ácidos nucléicos también se puede efectuar en base 

a las reacciones de sus azúcares constituyentes con 

ciertos reactivos, ejemplos de esas reacciones son las 

siguientes: Prueba de la Oifenilaminar,· Prueba de la 

p-Ni trofenilhidrazina, Prueba d:el: In:cli;;Jl,. Pr.ueb.a :cle:.la ..... 

Cisteina, Prueba del Triptofano; étiles para cuantifi­

car el DNA; Prueba dei Floroglucinol:y Prueba del Or 

cinol que nos permiten medir las cantidades de RNA. 

(7.05, 7.12). 

La prueba de la Difenilamina se basa en la fo!, 

maoión de un bolar azul cuya máxima absorción ocurre­

entre 595 1y 600 nm; cuando el D\IA es calentado a 1.00° G 
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con el reactivo en una mezcla de ácido acético glacial 

y ácido sulfúrico; al parecer el color se debe a la -

formación de w-hidroxilaevulaldehido que subsecuente -

mente se condensa con la tlifenilamina. 

Con objeto á$ tener mayor especificidad se 

utiliza la diferencia de las dens:Ldades ópticas a 595-

Y 650 nm. (7.33). 

La prueba de la ~~itrofenilhidrazina se fun-­

damente en la reacción que ocurre entre este compuesto 

y la deoxirribosa, formando un compuesto colorido cu~ 

do esta en presencia de ácido tricloroacético calien 

te. La densidad óptica se lee a 560 nm. en donde se 

detecta un color púrpura. La prueba anterior y ésta -

tienen sensibilidad semejante. 

En la prueba del Indol ocurre la formación 

de un compuesto de bolor.amarillo-café cuando el DNA­

se calienta con Indol en solución de ácido clorhidri -

ca. Este método.es lO veces más sensible que la reac­

ción de la Difenilamina; se utilizan extracciones con-
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ácido perclórico ya que el ácido tricloroacético inhi­

be la reacción con el Indol. (7.12). 

Mediante la reacción de la Cistsi.na y el áci -

do sulfúrico con el DNA se puede hacer una estimación­

directa del ONA, puesto que las pentosas no dan reac -

ción colorida con el ácido sulfúrico y la cisteina. 

Se encontró que la concentración óptima de Cisteina p~ 

ra un máximo desarrollo de color fue de O .05 m1, de 

hidrocloruro de cisteina al 5io con 5 ml~ de ácido olor 

higrico al 7Dio. No obstante este método no es especi­

fico puesto que el reactivo se combina también con el­

ácido foafoglicérico, glucosa-1-fosfato, glucosa-6-fo~ 

fato, etc.; lo cual no importa cuando se :utiliza el 

método de Schneider (mencionado con anterioridad, 7.30). 

El método del Triptofano no es especifico pa -

ra el DNA, puesto que reacciona también con el RNA. 

Con el primero da un color rojo y con el RNA un color­

verde. (7 .05). 

En los métodos colorimetricos para la determi-
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nación del RNA no se cuenta con la misma sspsci fici -

dad que en los métodos para la dsterminaci6n del DNA,-

debido a que se utilizan reaccionas más o menos gsnsr~ 

les para las psntosas. Se trata de aumentar la ssps-

cificidad aumentando el pH, la temperatura, en fin ba­

jo condiciones cuidadosamente aontr.Oladas que favorsz-

can la convsrsi6n de ribosa a furfural, que ss capaz -

de reaccionar con varias substancias cromogénicas. Una 

de las más empleadas es el Floroglucinol, que no reac­

ciona con el ONA; otro método emplea orcinol con mlor.~ 

ro férrico o cloruro cúproso como catalizadorss. Un -

tercer método es el de la p-Bromofenilhidrazina en el-

que el furfural es sxtraido por el xilsno antes de 

efectuar J.a reacción. (7 .ll). 

Otros métodos que se emplean para la cuantifi­

caci6n de los ácidos nuclsicos son aquellos que se ba­

san en la absorción de sus bases púricas y pirimidicas 

en la rsgi6n ultravioleta; para ello los -átiaos nuclsi 
. -

cos son hidrolizados con ácido tricloroacético o ácido 

psrcl6rico, puede existir interferencia por la prsssn-
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cia de aminoácidos aromáticos, lo cual se compensa em­

pleando un blanco tratado de la misma manera que el 

problema. 

Las bases púricas y pirimídicas no sólo se pue­

den determinar por absoroión ultravioleta sino también 

por medio de reacciones coloridas específicas. Por -

ejemplo la Timina que forma un color rojo con el reac­

tivo diazo de Koessler y Hank en solución alcalina Y­

en presencia de un agente reductor. El Uracilo bromi­

nado y la Citosina reducen el arsenotungstato. Las 

demás bases no reaccionan después de la brominación. 

La Guanina produce un grado significativo de color de~ 

pués de la brominación, pero puede ser facilmente remE 

vida por precipitación con sales de plata. La extin -

ción producida por el Uraoilo es casi el doble de la -

obtenida por la cantidad equimolecular de Citosina, 

(7.11, 7.05). 

La cuantificación de los ácidos nucleícos tam­

bién se puede lograr por el análisis del fósforo. Por 

ejemplo el método de Berenblum, Chain y Heatley que de 
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termina la cantidad de ácido fosf6rico del núcleo y -­

el fósforo de las fosforoprotsinas, habiendo eliminado 

completamente los lipidos y los compuestos fosforados­

ácido solubles. Considerando que la cantidad de las 

fosfoprotsinas en la mayoría de los tejidos es mucho 

menor que la cantidad del fósforo de los ácidos nuclef 

cos, el métcido nss dá una bu~ a aproximación de la 

cantidad de fósforo presente en los ácidos ·numTÍÜGos .-

(7.27). 

A partir de los compuestos fosforados obtsni -

dos por el procedimiento anterior, Schmidt y Thannhau­

ssr hacen la determinación; para ello la mezcla de las 

fracciones obtenidas por el procedimiento anterior es 

particionada en sus componentes por hidrólisis alcali­

na con sosa o potasa lN durante 16 horas; el DNA perm~ 

neos insoluble mientras que el ANA se trans!Forma ints­

gramsnts en nuclsótidos sin formarse fosfato inorgáni­

co y el fósforo de las fosfoprotsinas, se convierte -­

totalmente a fosfato inorgánico. (7.26). 



III.- M A T E R I A L Y .M E T O DO S 

3.1.- Equipos 

3.1.1.- Cristaler.ía en general 

3.1.2.- Mesa rotatoria de 200 rpm. 

3.1.3.- G-24 Enviromenta1 Incubator Shaker, 

New Brunswick Scientific CO; Inc; 

New Brunswick, N. J. U.S.A. 

3.1.4.- West(J?,J.ia Separator A.G. 

De1de/Alemania; Tipo; L.W.A. 205 

12 rpm~ 

3.1.5.- Centrifuga LOURDES. 

Mod. No. 10Í9 

Vo1ts. 115, 60 ciclos, watts 1150. 

3.1.6.- Automatic Refrigerated Centrifuge. 

RC2-B SOP,VALL. 
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3.1.7.- Superspeed Refrigerated Centrifuge RC-5 

Oupont Instrumenta SORVALL. 

3.1.8.- Balanza analitica Mettler, modelo 85. 

3.1.9.- Balan~a granataria OHAUS 1201. 

3.1.10.-Autoclave Modelo Al252/LE, para fermentador. 

3.l.ll.-Espectrofot6metro Ultravioleta. 

Car1 Zeiss,Germany; Modelo PMQII, 48954. 

3.1.12.-Espectrofot6metro Zeiss 
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Industrias Carl Zeiss de México; Modelo PM2A. 

3.1.13.-Colorimetro; Spectronic 20. 

Bausch & Lomb. 

3.1.14.-Microscopio de Cbntraste de Fases. 

REICHERT. 

3.1.15.-Microscopio Optico. 

3.1.16.-Branson Sanie Power Gompany 

Oanbury Connecticut Sonifier 

Power Supply B-12, watts 150. 



3.1.17.- Homogenizador. 

Tri-R Instruménts Rockville Centre; N.Y. 

··Modelo K45; serie 6725. 

3.l.1B.- Vortex Jr. Mixer. 

Soientific Industries Inc. 

Springfield Masso 1103 

Modelo K-500-J. 

3.2.- MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS 

3.2.l.- Medio de Aislamiento. 

Melaza ..•••••.. s •••••••••••• 10 .o G. 

:::Extracto de L.evadura •••••••• l10 g. 

KH
2 

PO 
4 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O ~ 2 g • 

Agar ........................ a • 2 • O g. 
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Ag·ua des ti lada •••• 1 1 •• 1 1 1 1 •• 1 e. b • p 1 lOO ml. 

pH ••••••••••••••••••••••••••• 5.0 

NOTA: Para el medio líquido no se utiliz6 agar. 
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MEDIOS DE.IDENTIFICACION 

3.2.2.- Medio de Beijerinck para azúcares. 

KH
2

PO 
4

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O .l g 

'-
MgSO 

4
• 7H

2
o ••••••••••• · •••••••••••• o .05 g 

Agar • ••••••••• -••••••••••••••••.•••• 2 .O g 

Agua des tila da •••••••••••••••••••• o. P.~ p. lOO ml 

pH ••••••••••••••••••••••••••••••• 5.0 

NOTA.- Los azúcares utilizados en el ensayo fueron: -

Manosa, Fructuosa, Sacarosa, Arabinosa, Oextr.!?. 

sa, Lactosa, Galactosa y Rafinosa en cantida -

des de lo/o. 

3.2.3.- Medio de Beijerinck para nitrógeno. 

Glucosa ..•...•.................. 2.0 g 

KH
2

Po
4 
•••••••••••••••••••••••••• 0.1 g 

. 
MgS0

4 
7H

2
o •••..••.••••••.•.•.••• 0.05 g 
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Agar. 11 • , • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 2 .O g 

Agua destilada••••••.••••••• c,b,-p. lOO ml. 

NOTA.- Fuentes de nitr6gsno No;, Ursa, Asparagina y 

Peptona; se utilizaron cantidades al lo/o. 

3.2 .4 .- Msc:ti.o de Fsrmsntaci6n. 

Melaza,., •••••••••••••• 1000,0 g· 

(NH
4

)
2

so
4

••••••••••••• 50.0 g 

KH
2

Po
4

••••••••••••••••• 10.0 g 

Agua de cocimiento de ma:fzr.,:. ~ • • ·~~.0 g 

Agua destilada , , • • • • • • • c,.b~P.• lO 000 ml. 

pH ~ • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 5. O 

NOTA.- A estos tres medios se les ajusta el pH a 5,0 
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Los medios antes citados se prepararon disol -

viendo en agua destilada las cantidades de cada uno de 

los componentes. Posteriormente el medio ya preparado 

se le ajustó el pH y se esterilizó en el autoclave a -

l21°C por 20 minutos. 



c:OGIOt:Mf-1 UITJ:XD>:OO Vl>ffA l.A DETERMiNACIÓN DE ACIDOS NUCLEIOOS (Dr. Sergio Sánchez) 

1) Crecimiento 500 ml 2) Centrifugar y lavar con NaCl (0,85%) 
(Cepas I, ·II, III; 500 ml de c/u) 

3) Resuspender en el mínimo volumen de 
Sol, amortiguadora de NaCl 0.15 M-EDTA 0.1 M 
pH 8.0 

:;;:- 4) Romper células 5) Centrifugar 
(por el método a 15 000 rpm 
que se·requiera) por 20 min, 

6) SOBRENADI'NTE 7A) Extracciones t:on fenol saturado. 8) Centrifugar 
(Las veces que sea necesario) en rotor HS4 

l 
7) Alícuota para determinar 

Proteínas por LOWRY. 

17) Resuspender en Sol amortiguadora Tris-EOTA 

t 
----~ 18) Determinar es­

16) $ecar con aire los Acidos Nucléicos por 1 hora, 

pectrofotmétr! 
cemente el CO!:!, 
tenido de ONA. 

. t· 
15) Centrifugar y decantar sobrenadante. 

i 
14) Precipitar Nucléicos con Etanol frio de 96° 

a 7 000 rpm por 
10 min B 4°C, 

! 
9) Tomar fase acuosa 

y precipi ter nu-:­
cléicos con eta­
nol frio de 960 y 

. NáCl 5M1 toda la-

noche, i 
10) Centrifugar y d~ 

ca1tar sobrenadB!:!, 
te, 

1 
11) Secar·los Acidos Nu-y NaCl y dejeir reposar toda la noche . 

· '\ · cl:eicos~o:m aire por 1 hora. 

13) Tratar con NaOH lN por 20 min. 12) Resuspender en sol, amortiguadora Tris-EOTA Y d~ 
a 70°C para degradar al ANA. termihar espéctrofotométricamente los Acidos Nu­

NOTA: Cepa I: Saccharomyces carbajali. 
Cepa II: Pichi a. barragani, · 
Cepa III: Torulopsis aquamellis. 

cléicos. TÓtales, · 
fJ 
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3.3.- M E T O O O S 

3.3.1.- Método de Aislamiento: 

El aislamiento de las levaduras se efectuó por 

el método de la estria, inoculando una asada de agua -

miel en placas de medio para aislamiento (3 .2 .1~·· De­

las colonias desarrolladas se tomaron aquellas, cuyas­

caracterlsticas morfológicas correspondieron a las des 

critas por Ru!z Dronoz (7.23). Dichas colonias se ino 

cularon en caldo (3.2.1); para observar las caracter!s 

ticas macroscópicas y desarrollo en medio líquido. 

De las cepas seleccionadas, se:.;procedió a ob -

tener cultivos puros. 

3.3.2.- Obtención de Cepas Puras ·de las Leva-

duras: Pichia barragani, Torulopsis aquamellis y Sacch.a 

romyces carbajali .ai.sl_a~as del aguamiel 

El método empleado para obtener pultivos puros, 
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fué una modificaci6n del método de Lindner (7.21); con 

sistente en lo siguiente: se efectuaron diluciones de­
-l -5 

las cepas aisladas desde lO a 10 y de éstas se co-

locaron de 3 a 5 got:iL.tas en un cubreobjetos previamen­

te esterilizado a la flama, el cuál se invirti.D' sobre 

un portaobjetos excavado, que contenía una gota de :·'!"'" 

agua estéril, de tal manera que las gotitas quedaron -

dentro de una pequeña cámara estéril y húmeda, Con la 

ayuda del microscopio y con el objetivo de lOO X se ob 

servaron las gotas y se marcaron aquellas, en las cuá-

les, hubo una sola célula; después por medio de un pe­

queño papel filtro estéril se absorvi6 la gota y se 

deposit6 en un tubo con caldo estéril (3,2.1); después 

de la incubaci6n se observ6 el desarrollo de-la leva-

dura, 

3,3,3.- Métodos de identificaci6n. 

3,3.3.1.- Método de Beijerinck para Azúcares; 

Para clasificar a las cepas en estudio, fué -
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necesario seguir el método ideado por Beijerinck, para 

la asimilación de azúcares, en el cuál se utilizó el -

medio de Beijerinck (3,2 .2,). El medio fundido se vir 

tió en una caja de petri que contenía 2 ml, de la sus­

pensión de levaduras, se homogenizó la mezcla y se es­

pero a que solidificara, después se procedió a colocar 

una p~queña cantidad de los azúcares prueba en sitios­

de la placa previamente marcados. Posterior.mente se 

incubaron las cajas a una temperatura de 28°C; obser 

van do los resultados a las 24 y 48 horas. 

3,3,3.2,- Método de Beijerinck para Nitrógeno: 

Para determinar la asimilación del nitrógeno,~ 

también se empleó el método auxonográfico de Beijerinck 

utilizándose para ello el medio de B:Bijerinck. (3,2,3). 

El procedimiento fué similar al método de Beijerinck·­

para azúcares, sólo que en lugar de azúcares se proba­

ron diferentes fuentes de nitrógeno. Los resultados -

se observaron a las 24 y 48 horas. 
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3.3.4.- Pruebas de Fermentaci6n: 

También se realizaron pruebas de fermentaci6n­

de azúcares, empleando para ello el método de Henrici, 

(7.23). Para ello se utiliz6 agua peptonada que con -

tenia 2% de los siguientes azúcares: Glucosa, Levulosa, 

Xilosa, Manosa, Galactosa, Sacarosa, Maltosa, Lactosa, 

Rafinosa y Arabinosa. 

Se :utilizaron tubos de 25 cm por 150 mm, den 

tro de las cuáles se colocaron pequeños tubos de 

Wassermann invertidos (lO cm por 75 mm), para recoger­

el gas. Se boloc6 el agua peptonada con el azúcar -­

que sa iba a probar, se inocularon con la cepa proble­

ma y después de la incubación a 28°C se hizo la lectu­

ra a las 24 horas. 

Para complementar la identificación de las ce­

pas, se observaron las caracteristicas morfológicas,.­

de las mismas y se compararon con las descritas por 

Ruiz Oronoz. 
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3.3.5.- Determinaci6n de azúcares reductores~ 

Con el objeto de conocer la concentraci6n de -

los azúcares reductores presentes en el medio de cul­

tivo se utiliz6 el método de Umderkóf-f:ter Y: Guymon 

(7.32). 

3.3.6.- Método de Obtenci6n de Cultivos Caneen 

trados de las levaduras. 

Antes de proceder a la elaboraci6n del Médio -

de Cultivo, se llevó a cabo un tratamiento de la mela­

za, con el objeto de eliminar los sólidos presentes 

que pudieran contaminar a la levadura obtenida en la -

fermentaci6n. 

La melaza se llevó a una dilución 1.:·3 y se 

ajust6 si pH a 8.5 con hidr6xido de potasio, se esteri 

liz6 en el autoclave durante lO minutos a 1 atm6sfera­

de presión y 120°C de temperatura. Después se llevó -
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a cabo la separaci6n de los s6lidos precipitados por ~ 

medio del separador centrifuga Westphalia (3.1.4). 

Posteriormente la melaza se llev6 a un pH de -

4.5 con ácido clorhídrico, esterilizándose nuevamente­

y centrifugando. Finalmente se agreg6 1.0 g de carb6n 

activado por litro -de mela~a y se centrifug6 nuevamen­

te. 

Teniendo la melaza ya tratada, se procedi6 a-­

elaborar el Medio de Fermentación, como se indica en -

(3.2.4). 

La fermentaoi6n prppiamente dicha, se inici6 

con la propagación de una cepa de 24 horas de creci 

miento. Posteriormente esta cepa se resembr6 en un t~ 

bo de lO ml, de medio, el cuál se incubó durante 24 

horas a 28°C y en agitación en una mesa rotatoria 

(3.1.2). Al cabo de este tiempo la levadura obtenida­

se utiiizó para iQocular un matraz de 500rml, el cual, 

a su vea se mantuvo también en agitación y a 28°C du -
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rante 36 horas. De este último matraz se tomaron 3 

alicuotas de 2 ml, cada una para determinar el peso de 

levadura obtenido por ·mililitro de medio de cultivo. -

Estas muestras se procesaron en forma similar que el­

resto de la levadura obtenida como se describe más ade 

lante. Este procedimiento se realiz6 con las cepas 

de Saccharomxces carbajali, Pichia barragani y Torulop 

sis aquamellis • 

Una vez concluida la fermentación se llevó a 

cabo la recuperación de las células, mediante la cen 

tri fuga Weátphalia( 3 .1.4). La levadura obtenida se la 

vó una vez con aguá destilada, otra vez con agua acidu 

lada con HCl al lo/o, un tercer lavado con alcohol etili 

co y finalmente se deshidrató con éter. La levadura-

asi obtenida, se psjó secar a temperatura ambiente. 

Las muestras destinadas a la determinación del 

peso de la levadura, se llevaron a peso constante a 

70°C; para poder calcular los miligramos de levadura 

por ml. de suspensi6n de células obtenidas en la fer 
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mentación, En la levadura seca se determinó el o/o de 

proteínas por el método de Kjeldahl. 

El procedimiento anteriormente descrito se 

realizó para cada una de las cepas en estudio • 

. 3.3.7.- Obtención de Levadura para la Determi­

nación de Acidos Nucléicos: 

Se inoculó un,matraz con 25 ml de medio de 

fermentación con una cepa de 24 horas de crecimiento,­

se incubó 24 horas a 28°C; a su vez éstB volumen sir -

vió de inoculo para un matraz de 500 ml de medio de -

fermentación, éste ¡jJ.;tifbo se incubó 36 horas a 28~ C Y­

con· agitación. Se llevó a cabo la separación de las -

células centrifugando en una centrifuga RC-5 [3~1...?} • ...;. 

El sedimento obtenido se lavó con ácido clorhidricÓ al 

lo/o y con NaCl al 0.85 o/o 5 veces, obteniéndose un sobr~ 

nadante transparente. El sedimento obtenido se resus­

pendió en amortiguador de cloruro de sodio 0.15 M -EDTA 

D.l M, se centrifugó entonces a 10, 000 rpm en la cen­

trifuga Lourdes (3.1.5), por 10 minutos a 40°C. 
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NUCLEICOS. 

3.3.8.- Rompimiento de Células por medio de 

Perlas Styroport; 
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Se resuspensió la levadura en 15 ml de amorti­

guador de NaGl 0.15 M-EDTA o.l M. Se agregaron perlas 

styroport y se agitó durante 30 minutos en un agitador 

Vortex (3.1.18). Posteriormente se separaron las per­

las mediante centrifugación y se agregó otra pequeña·­

cantidad de amortiguador con el propósito de lavar las 

perias y recuperar al máximo el extracto adherido a -

ellas. Después se centrifugó en una centrifuga Lourc:,;. 

des (3.1..5), por 25 minutos, a una velocidad de 12,000 

rpm. 

Se separó el sobrenadante y de éste, se tomó -

una alícuota de 1 ml: .para determinar proteínas por el­

método de Lowry (7.5); inmediatamente después se toma­

ron partes-iguales del homogenado y de fenal saturado, 
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se centrifugó en rotor H84 (3.1.7) a 7,000 rpm por 

15 minutos. De las tres capas separadas (fenol-protei 

na-acuosa), se extrajo la fase acuosa, para nuevamen­

te repetir la extracción con fenal; este procedimien -

to se efectuó cuatro veces y al final se obtuvo la fa­

se acuosa en la que se precipitaron los ácidos nucléi­

cos con etanol frío de 96° y NaCl 5 M, la solución se­

dejó reposar toda la noche en refrigeración. Transcu­

rrido este tiempo se obtuvieron los ácidos nuciéicos,­

se decantó el sobrenadante y se procedió a secarlos -­

con aire durante 1 hora. 

Una vez secos se resuspendieron en 10 ml de 

amortiguador Tris 10 mM- EDTA 1 mM, se hicieron dilu 

ciones 1: lOO y 1 :·1000 de cada cepa y se leyeron en el­

espectrofotómetro ultravioleta (3.1,11), a 260 y 280-

nm. 

El sobrenadante restante se trató con sosa 1 N 

y se calentó en baño de agua a 70°C por 20 minutos, 

una vez frío se precipitó nuevamente con etanol de 
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96° frío (empleando dos volúmenes de alcohol por uno­

de sobrenadante), y 0.2 ml de NaCl 5 M; se dejó repo -

sar toda la noche, al día siguiente se secaron los áci 

dos nucléicos con aire por l hora; se resuspendieron -

en 5 ml de amortiguador Tris lO mM - EDTA 1 mM y se ~"­

prepararon diluciones 1:100 y 1:1000, leyendose nueva­

mente a 260 y 280 nm.~ 

3.3.9.- Rompimiento de las Células con Fenol: 

Una vez lavadas las células con NaCl al :0, 85ojo, 

se resuspendieron en amortiguador de NaCl 0.15 M -EDTA 

0.1 M, se les añadió un volúmen igual de fenol satura­

do;" el cuál estaba en una probeta graduada con tapón -

esmerilado y se agitó durante lO minutos para extraer­

los ácidos nucléicos; posteriormente se virtió en tu-­

bos de vidrio corex de 60 ml y se centrifugó a 7,000-­

rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4°C en una 

centrifuga RC-5 (3.1.7); después de centrifugar se se­

paró la fase acuosa y con ella se repitió el procedi -

miento antes descrito. 
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Después de las extracciones con fenol saturado 

se precipitaron los ácidos nucléicos con etanol de 96° 

frio y 0.2 ml~de NaCl 5M, se dejó toda la noche en re­

poso; posteriormente se separó el sobrenadante y se 

secaron los ácidos nucléicos preoipi tados con ·aire du­

rante un periodo de una hora, una vez secos éstos, se­

resuspentiieron en 10 ml de amoritguador Tris 10 mM­

EDTA l mM y se prepararon diluciones 1:'100 y 1:1000, 

para luego leer en el Bspectrofotómetro ultravioleta­

(3.1.11), a 260 y 280 nm. 

Inmediatamente después el resto del sobrenadan 

te se trató con 2 ml de hidróxido de sodio lN, se ca­

lentó 20 minutos en un baño de agua a 70°C y se preci­

pitó con etanol de 96° frio y NaCl 5 M, se dejó repo -

sar toda la noche; se decantó el sobrenadante y se se­

caron los ácidos nucléicos con aire durante l hora y 

se resuspendieron en 5 ml de amortiguador ~ris lO mM 

EDTA l mM; se prepararon nuevamente diluciones 1:100 y 

1:1000, leyendose estas a 260 y 280 nm, para obtener -

el DNA. 
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3.3.10.- Rompimiento de las Células por medio­

del SonicadO:r y del empleo de perlas Styroport: 

Una vez lavadas las células con NaCl al O.B5i­

por cinco veces' se resuspendieron en amor4~gL!ac!O:r de­

NaCl 0.15 M-EDTA D.l M. Se sonicaron durante 30 minu­

tos, en el sonicador (3.1.16), manteniendo la tempera­

tura adecuada para evitar el-sobrecalentamiento, para­

ello se utilizó un baño de hielo picado. Después se­

completó la ruptura de las células en el Vortex, agre­

gando a al suspensión perlas Styroport; posteriormente 

se separaron las esferas centrifugando a 5,000 rpm en­

la centrífuga Lourdes (3.1.5), durante 10 minutos, des 

pués se realizo un lavado de las esferas con NaCl 0.15 

M-EDTA O .l M para recuperar.'.lo·-·más posible el sustrato. 

Inmediatamente se centrifugó a 12 000 rpm durante 20 -

minutos, para eliminar los residuos de las levaduras.­

De aquí se tomó una alícuota de 0.2 ml. para determi-­

n·ar proteínas por el método de Lowry (7 .05). 

~l extracto celular se trató con fenol satura­

do 1:1, se centrifugó, previa agitación en probeta de­

tapón esmerilado, a 7,000 rpm por lO minutos para sep~ 
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rar las tres fases (fenal, proteína y acuosa), se re c.!:!. 

peró la acuosa y se repitió la extracción con fenal 4 

veces más. 

De la última extracción se separó la fase ecu~ 

sa y se precipitó con etanol de 96° fria y NaCl 5 M; -

como se indicó antes por cada mililitro de la solución 

se ponen 2 ml de etanol de 96°, y del volúmen total 

de etanol que se agregó se adicionó la centésima parte 

de NaC1 5 M; se dejQ toda la noche en refrigeración y­

al día siguiente se separó el pre~pitado; se secaron­

los ácidos nucléicos con aire, se resuspendieron con -

amortiguador Tris lO mM-EDTA l mM y se hicieron dilu­

ciones 1:100 y 1:.1000 leyéndose a 260 y 280 nm. 

Más tarde la solución se trató con NaOH lN y 

se calentó en baño de agua a 70°C por 20 minutos; se 

reprecipitó con etanol de 96°C fria· y Oi2 ri1lJ:1de:.NaBl­

P _.M,:i?:é ·:dejóo~reposat tioda la noche, se decantó nueva­

mente el sobrenadante, se secaran los ácidos nucléicas 

y se resuspendieran en amortiguador Tris lO mM - EDTA-

1 mM; después se hicieron diluciones 1:100 y 1:1000 y­

se leyó a 260 y 280 nm, para obtener las lecturas del-· 

DNA. 
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3.33.11.- PROTEINAS: 

a) Determinación de Proteínas por Lowry (7 .05): 

1.- Tomar una a:fí-cuo:ta ·del • prdrBlema ~y lllevc:-r, 

la a 1 ml con agua (no olvidar el están 

dar y el blanco). 

2.- Adicionar 5 ml de la solución de protef 

nas, agitar y dejar reposar lO minutosr 

La solución de proteinas está formada -

por Na
2
co

3 
al ~/o en NaOH 0.1 N; tartra-

·:to de sodio y .potasio al ria y sulfato 

de cobre pentahidratado al 0.5 ro. 

3.- Una vez transcurridos los lO minutos -

se adicionan · .. O .5 ml del reactivo de 

F olin-Ci cal teau ( 1: 3) , se agita in me-­

diatamente y se deja-reposar por 30 mi 

nutos. 
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4.- Por último leer a 625 6 600 nm, en fotoco­

lorimetro (3.1.13). 

b) Determinación de Proteínas por Kjeldhal: 

Se utilizó el método de Kjeldahl (7.01); las -

determinaciones se hicieron por duplicado, utilizando-

0.5 g de muestra. 

3.3.12.- Método de Nessler para la Determina-­

ción de Amonio (7.14): 

Con el objeto de determinar la cantidad de am~ 

nio presente en las levaduras lavadas, '_;er;ti,:lizada9 para 

las determinaciones de proteinas, se realizó el método 

siguiente: 

Se hizó primero una extracción de 2.0 g de 

levadura, a los cuáles se les añadió 20 ml de solución 

de NaCl al 10% acidifícada con HCl, hasta un pH de 

2.5; se agitó durante 30 minutos, se filtró y se lavó-
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el matraz que se usó para la extracción de la levadura 

con 25 ml de NaCl, los cuáles se agregaron en pequeños 

volúmenes. 

La determinación del amonio, se hizó aforando­

el extracto anterior a 50 ml con el mismo reactivo, de 

esta solución se tomó una alicuota de 5 ml y se le 

agregaron 2 ml de tartrato de sodio al lOO/a, 80 ml de 

agua destilada y 5 ml del reactivo de Nessler, el cuál 

se mezcló rápidamente y se aforó a lOO ml; se leyó des 

pués de 25 minutos en el colorimetro (3.1.12). 

Curva Patrón: Para la elaboración de ésta, se­

tomaron alicuotas entre 3 y 30 ml de solución patrón -

de 0.001 meq por ml. Se procesaron como se indicó an­

tes; agregando la misma cantidad de NaCl usada en las­

extracciones • 
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Los cálculos se hicieron mediante la siguiente 

fórmula: 

NH+(meqflDO g de levadura) =Dilución X meg de la curva X lOO 
4 

Peso de la muestra 
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IV.- R E S U L T A O O S 

4.1.- Resultauos-~aela determinación de la con 

csntraoión de azúcares reductores en el medio de culti 

vo (Método de Underkoffler). 

La curva estándar para la determinación de los 
' 

azúcares-reductores se muestra en la gráfica I. 

El volúmsn de tiosulfato de sodio que se gastó 

al titular la muestra problema (medio de fermentación), 

fué de 6.6 ml, los cuáles al intsrpolarss en la curva~ 

estándar dan como resultado una concentración de 8.7 ~ 

mg de sacarosa por ml, dato que debe ser corregido mu! 

tiplicando po 2, considerando la dilución que se rsali 

zó durante el proceso de inversión de la sacarosa. El 

valor corregido 8.7 mgjml se multiplicó por 2, obts 

niéndoss un valor de 17.4 mg/ml. Fue necesario sfec 

tuar una dilución más con el objeto de que el volúmsn-

gastado en la titulación del problema ya hidrolizado­

se pudiera interpolar en la Curva Estándar; por lo tan 
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to es necesario multiplicar el valor obtenido por la 

última dilución realizada. Don lo que obtuvimos fi­

nalmente una concentración de 87 mg/ml o sea 8700 

mg/100 ml. Que finalmente una concentración de 87 

mg/ml o sea 8700 mg/100 ml. Que finalmente equivale 

a una concentración de 8.7 io de azúcares reductores-­

totales en le medio de cultivo, 

Esto se realizó con el objeto de conocer la -

concentración de melazas presentes en la producción 

de la levadura ,de cada una de las cepas en estudio 

(I, II, III), lográndose además estandarizar el cante 

nido de azúcar en los medios de fermentación, 

Las levaduras aisladas Saccharomyces carbaja-

1!, Pichia barragani y Torulopsis aguamellis fueron­

denominadas con los números I, II y III respectivame!J_ 

te, con el objeto de facilitar el manejo de sus da 

tos, 

4,2,- Descripción de las características ma­

croscópicas de los cultivos: 
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ORA~'lCA # I · .·· .. · .. ·.· 
C U R V A · E. S. T A N' D A R D E S A C A R O S A,~ 

., 

,.,,: 

SACAROsA 
mg/1!11 . 

l 
'. 2 

·~ 
l 
7 ·a 
9 

lO 

i·. ·2. 3 · lt. ; 6 7 ···• 8 . 9 . lO . U 12 13 14 1; i6 i7 . 
' . . ' " ' ... ,, '· ;· ~ : . 

. Na2:to3 
13.0 
11.9 

'11.5 
10.7 
9.5 
8.3 
8.5 
7.4 
6· •. o 
7·9 

mg/ml · ~ 
SACAROSA 



CEPA TIEMPO DE DESARROLLO 

S. Carbajali 4B horas 

P. barragani. 46 horas 

T. aquamellis 46 horas 

CEPAS TIEMPO DE DESARROLLo 

S. carbaj ali. 24 horas 

P. barragani. 24 horas 

T. aquamellis. 46 horas 

TI'BLA /1 1: Cf.lfiACTERISTICAS MACJIOSCOPICAS OE 
CULTIVO DE LAS LEVI'DURAs AISLADAS 

M E D I O S O L I D· O 

FORMA DE LA OJLONI·A SUPERFICIE COLOR 

Circular· Rugosa'Pulve_ Blanco 
rulenta • Griséceó. 

. Circular Rugosa con ,_ Blanco 
estrias .en - griséceo 
la periferia.· 

Circ\,Jlar Lisa con al- Moreno-
gunas estrías obscuro 
muy finas. 

M E ó I O LIQUIDO 

COLOR Y CPNTIDI'D . FDRMACION FÓRMACidN 
SEDIMENTO DE VELOS DE IWILLOS 

Blanco y Abun.dante 

Blanco y Abundante Seco y'Opaco Seco .sin bri­
de color blB!:!, llo de color-

Blanco. y escaso 

'co-gr:Í.séceo blanco...,grisáceo 

Completo de c2 Muy ·fino de co­

lor·blanóo gr!.lor·blanco-gri-
. séceo.. s~éeo. 

BORDE 

-
Ondul.ado 

Ondul.ado 

Entero 

TURBIDEZ 

~ 



CEPAS TIEMPO DE. DESARROLLO 

S. carbajali. 48 horas 

P. barragani. 48 horas 

T. aquamellis ·• 48 horas 

·¡, :ufiLt\ f{ z-:.- "(.,):a¡=;:-fL·n::M'l."'tiT;L"l:..t"\O:f "tVlrCínü·uocn roAa: ·c.t:.. 

LAS LEV f>OURAS. 

CE LULAS 

Esféricas, ovales 
y Elipticas; . alg~ 
nas alargadas .en 
·forma de pera. 

Elipticas y ovales 
algunas ·alargadas, 

Circulares., Ovales 
y algunas de tipo· 
elipt!co. 

l'fiRUPACION 

en forma 
aislada 

en fcirmá 
de cadenas 

en f~rma 
aislada. 

BROTES 

Lhipolares. 

Unipolares y 

Bipolares. 

Unipolares. 

8l 



· · T PBL.A # a:· CAAACTEAISTIGJIS BIOQuiMIGJIS DE LAS 
LEV PDLFIJIS. · 

a) Pn,.¡ebas de Fennéntaci6n (Método de Henrici) ~ ¡ 

AZUGAR CEPA. I CEPA II CEPA III 

Arabinosa 

Fructuosa + 

. .Glucosa + 

Lactosa 

Manosa · + 
A a fino~ a + 

··sai::érosa. ·+ .,. 
Xilosa· 

· ~AZUGM. CEPA I 

. ~abi~á,~a · . 
. -~-- .· 

Fructuosa· ·.·.+ 

Glucosa +· 
••• C:. .-o.;·~ ..• -. 

Lacto.sa ;f. --~-

Manos a. + + 

Reifinosa . •. 

·+ .. __ ,;~:-· 

s~carÓsa +. +· 

.·Xilosa + 
.. 

e) pruebas de ~iin11~cidn de ~i~rogeno; .(M~todo P.uxonogrAfico )~ . ... . 
. . 

Fuente de Nitrógeno CEPA! · GEPA•Il · CEPA !II 

ASparagina 
·.:;.-

+ ·. ·.+ 

Ni trato de Potasio 

· Peptona e · + "+ +·· 

SVlfato de Amonio + + + 

Uréa -. + 

66 



De acuerdo a los resultados anteriormente.mencionados 1 se· deduce que lps 

cepas I, . II y III SOÍ'I respectivamente;. §eccho/'P~-rs~s part:ia.jeüi~ fiiebii:lparr~an:{. y­

Toruloesis . aguE!!JleÚis • · 

TPBLA # 4: Resultados de la obt~d.!Sri d$ prot~ina pc¡r !!ll.-~todO déi .Loviry 

. a) Cepa I 

Detenninaoi6n. I (RomPimi,~ to. de c~l~ai:l ·por. perlas StyÍ'oport) 

·_ Alicuotas . D• o._ Va+or obt-enido en m9/ínl · 

0.01· ml 

ú.05 ml 

. 0.1-nü. 

·Al1cuótas 

_o.ol ml 

0,05 ml 

0.1 'n\1 

0~588 

1.2 . 

32,7 

,--29;4.·· 

·. :30.:0 .· 

··· . .:.. 

------ .' :; 

Oet~~nad.6n. II {RÓmpimi~nto de ~-~i.uras· por Sonioador · ~ p~~i~' 

o. o .. 
o.li2 

·o.53 
1.188 

Styro.pt:).rtJ.: 

Yalor_· obtenido en mgfrill. 

. 28.0· 

. ;31.ó 

. :29.?" 

'.·. 

:~~:~~ .. --·: 

Tomando en c~enta lC:Ís valores obtenidos, se .sao6 un prQme.diÓ 1 _el cu&l · 

corresponde a: 30.,216 ·mg de pro_téina ¡:¡or mililitro •. 

ti) Cepa .II 

Al!cuotas 

0.01 ml 

o.o!;i rn1. 

0.1 ml 

Detenninaci6n · I ( Rompirnieritt? de · c"élula.S por;:·perlas St)lroport) •. 

D.D. 

0.06 

0.225 

0,?9 

Valor:Ob:tenidó ·en mg/ml 

15.0 

. ·. 11.25 

19,75 



Al.fcuotas 

0,01 ml 

0.05 ml 

0.1 .ml 

Oeterminaci6n II (Rompimiento de células por Sonicador y perlas 
Styroport). 

o. o. Válor Obtenido en mgfml. 

0.067 16&72 

0,695 13.90 

0.1551 ¡5 .• 51 

El valor promedio sacado dE! las determinaciones es de 15,4 m9 de­

prote!na por mililitro. 

e) Cepa: lll 

Al.fcuotas 

o.ol m1· 

0.05 inl 

D.l ml 

Al.fcuotás 

o.ol m1 

0.05 ml 

0.1 ml 

·Determinaci6n I (Rompimiento de células por perlas Styfuport). 

D. D. Va:lor_Obtenido en mg/ml 

0.073 

0,325 

. 0.636 . . . 
. . . . . .. 

bete~na~6~ li. (Rompimie~to 
Styroport}, 

o. o. 
. 0;068 

0.324 

Q,'ji. 

_ ... -. 

18,25 

16.25 

l5.9 . . . - -
.- . -- ·- --

de.células por Sonicadcir y perlas 

· vá.lot Otitenil;i:l en mg/ml·· 

17.0 

16,2. 
_-. ,-. 

El promedio. de los. _ valoras"'obbnidos en las c;lós de~erminaciones­

e5 de 16,85 ·nig de pr~teina por. rá1:ü:ttro ~ 
: ·. . 1-, 

S. 

P. 

T. 

. ·T PaLA ·# 5: -Resultado_s:.;Qbtenidos del pesó seco de las lev¡;¡duras; 

. -.' ·'"TilSLA DE PESO ~E 'LBtAblllA 

CEPA . DETE'RMIJIJACIDN .PROMEDIO 

l j2 3 
·- .. 

carbajali. 161 ,4 rnri/ml '156.9 -rnWml lfi2.8. mgfrrll 160.37 m9/ml 

barrag~:l.-.. 138,05 " l40.3.mg/m1 · . 139 .o mgfrrll 139.12 mg/Rü: 

aquamellis 113.1)5 11 119,5 !WJ/ml l09.Qmg/tnl 113.85 mg/ml 
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TPBLA # ~h -HeaúltáO;¡s de la determinaci6n. de Acidos Nucléicos: 

· D~ERMINACION 

1 

2 

3 

Promedio 

1 

:2 .. 

·3 ... 

Promedio 

OETERMÍNACION 

·¡ 

2· 

3 

Promedio 

Cepa I (Ruptura-dé células por perlas Styroport y por 
· Sonicactor con perlas Styroport) , 

0.0. . NUCLEICOS TOTALES CNA~ ANA~ 

0.43 7.66 ~ 0,12042 7;53 

0,383 7,463 ~ 0.1309 7.317 

0,458 7.53 ~ .· 0,146 . 7.396 

7.5 o¡.· 0,13244 7.414 

Cepa I:t · (13uputuia. de_ células· por perlaS Styroport y .por 
SóÍlicador li)On :Perlas Styropar.t}. · · · · 

: ~ . . . . . . . 

.·. D. Oo NUCLEICOS TOTALES cNA ~ . RNA ~ 

0,362 

. 0.774 

0.715 

8.6738 o¡. 

8,35 . o/o·· 
8~03o6 o/ó 

. 8,3514~·· 

0.1725 . 

.. Q,J.833 . 

.0·,2022 

. 0,1859 

8.5 

8,1667. .. · 

7.865 

8,1889 . 

Cépa IÍI (Ruptura .cte. ciUÚlas por perlas Styfópcirt y por 
Sonicá.ctar con· perlas · Styroport). ·. · 

0.0. NUCLEICOS TOTALES i:l-JA"/o RNA ~ 

0.456 -~ 0,170242 8,83. 

0.372 ·8.64. '"lo. 0~1497 8.49 

0.57 6,9 ~ 0.2026 8,6972 

8,846 o¡. 0.174247. 8,6724 



TABLA # ?: Resultados de la determinación de proteinas por el método de 

Kjeldahl: 

Cepa m1 de HC! 0.094 N Nitrógeno Totíu "/o Proteina o¡. 

I 1) 30.0 ?,896 49;35 

2) 30,6 8.o5 . 50.3125 

. Promedio: 49.~8 

1) 34,3 9,28·. .56.425 

2) 35.4 .. .. . .. . •. 9.32 58,25. 

Promedio: 5?:·33 

' 
.. 

III 1) 29.1 7,66 47.875 

2) 29 .• 0 ?,6328 47.705· 

Promedio: 47:a 

T!lBLA # B: Resultados de ],a det;erm;inación de NH: . de la levadura seca· 

por el mtocb ·de Nessler: 

. ~- -.. .·:· -

Fórmula ·em~le~dS: · .. 
. . 

JÍJH~ (rneq/100 9 deleva~(..ra)= Diluci6nx meg de la. Q.l+lfa X lOO 
· • · . · · · · · .· .. Peso de la múe\stra. 

- . . . 

Oato·s de la Curva Estánd¡;¡r d~ PlooniÓ (Método de NB!>siel'). 

Tubo · ml dél Estándar ConcentrE!ci6n en rrieq. "/o Pbs. 

1 3 

2 6 

3 9 

4 12 

5 15 

6 ·¡a 

? 21 

0.003 

0~006 

0.009 

0.012 

0.015 

0.018 

. 0.021 

0.132 

0 .• 2291 

0.3010 
~:~ 

0.4310 

0.6021 
J 

0.7696 

0.9825" 

?O 



8 24 0.024. 1.1249 

9 2?" 0.027 1.1427 

lO 30 0.030 .1.5229" 

Cepa I'" 1.6198 

Cepa ÍI .._ ... .. ·-· 1.862 

Cepa III 0.4260 . 

. Los valores ·interpolados ·en la curva són lo.s · i siguientes: 

CEPA 

I 

II 

III 

Meq de la curva 

·o.b39 

0;026 

·o,io5.: 

Cantidad· de amonio encontrado en las .levaduras: · 

CliP A 

I 

II 

m 

. CEPA.· 

I 

II 

III 

. . 

·.¡, da Nitr6geno Prot~ico 

·49.;8 g 

57.33 g 

4?.8 
.. 

·.g 

.. 

. - . - --

Ca-d;:i.dad. del ió"rÍ amonio 

Q¡Qoi7 g 

0.0011375 g 

0.000459 g . 

Mencis·el 
. Valor encontr! real dé prot~ina; 

cb del. i6n arte, 
ni"o·:. ·, 

0•0017 g 49.7982 g 

0.0011375 g 57.32 g 

0.000459 g 47.~ S" 

. '•-' 



J.ssoR:BA:Ncn. · 
.• ,. 

. . l. 
l •. 

·- . 

~l 

'1 R .A ,F Í G A . g: li . 
·· .C U R V.A E· S T A N D .A R . DE A M O N ;I O. 

., 

·.·::: 

·~~ .. ~~~~--~~~~~~~~~~~~~~~~~~----~---~·:103 
. 27 ' 30 3; 36 ~9 .~2 ~,· '+8 51 5'+ 57 ' 3 . 6 :9 ·Ía: 4.5 .:1a :::,c21 id 



rJ!BLA f/9~ RESUMEN DE RESULTAOOS 

CEPAS "/o de Proteina,s . "/o de Proteinas Totales "/o de NUcléicos Totales ."/o [1\JA ~NA 
(LOWRY) (KJELDAHL) -

Saccharomyces carbajali, 

18.84 49.8 7,5 0.13244 7.414 

·Pichi a barragani, 

23,0 57.33. 8,35 0,1859 8,1889 

Turoi.o·p~is aquamellis, 

20.!35 . 47.8 8.846 0.1742 8.6724 

Canqida · utilis* 

.... 50.0 ":::l s.o .. 

*NOTA: Los valores.indicados para Gandida utilis t3st§n reportados en la literatura (7,9 y ?.7) 

cJ 
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V.- O I S C U SI O N 

El objetivo de este trabajo como ya explicamos 

antes, fue el de estimar el contenido de los ácidos nu -

cléicos en las levaduras del pulque: Saccharomyces carba 

j ali, Pichi a barragani y Torulopsis aquamellis. 

Existe una gran~ variedad de métodos para la 

cuantificación de los ácidos nucléicos, desde luego 

aquellos que involucran condiciones extremas de pH (so:,-.­

bre todo alcalinos) y temperatura, no son muy aconseja -

bles; ya que se ha-comprobado que el RNA es inestable b~ 

jo estas condiciones, aunque si bien tienen la ventaja 

de que nulifican la acción enzimátmca totalmente. 

Kay y Dounce con el empleo de Oodecil Sulfato­

de Sodio obtienen un producto de elevado peso molecular­

y casi libre de proteínas, pero el rendimiento que obtie 

nen es alrededor del 50 ojo del total del RNA. Esto se de 

be probablemente a que este detergente no logra la com -

pleta inhibición enzimática de la ribonucleasa; lo mismo 
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ocurre cuando se emplea hidrooloruro de Guanidina. 

También puede deberse al gran número de manip~ 

laciones requeridas en el proceso y a la mayor dificul -

tad para separar el reactivo de los ácidos nucléicos li­

bres de protéinas. 

Otros métodos tienen la ventaja de no requerir 

la separación del 0\JA del RNA; puesto que ambos ácidos -

tienen preferencial solubilidad en ácido tricloroácético 

caliente, lo cuál los aisla de los demás componentes ti­

sulares, cuantificandose entonces sus azúcares por reaC­

ciones calorimétricas. 

Este método tiene la desventaja de no poderse­

determinar por absorción ultravioleta, debido a la in 

terferencia del TCA y a la incompleta precipitación de 

las proteinas. 

Schmidt-Thannhauser proponen un método que de­

pende de la conversión selectiva del fósforo del RNA a -

fósforo orgánico ácido soluble (mononucleótidos) por 
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álcali, después de la remoción del fosfato ácido solu 

ble y fósforo fosfolipidico. La combinación de este mé­

todo con el anterior, nos perm:i te el uso ya s:ea del fós­

foro o azúcares para la medición de los ácidos nucléicos. 

Soheneider sugirió la adición de una extracción con TCA­

caliente a la fracción ácido soluble remanente al final­

del procedimiento Schmidt-Thannhauser, permitiendo ade -

más el aislamiento directo· de la fracción del Q\JA. Sin­

embargo la separación del RNA con TCA caliente se ha en­

contrado inadecuada para liberar todo el ácido presente­

en las levaduras del pan • 

Otro método de separación basado en diferentes 

solubilidades en ácido peralórico es el de Ogur-Rosen. 

La estimaoión se hace por reacciones de las pentosas o 

por cuantificación de fósforo. Sin embargo los valores­

de fósforo no concuerdan con los obtenidos por medicio-­

nes en ultravioleta. Parece ser que parte de las puri -

nas del DNA se solubilizan con el ácido perclórico fria­

con el RNA. 

Los métodos calorimétricos para la determina -
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ción del DNA, que estan basados en el azúcar componente, 

no son específicos para la 2-Deoxirribosa, pero lo son 

en mayor o menor grado para los 2-Deoxiazúcares, cuya 

ocurrencia en la naturaleza en compuestos que no sean 

DNA es relativamente rara, sin embargo se han encontrado 

diferentes substancias que pueden interferir en éstas 

reacciones. Por ejemplo en la prueba de la Difenilami 

na, interfieren el ácido galacturónico y que ·la presen 

cia de proteínas también interfiere. Dische recomendó 

por esta razón hacer la lectura a dos diferentes longi 

tudes de onda considerando únicamente la diferencia en 

tre ambas. 

Se ha encontrado también que la densidad del­

color se incrementa a menor temperatura y durante an lar 

go periodo de tiempo. 

La prueba de la p-nitrofenilhidrazina presenta 

mayor sensibilidad que la de Dische, al parecer es muy -

especifica para los 2-Deoxiazdcares. Pero sólo los azú­

cares capaces de formar furano o derivados de furano dan 

positiva la reacción. 
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La prueba del Indol es aproximadamente lO ve -

ces más sensible que la prueba de Dische, pero el ácido­

galactur6nico y la arabincisa, interfieren seriamente, 

como el propio Ceriotti ha comprobado. 

La prueba de la Cisteina es mucho menos sensi­

ble que la de la Di fenilamina, en parte por la di ficul 

tad que existe en hacer una corrección adecuada del co 

lor no especifico, resultante del'-ácido sulfúrico al 75o/o 

sobre·~ el tejido extractado, por lo que este método da V.:;!; 

lores erróneos. 

El método de la 'Cisteina no es considerado es­

pecifico, porque el reactivo reacciona con otros campus~ 

tos como son: ácido fosfoglicérico, g1ucosa-l-fosfato, -

glucosa-6-fosfato, étc., lo cuál s6lo se evita cuando se 

utiliza el· métddo de Sphn.ei:tler,: •• 

Los métodos calorimétricos para el RNA no son­

tan especificas como los del DNA; debido a que se requi~ 

ren condiciones 6ptimas, puesto que se utilizan reaccio­

nes generales para las pentosas. El furfural o deriva -
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dos del furfural formado es el que reacciona con varias­

substancias cromogénicas. 

Las reacciones más empleadas para determinar 

el ANA son: la del Floroglucinol, la del Orcinol y la 

Prueba de la p-Bromofenilhidrazina. La primera reacci6n 

no da color con el DNA, pero es menos sensible que la -­

reacoi6n del Orcinol, lo cuál se debe probablemente al 

prolong-ado calentamiento que destruye las 2-Deoxirribo 

sas y algunas otras substancias que puedan interferir. 

Losnnétodos basados en la determinaci6n de 

bases púrioas y pirimidicas en la regi6n ultravioleta, 

tienen la desu~ntaja de que pueden interferir los amino­

ácidos aromáticos. Pero éstas se pueden determinar 

bién por reacciones calorimétricas específicas. 

Otro hecho importante que es necesario 

derar, sobre todo en este tipo de métodos es la relaci6n 

que existe entre bases púricas y pirimídicas. Por ejem­

plo en las levaduras del pan, la relaci6n purinajpirimí­

dina es de 1.17- 1.32; mientras que en las levaduras -­

del vino es de l.DB. 
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Esto es importante porque en las reacciones 

calorimétticas del RNA, basadas en el componente carbo 

hidrato, solo el nucleótido de purina se hidroliza para­

dar pentosa; solo el eñlace purina-ribosa es medido; por 

lo que el estandar que se emplee debe contener la misma­

relación. purinafpirimidi~l:l· 

En el caso del DNA ésto no ocurre porque se ha 

encontrado que la relación purinajpirimidina casi siem -

pre es de l. 

Los métodos de absorción ultravioleta permiten 

una rápida-estimación, La hidróli~is de los ácidos nu 

cléicos con TCA ó ácido p~rclórioo, proporcionan un ex 

tracto donde los ácidos nucléicos pueden medirse directa 

mente por sus componentes purinajpirimidina. El valor -

de estas determinaciones es muy reproducible para el mi~ 

mo material. La principal limitación de los métodos ul -

travioleta para la estimación de ácidos nucl~icos es la­

presencia de aminoácidos aromáticos en los materiales -­

utilizados. La interferencia del TCA, puede corregirse­

introduciendo- en el blanco y en el. estándar ácido triclE!_ 
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roacético. (Sustancias que interfieren en la espectrofo­

tometría son coenzimas y flavinas). 

En los métodos que utilizan el análisis del 

fósforo es de particular importancia la eliminación de 

compuestos de fósforo contaminantes, de lo contrario el­

error es considerable. En géneral los métodos son co~ 

plejos, por ejemplo el método de Beremblum, Chain y Hea­

tley, constan de varios pasos, para la eliminación del -

"fósforo orgánico asi como ~ll fósforo protéico. Por lo­

tanto una de lás desventajas de estos métodos es que 

existen compuestos nucleotidicos que contümen fósforo 

que no son completamente removidos por la extracción de­

compuestos ácidos solubles y fósforo-lipi~cos; lo cuál­

da valores al tos • 

En los métodos de rompimiento de las células -

se ll:.evó a. cabo tanto por medios físicos como por medios 

químicos. En los primeros se emplearon perlas Styroport 

con agitación en el Vortex. También se logró la ruptura 

sonicando las células, completando la lisis con perlas -

Styroport. El extracto obtenido se trató con fenol para-



eliminar las proteínas y en la fase acuosa se realizó 

la determinación espectrofotométrica de los ácidos nu 

cléicos totales • 
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La ruptura química se efectuó únicamente em -­

pleando fenol; haciéndose la determinación de los ácidos 

nucléicos, por espectrofotometria. 

En ambos casos se hidrolizó el RNA con hidró-­

xido de sodio, determinándose el ONA. El valor del ANA­

se obtuvó por diferencia. 

Los resultados obtenidos fueron mayores cuando 

se emplearon métodos físicos y menores cuando se empleó­

únicamente fenol, lo que se debió a una ruptura incompl~ 

ta de las células, ésto fue comprobado al microscopio. 

La cuantificación de proteínas se llevó a 

cabo tanto-por el método de Lowry como por el Kjeldahl,­

obteniéndose mayores resultados con el método de Kjeldahl 

debido a que por el método de Lowry únicamente se. de 
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terminan proteínas solubles, mientras que en el Kjel­

dahl se determina todo el nitrógeno proteico total . -

presente. 

Con el objeto de comprobar si la determina--­

ción de proteínas correspondía efectivamente a la e~ 

tidad de proteínas presentes en las levaduras y con -

el propósito de eliminar la posible interferencia del 

ión amonio de~ medio de cultivo, que pudiera haber e~ 

tado contaminando la suspensión de levaduras; no obs­

tante que se llevó a cabo un lavaqo · exhaustivo, se 

hizó una determinación de amonio por el método de 

Nessler, en un estracto de levadura como se describe­

en e~ método 3.3.12. Los resultados obtenidos fueron 

tan bajos que pueden despreciarse. 
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VI.- e O N eL U SI O N E S 

De los resultados obtenidos en este trabajo 

se desprenden como consecuencia las siguientes conclusi~ 

nes: 

Primero, que el desarrollo de las levaduras: 

Saccharomyces carba,j ali, Pichi a barr¡:¡.qani y Torulopsis 

aquamellis, es erectivamente muy rápido, lo cuál repre 

senta una ventaja para la obtención de proteina micro 

biana a gran velocidad. Puesto que en otros organis 

mas el desarrollo es más lento y por lo tanto la produc­

ción de proteina también. (Ver TPBLA # 11). 

Se observó que la levadura que se multiplicó~ 

más rápidamente fue Saccharomyces Barbajali, la que al -

parecer contribuye en mayor proporción al caracteristico 

olor y sabor del pulque. Su desarrollo se obtiene a 

partir de sustratos muy baratos, lo que representa una -

ventaja más a ravor del empleo de estos microorganismos. 
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En segundo lugar encontramos que el contenido­

protéico de estos microorganismos es muy elevado sobre -

todo en Pichia barragani, por lo que este microorganis­

mo es el más recomendable de los tres estudiados para -

emplearse como fuente alimenticia. 

En cuanto al contenido de ácidos nucléicos ss­

refiere, se encontró que es semejante al de las levadu 

ras que más frecuentemente se emplean en la industria 

alimenticia, a saber, Saccharomyces cereviseae y Candida 

utilis; por lo que no parece existir una ventaja real en 

relación a este aspecto, para que estas levaduras se e~ 

pleen como fuente de alimento, ya que sigue existiendo -

el inconveniente del alto contenido de ácidos nucléicos­

y la consecuente toxicidad de éstos. 

Queda como objeto de estudio para trabajos po~ 

teriores, investigar algún tipo de procedimiento que ha­

ga disminuir la concentración de ácidos nucléicos sin 

afectar el contenido de proteinas; por ejemplo, la apli-
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caci6n de choques térmicos, o sea cambios rep.entinos -

de temperatura, étc. 

También es conveniente hacer pruebas de nive-­

les de toxicidad; ésto es necesario para aclarar, porque 

el consumo de pulque, el cuál contiene estas levaduras 

no parece afectar al menos notoriamente a las personas 

que lo ingieren diariamente. 

Una posible soluci6n al problema de la toxici­

dad de estas levaduras, es la de separar las proteinas -

de los ácidos nuoléicos, para lo cuál se puede utilizar­

un méto,dci fisico para la ruptura de las células y pos 

terior precipitaci6n de ias proteinas, empleando algún­

reactivo barato como el sulfato de amonio y que además­

pueda ser recuperable. 

Actualmente en México vivimos una etapa en la­

que escasean los granos destinados a la alimentaci6n ani 

mal, hecho que ha motivado a las industrias productoras­

de alimentos de consumo animal, a echar mano de materias 

1 
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primas, tales como el máiz y el frijol, provocando .wna ·­

marcada escasez de estos granos y su consecuente encare­

cimiento, cosa que repercute en la economía de nuestras­

clases más humildes cuya alimentaci6n se basa principal­

mente en estos granos. 

Una forma de combatir este problema tan impor­

tante, seria el aprovechamiento para alimentaci6n animal 

de la proteína unicelular obtenida a partir de las leva­

duras del pulque, debido a que su costo de producci6n 

seria más bajo que el costo de producci6n del sorgo, del 

frijol y del máiz. Además esto provocaría la disminu 

ci6n del precio de los productos alimenticios de origen­

animal (leche, carne, huevo), y evitaría que granos que­

tradicionalmente han estado- destinados al consumo humano 

se ¡;m¡pJ,I;:l;aran., para alimentar al ganado. 



TABLA# 11: Tiempo de Duplicación de Masa de 

Diferentes Organismos. (7 .24). 

ORGANISMO 

Bacteria y Levadura 

Hongo y alga 

Pasto y algunas plantas 

Pollos 

Ganado Porcino 

Ganado Vacuno 

Humanos 

TIEMPO PARA ~ DUPLICACION 

DE BIOMASA - -

lO - 120 minutos 

2 - 6 horas 

l- 2 semanas 

2- 4 semanas 

4 - 6 semanas 

J.. - 2 meses 

O • 2 - O • 5 años • 

89 
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