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I-.INTRODUCCION

Las levaduras por ser microorganismos de fécil cre
cimiento y por su alto contenido de proteinas y vitami -
nas, son‘consideradas como una fuente altamente alimenti-
cia, Por esta razdn 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 carbajall, Pichia barragani y Torulopsis aquame —

1llis,

Concretamente, se pretendid hacer una cuantifica—
cidén de los écidbs«ﬁuéiéiéos*Dfeséﬁteslén%éstaS¥1evédu?@s,
siendo esto de importancia para decidir si estas leyadu -
ras pueden emplearse como alimento y por lo tanto produ -

cirse en gran escala para ayudar en la dieta humana,

Es biefi sabido que las levaduras que més se em %

plean en la industria: 8accharomyces cereviseae y Candida

utilis tienen un alto contenido de proteinas y vitaminas,

sin embargo su contenido de &cidos nucleicos también es -



alto, lo cull es indeseable ya que el metabolismo de las-—
bases plricas que contienen éstos, d& como consecuencia —
1la formacidn de dcido Urico, gue es un compuesto tdxico -
para el organismo; por tal motivo el empleo de la levadu—

ra como fuente alimenticia esté limitada.

Un hecho frecuente es el consump de pulque por un—
amplioc sector de la poblacidn, principalmente rural; debi
do a que éste es un producto de origen natural, que se ob
tiene abundantemente de la "raspa" del maguey. EI1 pulque
por su composicidn, cumple cierta funcidn alimenticia, y-
al parecer no tiene efectos tdxicos sobre las personas .-
que lo consumen, muchas veces en forma rutinaria. Esta -
observacidn nos alentd a llevar a cabo esta investiga- -
cidn y demostrar la peosible 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 antericres (7.9), (7.10), se -

ha: encontrado que estas levaduras, al igual gue las tra-



dicionalmente empleadas, contienen un alto nivel de pro -
teinas y ﬁD s6la eso, sino que son capaces de desarrcllar
se, partiendo de sustratos muy simples y baratos como la-
melaza de cafia, el agua de cocimiento de maiz, el sulfa -
to de amonio, etc., Esto es importante porque de ser posi
ble la produccién en gran escala de estas levaduras, ayu-—

daria a que el proceso fuera costeable.

En este trabajo se estudiaron tres levaduras y su-
contenido en &cidos nucleicos, de las especies que mds -
abundan en el aguamiel y €l pulque, para efectuar asi un-
estudio comparativo, que al final nos permitid indicar -
cuél es la levadura que més convendria para la produccidn

industrial, como fuente alimenticia,
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II.GENERALIDADES

Desde tiempo inmemorial el hombre ha utilizado -
las levaduras para fermentar zumos de frutas, para espon—
jar el pan y para hacer sabrosos y nutritives ciertos prg

ductos alimenticios.

Actualmente se emplean en procesos fermentatives -
muy diversos; para sintetizar vitaminas, grasas y protei-

nas a partir de azlcares sencillos y nitrdgeno amoniacal.

Las levaduras son microorganismos ampliamente dis-—
tribuidos en la naturaleza. Estén presentes en frutas, -
granos, sustam@ias azucaradas como el aguamiel en el que-—
se encuentran en grandes cantidades, también las podemos-
encontrar en el suelo, aire y como patdgenos tanto en ani

meles como en plantas (7.23).

Las levaduras presentan células esféricas u ova -

les que miden de 1-5 micras de ancho por 5-30 micras o més



de longitud; son mononucleares y unicelulares. La pared-
celular que recubre la parte exterma de la membrana cito-
plésmica limitante, esté& compuesta por polimeros de hexo-
sa@s y hexosaminas. En muchas levaduras, la estructura -
principal macromslepular de la pared es la quitina, for—
mada pbr moléculas de N-acetil glucosamina., En algunas -
se han identificado complejos de piglisacéridos y protel -
nas que poseen en abundancia residuos de cistina y al pa-
recer, la reduccidn reversible de sus puentes bisulfuro —

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

Las levaduras se pueden reproducir de tres mane -
ras: Por gemacidn, fisidn o bien por esporas sexuales. En
la gemacidn, la célula hija es en principio mucho menor -
gue la célula madre, mientras que en la fisidn se forman-

dos células aprnximadamente iguales.

La reproduccidn sexual, se logra a través de los -
siguientes pasos; l) Un nlcleo haploide de una célula -
donante (macho), penetra en el citoplasma de una célula -

receptora (hembra).



2) Los nticleos del macho y de la hembra se fusio—
nan para formar un ndcleo cigdtico diploide. 3) El.nG -
cleo diploide origina cuatro ndcleos haploides por meio -
sis, algunos de los cudles pueden ser recombinantes gené-

ticos.

las levaduras también poseen un metabblismo hete —
rdtrofo, es decir gue se nutren a expensas de compuestos-
orgénicos; puestoc que no son organismos fotosintéticos. -
8in embargo muchas especies son capaces de crecer en un -
medio minimo; pueden soportar temperaturas de 509C o més,
altas concentraciones sealinas, medios extraordinariamente

&cidos, etc.

Una caracteristica importante es que los hongos -
pueden ser inducidos, por medio de los sustratos conve -
nientes y anélogos a formar las enzimes degradativas co ~

rrespondientes. (7.22).



TAXONOMIA

Las levaduras se han dividido fundamentalmente en-
dos grupos: Levaduras Ascospordgenas y Levaduras Anascos-—
' pordgenas; ademas hay un tercer grupo de levaduras gue no
forman ascosporas, sino esporas semejantes a las basidios
poras, y eﬁtén incluidas en la familia Sporobolomyceta -

ceae,

LEVADURAS ASCOSPOROGENAS.
Las levaduras ascospordgenas se incluyen en la fa-
milia Endomycetaceae, del orden Plectascales, clase Asco-

mycetes, divisidn Eumycetes.

La familia Endomycetaceae se caracteriza por el de
sarrollo en forma de micelio, pseudomicelio, oidios o cé-
lulas de levaduras, juntas o aisladas. Multiplicacidn -

por divislidn transversal o gemacidn,

Presentan ascas desnudas resultantes de una conju-



gacidn isogémica o heterogémica o bien por Partenogéng ——

sis; las ascosporas son esféricas o hemisféricas, angula-

res, fusiformes, de pared lisa, rugosa o coré un reborde-

circular. Incluye especies tanto oxidativas como fermen-

tativas., Estén incluldas dentro de esta familia las si —

guientes subfamilias:

SUBFAMILIA A.—
SUBFAMILIA B.—
SUBFAMILIA G.-

Tribu A.-

Tribu B .-

Eremascoideae. Incluye al género -

Eremascus.

Endomycoideae. Con dos géneros -~

Endomyces y Schizosaccharomyces.

Saccharomycoideae., Comprende las ——

tribus;

Endomycopseae, Con el género Endo —

mycopsis,

Saccharomyceteaé. Que incluye los -

géneros: Sactharomyces, Torulaspo-
ra, Pichia, Hansenula, Debaryomyces

y Schwanniomyces.
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Tribu :G.- Nadsonieae. Son los géneros - -
Saccharomycoides, Hanseniaspora y-—

Nadsonia.

SUBFAMILIA D.- Nematosporoideae, Comprende los -

géneros: Monsoporella, Nematospo-

ra y Coccidiascus.
LEVADURAS ANASCOSPOROGENAS,

Las levaduras anascospordgenas son agquellas que -~
no formen esporas. Lodder las dividid en tres familias:-
La familia Nectaromycetaceae, Rhodotorulaceae y Torulopsi
daceae. En la primera se incluyen 1évaduras de los nécta
res de las flores y que en algunas especies se muestran -
en grupos de cuatro célules, en forma de cruz; a veces -
se generan conidias en la superficie de las colonias. -
Mientras que en la segunda se encuentran levaduras que pg
seen pigmentos carotenoideos rojos, amarillos y anaranja—
dos; no son fermentativas, siempre utilizen para la respi

racién la glucosa, la levulosa, la manosa y a veces otros
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azlcares) asimilan siempre asparagina, urea y peptona., -
Esta familia comprende sélo el género Rhodotorula.
s

En la Ultima familia se incluyen la mayoria de las
levaduras silvestres presentes en el aire, tierra, rafces,
cadéveres, etc. Presentan reproduccidn por gemacidn uni-
polar o bipolar principalmente, aunque puede haberlas mul
tipolares, En ciertas especies las células forman pro -
longaciones que asemgjan tubos de copulacidn; pueden o no
formar velos en los medios liquidos, algunos géneros fors
man pseudomieglies. son- aparafos -esporiferes ... Nbh popseen—
plgmervtos “de-naturédleza carotenoide, asimilan algunos azi
cares y substancias nitrogenadas; son formas imperfectas-
de la familia Endomycetaceae, de 1&jual seguramente deri

van, Comprende las subfamilias.

SUBFAMILIA Torulopsideae. No forma micelio ni -
pseudomicelio ni aparato esporifero. Mientras gue en la-
SUBFAMILIA Mycotoruloideae si se observa micelio, pseudo-

micelio y aparato espdrifera.
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LEVADURAS QUE FORMAN BASIDIOSPORAS,.

Estas levaduras estén_ comprendidas dentro de la—
familia Sporobolomycetaceae, que son hongos microscopicos,
que se propagan principalmente por brotes, como en los "=
Saccharomycetes que producen esterigmas simples, bifhrca—
dos y rara vez ramificados, forman esporas apiculadaé, -
brillantes y hialinas que al madurar, son arrojadas de -
manera seEmejante a las esporas mdltiples deblos verdade -
ros Basidiomycetes. Las esporas cuya forma es semejante—
a los basidiosporas mﬁltiples, pueden formar esporas se;
cundarias, como la basidiosporas mdltiples de los protoba
-sidiomycetes. En esta familia Derx incluyd dos g@neros -

Sporoholomyces y Bulleria. (7.07; 7.25).

FISIOLOGIA DE LAS LEVADURAS
La degradecién de los azdcares, como la glucosa, -
¥
se realiza por procesos anaerobios (fermentacién), o aerg

bios (respiracién). El proceso mé&s caracteristico es el-
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ciclo anaerobio que se conoce comunmente como fermenta -

cidn alcohdlica. Representado en la siguiente ecuacidn:

CH O
612 6

> 2C_H -+ 2
C,H OH Coz'f

Esta fermentacidn ocurre segln el esquema de -
Embden-Meyerhof (7.22); si los cultivos se exponen a'la -
accidn del aire durante el crecimiento, el proceso fermen
tativo se detiene en Favor de trayectorias oxidativas, ——
Los di, tri y polisacéridos deben ser hidrolizados previa

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

La capacidad que tienen ciertas levaduras de asi -
milar compuestos como la xilosa, la D-ribosa, almidSn, -
asparagina, etc; sirven como una de las bases para la -

identificacién de las levaduras (7.26).

Las levaduras estéh constituldas de proteinas, 1i-
pidos, azlicares, vitaminas y &cidos nucléicos. Se ha -

visto que estos Ultimos se encuentran en alta concentra-
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cidn, cuando menos en las levaduras hasta hoy estudiadas.
En virtud de la importancia que tienen los &cidos nucléi-
cos, se han desarrollado varios métodos destinados a la -
determinacidn de su concentracidn; antes de mentionar di-
chos métodos es conveniente recordar la bicguimica del &-
&cido ribonuclefco (ANA) y del &cido desoxirribonucléico-

(DNA).

ACIDOS NUCLEICOS
los &cidos nucléicos estén constituldgs por unida-
des estructurales llamadas mononucledtidos, gque constan —
de tres componentes caracteristicos: l) Una base nitroge-
nada; 2) Un azlcar de 5 &tomos de carbono y 3) Acido fos-—

férico. (7.18).

Las bases nitrogenadas son de dos clases: Bases -
Plricas y Bases Pirimidicas. En los nucledtidos existen—
por 1o generdal 2 bases plricas que son: la Adenina y la -~

Guanina (A y G'respectivamente) y tres bases pirimidicas-—
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que son: Uracilio, Timina y Ciitosina (U, T, C respectiva~

mente),

Las propiedades de las baseé piricas y pirimidicas
san muy-semejantes; su solubilidad en el agua es muy limi
tada, todas ellas existen en formas tautémeras. Los &to-
mos de los nitrdgenos del anillo de la pirimidina y de la
purina son debilmente bésicos con valores de pK' de 9 a -
10, por encima del cuél pierden sus protones, " Todas las-—
bases plricas y pirimlidicas absorben fuertemente la luz —
ultravioleta en la zona de 260 y 280 nanometros, la longi
tud de onda de méxima‘absorcidn es aproximadamente de -
260 nm. Esta propiedad es (til para el anélisis cuantita
tivo de bases libres, nucledsidos, nucledtidos y &cidos -
nucléigos. Las bases se sépara: facilmente mediante cro-

matografia en papel o en capa fina.

Cuando los nucledtidos se someten a hidrdlisis par
cial y pierden su grupo fosfato se obtienen los nucledsi-

dos gue son N-glucdsidos de las bases nitrogenadas en que
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el &tomo de carbonoc 1 de la pentosa se une por enlace be-
ta~glucosidico gl &tomo de nitrdgeno Nl de la pirimidina-
o al N9 de la purina. La pentosa siempre se encuentra -
como furanosa, Los nombres triviales de los nucléosidos—
principales son: Adenosina, Guanosina, Citidina, Uridina,
2-desoxiadenosina, 2-desoxiguanosina, 2-desoxicitidina y-
2—desoxitimidina. Los nucledsidos son més solubles en el
agua gue. 1os nucledtidos de los que provienen, Se sepa-
ran facilmente por cromatografia de papel o capa fina, -
son mé&s estables en disoluciones alcalinas, pero se hidrg
lizan facilmente al calentarlos con &cidos. Los nucledsi
dos pirimidicos son més resistentes a la hidrdlisis que -

los nucledsidos purinicos. (7.18).

Las purinas Ay G y la pirimidina C son comunes -
tanto al RNA como al DNA, peroc algunos &cidos desoxirri-

bonucléicos contienen 5-hidroximetilcitosina.

Los nucleStidos de pirimidina son dificiles de hi-

drolizar mientras que los de purina son relativaemente fé-
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ciles de hidrolizar, por lo que en las reactciones de co. -
lor de los azlcares sélo los pertenecientes a los nucléd—

tidos de purina reaccionan.

Los nucledtidos son ésteres fosfdéricos de los nu —
clefsidos en los gque el &cido fosfdrico esterdifica uno de
los grupos hidroxflicos libres de la pentosa. Se encuen—
tran en forma libre en las células, por hidrdlisis par -
cial de los &cidos nucléicos, debido a la accidén de las -
nucleasas} predominéndo los que poseen el fosfato en posi
cidn 5'; ya que las reacclones enzimaticas de sintesis y-
de ruptura de los 4cidos nucléicos ocurren a través de | =
los 5' fosfatos de los nuclédsidos.

En el casoc de los desoxirribonucledtidos existen —
2 sitios Sucepfibles de esterificarse, los 3' y los 5" de
la desoxirribosa; mientras que en el caso de los ribonu -
cledtidos la posicidn 2', 3' y 5' pueden esterificarse. -
Se conoce también un 2' 3'-Fosfato ciclics de adenosina.

l.os mononucleftidos de ambas series son &cidos -
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fuertes ya que los valores de pK' de los dos protones di-
soclables del &cido fosférico son 1.0 y 6.2 aprbkimadameg
te. A pH de 7 los nucledtidos libres existen, por lo -
tanto, fundamentalmente en la forma de R—D;PD: en donde
A es el grupo nucledsido, Los mononucledtidos se separan
facilmente por electroforésis en papel o por cromatogra —
fia de intercambio idénico, de papel o de capa fina. EL -~
grupoi 5'-Fosfato de los mononucledtidos es relativamente—
estable a la hidrdlisis .bcida, sin embargo la enzima 5';_
Nucledtidasa puede hidrolizar el fosfato en-esta posicién

sin atacar el enlace N-Blucosidico.

Todos los ribonucledsidos y legs 2-desoxirribonu -
cleosidos se encuentran también en la célula en la forma—
de 5'-difosfatos y 5! trifosfatos, es decir, en forma de-~
ésteres de los &cidos 5'-pirofosfdrico y 5'&trifosférico-
de los nucledsidos, Loé grupos fosfato especificos de -

estos compuestos se denominan por alfa, beta y gamma,

lLos grupos fosfato de estos nuclefsidos pueden ser

hidrolizados selectivamente por enzimas especificas. Tam
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bién se hidrolizan completamente por ebullicidn con &cido
clorhidrico 1IN durente 7 minutos, sin que se divida el -
enlace alfa-fosfato, pero este procedimiento hidroliza ——

también el enlace N-glucosidico,

Los nuclebsidos 5'-trifosfato, actlan como precur—
sores ricos en energla de l;s unidades mononuclestidicas—
en la sintesis enzimética del DNA y del BNA; durante es -
tas reacciones pierden un grupo pirofosfato terminal y se

transforman en los restos monofosfatos de nuclefsidos de-

los Acidos nucléicos.

La unién de varios desoxirribonuclediidos enlaza —
dos covalentemente, constituyen el &cido desoxirribonuclel
co, mientras que la unidn de los ribonucledtidos constitu
yen el &cido-yihonucléleo; ambos Acidos comparten cierto-—
nimero de propiedades fisicas y quimicas, puesto que sus-—
unidades mononucleotidicas se encuentran unidas covelentg
mente, mediante puentes Fosfodiéster de la posicidn 3'de-

un mononucledtido a la posicién 5' de otro (7.18).
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DNA (Acido Desoxirribonucleico).

EL DNA estd constituido por cuatro unidades mDnongﬁ

cleotldicas:

e

1) Acido desoxiadenosin-5'-fosférico (Acido deso:g.

xiadenilico; dAWP);

2) Acido desoxiguanosin-5'-fosférico (Acido deso -

xiguanilibo; dGMP);

3) Acido desoxicitidin-5'-fosfdrico (Acido desoxi-

citidilico; dCWP); i

4) Acido desoxitimidin-5'-fosférico (Acido desoxi-
timidilico; dTMP); que se hallan unidas en diferentes se
cuencias, mediante puentes 3'-5' Fosfodiéster, segln la -

especie del organismo del que provenga.

Ademé&s del DNA nuclear pueden existir moléculas -
de DNA gue constituyen plasmidios o episomes. EL DNA nu—
clear est4 asociado con protefnas bésicas llamadas histo—

nas .
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ANA (Acido Ribonucléico).

Existen tres tipos principales de BNA; el BNA men-—
sajero (RANAm); el RANA ribosémico (RNAr) y el RNA de trans
ferencia (RNAt)., Con un peso molecular caracteristico ca
da uno y una determinada combnsicién de bases agrupadas —
en una sola cadena. En la mayoria de las células hay de-

5 a 10 veces mas RNA gue DNA,
RNA mensajero (RNAm).

EL BANAm consta de cuatro bases: A,B;( ¥ Y, sesginte

Vit —

tiza en el nlcleo durante el proceso de transcripecidn, a
partir del DNA cromosdmico. Las bases del RNA son comple
mentarias de las Qél DNA cromosdmico. Después de este -
proceso el RNAm pasa a los ribosomas en donde actfa como-
patrén en la ordenacidn secuencial de los aminoécidos, -
durante la siIntesis de las proteinas. Los tripletes de -
nucledtidos (codones) del RNAm, especifican la secuencia-

aminodcidica de modo colineal.

ANA de Transferencia (RNAt)
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Las moléculas del RNAt son relativahente pequerias,
actlan como portadofas de aminodcidos para la sintesis -
protéita. Contienen de 75 a 90 unidades mononucleotidi -
cas j; existe cuando menos un RANAt para oada,uho de los =
veinte amino&cidos gque se encuentran en las protéinas. -
E1l BNAt puede encontrarse en forma libre o “cargado" con-
sus aminoééidos correspondientes, en este caso el gfupo -
carboxilt del amino&cido se haya esterificado al grupo -
2' o 3' hidroxilo del resto del &cido adenilico terminal-
Situaaé al extremo de una cadena polinucleotidica del —
RNAt; se caracterizan por contener hasta un 10% de bases—
secundarias, que son en su mayoria formas metilades de Z-
las bases normales; contienen adem&s mononucledtidos poco
frecuentes, como los &cldos pseudouridilico y ribotimidi-

lico,

El grupo hidroxilo 2' & 3' del &cido adenilico —
termineal se esterifica enzimé&ticamente por un alfa-amino-
&4cido especifico y rinde la forma activa o- de transferen—

cla, es decir el aminoacil RNAt.
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RNA ribosémico (RNAr).

El BNAr constituye hasta el 75 % del resto de = -
los ribosomas, se puede extraer con fenol apareciendo en-
tres formas caracteristicas que sedimentan a 23 §, 16 § y
5 8 respectivamente, La funcidn del RNAr ain no estéd -

clara. (7.18).

Los &cldos nucléicos pueden ser hidrolizados por -
la accidn de enzimas tales como el veneno de la serpiente
de cascabel o la fosfodiesterasa del Bazo bovino que son-
exonucleasas, asi como la desoxirribonucleasa I del pén -
creas bovino y la ribonucleasa II cristalizada del bazo,-
el timo, etc; que son endonucleasas; la accidn de éstas—
enzimas es selectiva sobre ciertos enlaces del polihuclgg

tido.

La hidrdlisis puede ser también lograda por medio-
de la accién de 4cidos y bases. En medio &cido a pH de 3
se logra una hildrédlisis selectiva del DNA por la ruptura-—

de los enlaces beta-glucosidicos entre las bases plricas-
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y la desoxirribosa; los enlaces pirimidina-desoxirribg
sa y los del esqueleto permanecen inalterados, la subs

tantia resultante se denomina &cido purinico.,

EL DNA no es hidrolizado por las bases, mien -
tras que el ANA si 1o es, obteniéndose una mezcla dée =
nucledsidos 2' y 3' fosfatos y ademés pequefias can ti—
dades de 2', 3'-monofosfatos ciclicos de nucledsidos —
(7.18).

DETEHMINACIDN DE ACIDOS NUCLEICOS

La estimacidn de los &cidos nucléicos se basa-
en reacciones mé&s o menos especificas, o propiedades -~
de bases orgéinicas, pentosas y fosfatoj; los cuéles se-
consideran generalmente que existen en cantidades equi
moleculares en las moléculas patrdn., Ha sido costum —
bre cuantificar las bases por espectrometria ultravio-
leta, aunque se conocen reacciones quimicas especifi -
cas; los azlcares por las reactlones colorimétrices de

1la pentosa con el orcinol 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 continuacidén se mencionan-algunos de 1los mé—
todos més comunmente empleados en la determinacidn de-—

los &cidos nucléicos,

Los-primeros métodos se basaban en la hidréli-
sis alcalina de los &cidos nucléicos., Actualmente es-
te tratamiento se ha abandonado definitivamente por la
comprobada inestabilidad del RNA bajo estas condicio -~
neé. Durante un tiempo este tratamiento fue sustitui-
do por el uso de soluciones sal¥nas de alta fuerza id-
nica que propiciaban la disociacidn de las nucleppro -~
tefcas en sus componentes, Mas recientemente se Dbseg
v que el empleo de detergentes como el Dodecil sulfa-
to de sodio permitfan obtener moléculas de RNA de mayor

peso molecular que con otros métodos. (7.17).

La preparacidn de ribonucleato de sodio con el

empleo de Dodecil sulfato de sodio consiste primero en
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la separacidn de ribonucleoproteinas, usando solucidn-
salina fisioldgica que las aparta del material insolu-
ble. A continuacidn estas se precipitan a un pH de -~
4.5 en frio, EL RNA es disociado gradualmente del -~
complejo de ribonucleoproteina mediante el Dodecil sul
fato de sodio, que parece bloquear la accidn de las -
enzimas que pueden degradar parcialmente al &cido nu =
cléico, Este dltimo se precipita entonces en presen -
cia de un cloruro de sodio molar, adicionando 2 voll -
menes de etanol. Un segundo tratamiento con el deter-
gente, proporciona una mayor desproteinizacidn, la -
cual se completa por centrifugacidén a alta velocidad-

en frio y a pH de 4.5 (7.08).

Se han- empleado métodos para la preparacidén ——
de RNA coﬁ el hidrocloruro de guanidina, obtenlendose~
un producto de peso molecular relativamente elevado y-
casi libre de proteinas, sin embargo se- requiere un -~
tratamiento con una mezcla de cdloroformo y alﬁohol eti

lico para remover la proteina residual. (7.17).

Se han empleado diferentes tipos de células —
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para la obtencién de é&cidos nuclefcos; las levaduras —
cbnstituyen una buena fuente pafa aislarlos, sin embar
go se han obtenido resultados muy variados de RNA, es-—
to;ﬁse debe a la presencia de diferentes &cidos ribo -
nuéleicos en las células, a la degradacifin enzimética-

parcial y a la parciel degradacién quimica. (7.27).

Algunos métodos tienden a minimizar la degra —
dacidn enzimética y otros la degradacidn quimica. Con
el uso de diferentes concentraciones de detergente, vy
diFerentes’tiemst de calentamiento para efectuar una-
maxima extracéiﬁn del BRNA; se establecid una concen -
tra&iﬁn de 0.5% de Dodecil Sulfato de Sodio a pH de 7
y un celentamiento de 3 minutos, para lograr la comple

ta inactivacién de la ribonucleasa del péncreas boiud -

no. (7.08, 7.17).

Mediante el método descrito se logra la preci-
pitacidn del 70 % del RNA presente, También se debe —
de considerar que dado que el contenido de DNA es muy-—

pequefio (menos del 2% del RNA), la determinacién del —
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ANA es practicamente cuantitativa. (7.05).

Schneider desarrolld un: método basado en ex -
tracciones con 4cido tricloroacético frio (TCA), alco-
hol y alecohol-eter, el residuo del tejido es calenta——
do en 4cido tricloroacético al 5% por 15 minutos entre
90 y 95°C. EL BNA y el DNA son hidrolizadosy no asi -
las protéinas que permanecen insolubles, Siguiendo -
este procedimiento se separan todos los azdcares reac-
tivos; pero cantidades apreciables de fésforo quedan -~

unidas a las proteinas. (7.26).

Fl método de Schaneider puéﬁé verse afectado -
por una precipitacidn incompleta de la proteina. OQtra
dificultad es la interferencia de la absorcién del &ci
-do triclorcacético en la medicidn por ultravioleta de
los &cidos nuclefcos, No obstante, el método es Gtil-
ya que no se requiere la separacidn del DNA y RNA para
su estimacién, ya que la determinacién se basa en reag
ciones coloridas caracteristicas para las pentosas y -

deoxipentosas.
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Ogur y Rosen logran la separacidn de los &cl -
dos nucléicos aprovechando que el RNA se. soplubiliza .con
&cido percldrico 1IN a 49C por 18 horas, mientras que =
el DNA permanece insoluble, sin embargo puede solubi -
lizarse por tratamiento con &cido perclérico 0.5 N -

durante 20 minutos a 70°C. (7.20).

Como ya se menciond antes la cuantificacidn de
los &cidos nucléicos también se puede efectuar en base
a las reaccilones de sus achares constituyentes con ~
ciertos reactivos, ejemploé de esas réacciones son las
siguientes: Prueba de la Difenilaminay Prueba de la -
p-Nitrofenilhidrazina, Prueba del Indal,: Prueba de lae=
Cistelna, Prueba del Triptofano; Gtiles para cuantifi-
car el DNA; Prueba del 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 for
macidn de un Eolor azul cuya méxima absorcidn ocurre-

entre 595 y 600 nm; cuando el ONA es calentado a 100°C
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con Bl reactivo en una mezcla de Acido acético glacial
y &cido sulfdrico; al parecer el color se debe a la -
formacién de w—hidroxilaevulaldehido gque subsecuente -

mente se condensa con la difenilamina.

Con objeto dé tener mayor especificidad se -
utiliza la diferencia de las dendidades Spticas a 595~

y 650 nm. (7.33).

La prueba de la p-Nitrofenilhidrazina se fun——
damente en la reaccidn que ocurre entre este compuesto
y la deaxifribosa, formando un compuesto colorido cuan
do esta en presencia de &cido tricloroacético calien -
te. La densidad Sptica se lee a 560 nm. en donde se —
detecta un color pﬁrpura.r La prueba anterior y ésta -

tienen sensibilidad semejante.

En la prueba del Indol ocurre la formacidn ——
de un compuesto de bolor amarillo-café cuando el DNA—
se calienta con Indol en solucidn de Acido clorhidri —
co. Este método es 10 veces més sensible que la reac-

cidn de la Difenilaminaj se utilizan extracciones con-
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dcido percldrico ya que el Acido tricloroacético inhi-

be la reaccién con el Indol. (7.12).

Mediante la reaccidn de la Cistelna y el &ci -~
do sulfirico con el DNA se puede hacer una estimacline
directa del DNA, puesto que las pentosas no dan reac -
cién colorida con el &cido sulférico y la cistefna. -
Se encontré que la concentracién Sptima de Cistelna Pa
ra un méximo desarrollo de color fue de 0,05 ml. de -
hidrocloruro de cistelna al 5% con 5 ml. de Acido clor
higrico al 70%. No obstante este método no es especi-
fico puesto que el reactivo se combina también con el-
&cido fosfoglicérico, glucose-l-fosfato, glucosa-6-fog
fato, etc.; 1o 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 gue reacciona también con el RNA. -
Con el‘primero da un color rojo y con el BNA un color—

verde, (7.05).

En los métodos colorimetricos para la determi-~
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nacidn del BNA no se cuenta con la misma especifici ——
dad gue en los métodos para la determinacidn del DNA,—
debido a gue se utilizen reacciones mé&s o menos genera
les para las pentosas. Se trata de aumentar la espe-
cificidad aumentando el pH, la temperatura, en fin ba—
Jjo condiciones cuidadosamente contrtladas que favorez—
can la Gonuersidn de ribosa a furfural, que es capaz —
de reacclonar con varias substancias cromogénicas. Una

de las mé&s empleadas es el Floroglucinol, que no reac-—

ciona con el DNA; otro método emplea orcinol con Bloru

ro Férrico o cloruro clprosc como catalizadores. Un —

tercer métaodo es el de la p-Bromofenilhidrazina en el-~

que el furfural es extralildo bor el xileno antes de ¢ - |

efectuar la reaccidn. (7.11).

Otros métodos que se emplean para la cuantifi-
cacidn de los &cidos nuclefcos son aquellos que se ba-
sah en la absorcldn de sus bases pdricas y pirimlidicas
en la regién ultravioleta; para ello lostﬁﬁ?ﬂos nuclef
cos son hidrolizados con &cido triclorcacético o &cido

percldrico, puede existir interferencia por la presen—



34

cia de aminoécidos arom&ticos, lo cual se compensa em—
pleando un blanco tratado de la misma manera que el -~

problema,

Las bases plricas y pirimidicas no sdlo se pue-
den determinar por absoroidn ultraviocleta sino también
por medio de reacclones coloridas especific:as. Por -
ejemplo la Timina gue forma un color rojo con el reac-—
tivo diazo de Koessler y Hank en &olucidn alcalina y-
en presencia de un agente reductor, El Uracilo bromi-—
nado y la Citosina reducen el arsenotungstato. lLas =
dem&s bases no reaccionan después de la brominacién. -
La Guanina produce un grado significativo de color des
pués de la brominacidn, pero puede ser facilmente remg
vida por precipitacidén con sdles de plata. La extin -
cidn producida por el Uracilo es casi el doble de ia -
obtenida por la cantidad eguimolecular de Citosina, -

(7.12, 7.08).

La cuantificacidn de los &cidos nuclelcos tam-
hién se puede lograr por el andlisis del fdsfora. Por

ejemplo el método de Berenblum, Chain y Heatley que dg
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termina la cantidad de &cido fosfdérico del ndclea y —
el f4sforo de las fosforoprotelnas, habiendo eliminado
completamente los 1ipidos y los compuestos fasforados—
4cldo solubles. Considerando que la cantidad de las —.
fosfoprotelnas en la mayoria de los tejidos es muchg —
menor que la cantidad del fésforo de los &cidos nuclel
cos, el métddo nes d4 una bugna aproximacidén de la -~
cantidad de fdsforo presente en los &cidos nuel&icos.-

(7.27).

A partir de los compuestos fosforados obteni -
dos por el procedimiento anterior, Schmidt y Thannhau-
ser hacen la determinacién; para ello la mezcla de las
fracciones obtenidas por el procedimiento anterior es
particionada en sus componentes por hidrdlisis alcali-
na con sosa o potasa 1IN durante 16 horas; el DNA perma
nece insoluble mientras que el RNA se transforma inte—
wmmmenmdmﬁmsﬂnﬁmwwfm%mimmmL
co y el fdsforo de las fosfoprotelnas, se convierte —

totalmente a fosfato inorgénico. (7.26).
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IIT.-MATERIAL Y METODOS

¥ t

3.1l.~ Equipos

3.1.1l.~ Cristalerfa en general

3.1.2,~ Mesa rotatoria de 200 rpm.

3.1.3.~ G=24 Enviromental Incubator Shaker,
New Brunswick Scientific CO; Inc;
New Brunswick, N. J. u.5.A.

3.1.,4.~ Westhalia Separator A.G.
Oelde/Alemania; Tipo} L.W.A, 205
12 rpm3 | |

3.1,.5,~ Centrifuga [LOURDES.
Mod, No. lDiQ
Volts. 115, 60 ciclos, watts 1150.

3.1.6.—~ Automatic Refrigerated Centrifuge.

RC2~-B SORVALL.
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3.1 .7.~ Superspeed Refrigerated Centrifuge RG-5
Dupont Instruments SORVALL.
3,1.8.,~ Balanza anallitica Mettler, modelo BS.
3.1.8 .= éalanza granataria OHAUS 1201.
3.1.10.~Autoclave Modelo A1252/LE, para fermentador,
3.1.11.~Espectrofotdmetro Ultra;ioleta. ;
Carl Zeiss.Germany; WModelo PMRII, 48954,
3.1.12 ,~Espectrofotimetro Zeiss
Industrias Carl Zeiss de Méxicoj; Modela PWM2A.
3.1.13.~Colorimetro; Spectronic 20.
Bausch & Lomb.
3.1.14.-Micruscopio de Contraste de Fases.
 REICHERT.
‘3.1.15.-Mioréscopia Dpfico.
3.1.16,-Branson Sonic Power Company

Danbury Connecticut Sonifier

Power Supply B-12, watts 150.



3,1.17 .= Homogenizador.
Tri-R Instruments Rockville Centrej N.Y.
“'Madelo K45; serie 6725,

3.1.18.—~ Vortex Jr, Mixer,
Soientific Industries Inc.
SpringfieldAMassn 1103.

Modelo K-500-d.

3.2.—~ MEDIQS DE CULTIVO EMPLEADOS

3,2,1,~ Wedio de.AislémientD; _
NMelaz8isesesnssnssasasssssssl0.0 G,
FExtracto de Levadura.scssess 1.0 Q.
(NHkA)ZSD(A...:.-.............. 0.5 g.

KH2P04 vessssesscnssesssnase 02 O,
AgBr censssussnsnnasnnasnesacs 2.0 O0
Agua destilad8..esessasseesss Cub.p. 100 ml,

lel-nlI-..lllll..ll-l-l-ll.l 5-0

NOTA: Para el medio 1lIquido no se utilizf agar.

38
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MEDIOS DE IDENTIFICACION
3,2,2.— Medioc de Beijerinck pafa azlicares,

(NH4)2804I.l.l...ll.l‘.lll.'.ll.. 0'5 g
KHZPD4IDIIIIIIIIIIII.l.lll."ll!l Da-l g

Mgsa, . 7H.0 - 5

g 4- 2 ‘l-Ill.Il-lIII...'lIUUID.D g
mar|IlIlIllll‘..l.l....-.vI-IlI'I.IUZOD g

Agua destilada..-........------..‘.D.!Z_IE;D. 100 ml

le-nlulll--l.lll.n.lllln..l--lll 5.0

NOTA.— Los azlcares utilizados en el ensayo fueron: -~
Menosa, Fructuosa, Sacarosa, Arabinosa, Dextro

sa, Lactosa, Galactosa y Rafinosa en cantida -

des de 1%.

3.2,3.~ Medic de Beiljerinck para nitrdgeno.
GluCDsal [ 20 20 BN BN BE BN BN BN BE BN BN BN BE BN BN BN BN BN BE 2N BN AN BN | 2'0 g
KH P # % 8 0 & 20 B3 FN 3P ESSEE N EESS O NEED ll
5 04 0 g

* 9 62 B 0¢SOS SNSSESELEREEDEDESD .5
MgSD4 7H20 0.05 g
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ADAY' . aevsnusnossnanncocnanss 20 O

Agua destiladasssedissssasss Cybyp. 100 ml.
NOTA.-~ Fuentes de nitrdgeno ND;, Urea, Asparagina - y

Peptona; se utilizaron centidades al 1%.
3.2.4.~ Medio de Fermentacién.,

Melaza...;............. 1000.0 g

(NH4)2804............. 50.0 g

KH2PG4................. lDfO g

Agua de cocimiento de mafzivi..:.30.0 g

Agua destilada seeesssss Gelapi. 10 000 ml.

pH;lllllll.llllll.illlll 5.0

NOTA.— A estos tres medios se les ajusta el pH a 5.0



Al

Ll os medios antes clitados se prepararon disol -
viendo en agua destilada las cantidades de cada uno de
los componentes. Posteriormente el medio ya preparado
se le ajustd el pH y se esterilizd en el autoclave a —

121°C por 20 minutos.



coRoEMA UVILLZADO PARA LA GETERMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS (Dr. Sergio Sénchez)

1) Crecimiento 500 ml -—————> 2) Centrifugar y lavar con NaCl (0.85%)
(Cepes I, II, III; 500 ml de c/u)

3) Resuspender en el minimo volumen de  — 5 4) Romper células ._...-—_) 5) Centrifugar

Sol. amortiguadora de NaCl 0.15 M-EDTA 0.1 M (por el método a 15 000 rpm
pH 8.0 . gue Se reguiera) por 20 min,
6) SOBRENADANTE ——— s, 7A) Extracciones con fenol saturado —3 B8) Centrifugar
(Las veces que sea necesariu] en rotor HS4
) a 7 00D rpm por
. 10 min a @°C.
7) Alfcuota pere determinar '
Proteinas por LOWRY. ' :
17} Resuspender en Sol emortiguadora Tris-EDTA ——-——————) 18) Detenn:l.nar es= '9) Tomar fase atuosa
. pectrofotmétri y precipitar nu.-
16) Secar con sire los Acidos Nucléicos por 1 hora. ~ camente el con cléicos con &ta—
tenido de DNA. nol frio de 96° y
' NaCl SM, toda la-

. noche,
15) Centrifugar y decentar scbrenadante.

10) Centrifugar y deg.
cantar sobrenadag

te. i
14) Precipitar Nucléicos con Etanol frio de 96° . o
y N&Cl y dejér reposar toda la noche ' . 11) Secar-los Acidos Nu-
' ' clefcos con aire por 1 hora.
13) Trater con NeDH IN por 20 min, ¢
a 70°C para degrader al RNA.

12) RAesuspender en .snl.‘amortiguadura' Tris—EDTA y dg
terminar  espectrofotométricamente los Acidos Nu-
cl6icos. Totales, :

S

NOTA: Cepa I: Saccharjnmyceﬁ carba;jali.
Cepa II: Pichla barrageni. |
Cepa III: Torulopsis aquamsllis.
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3.3.- METODOS

3.3.1.— Método de Aislamiento:

El aislamiento de las levaduras se efectud por
el método de la estria, inoculando una asada de agua -
mi;ei en placas de medio para aislamiento (3;2.1:}_;. De-
las colonias desarrolladas se tomaron aquellas, éuyas—
6aracteristicas morfoldgicas correspondieron a las des
critas por Rulz Oronoz (7.23). Dichas colonias se ing
clilaron en caldo (3.2,1); para observar las caracteris

ticas macroscodpicas y desarrollic en medio 1iguido.

De las cepas seleccibnadas, se;-pr'ocedié a ob -

tener cultiveos puros.

3.3,2,~ Obtencidn de Cepas Puras —de las Leva-

duras: Pichia barragani, Torulopsis eguameliis y Saccha

romyces carbajali _ai‘sl‘ac!aé del aguamiel

El método empleado para obtener cultivos puros,
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fué una modificacién del método de Lindner (7.21); con
sistente en 1o siguiente: se efectuaron diluciones de-
las cepas ailsladas desde lD'_l a 10-5 y de éstas se co-
locaron de 3 a 5 gotitas en un cubreobjetos previamen—
te esterilizado a la flama, el cufl se invirtiii” sobre
un portanbjetos excavado, que contenia una gota de =
agua estéril, de tal manera que las gotitas quedaron -
dentroc de una pequefia cédmara estéril y hdmeda. Con la
ayuda del microscopic y con el objetivo de 100 X se ob
servaron las gotas y se marcaron aquellas, en las cué-
les, hubo una sola célula; después por medio de un pe-
guefio papel filtro estéril se absorvid la gota y se =
deposité en un tubo con caldo estéril (3.2.1); después
de la incubacién se observé el desarrollo de la leva -

dura,
3.3.3.—~ Métodos de identificacidn.
3.3,3.1.— Método de Beijerinck para Azlicares:

Para clasificar a las cepas en estudio, fué -
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necesario seguir el método ideado por Beijerinck, para
la asimilacidn de azlcares, en el cudl se utilizd el -
medio de Beijerinck (3.2.2.). El medio fundido se vir
tié en una caja de petri que contenia 2 ml. de la sus-
pensidén de levaduras, se homogenizd la mezcla y se es—
pero a que solidificara, después se procedid a colocar
una pequefia cantidad de los azlcares prueba en sitios-—
de la placa previamente marcados. Posteriormente se -~
incubaron las cajas a una temperatura de 28°(; ohser -

vando las resultados a las 24 y 48 horas.

3,3,3.2,~ Método de Belijerinck para Nitrdgeno:

Para determinar la asimilacidn del nitrfgeno,s
también se empled el método auxonogréfico de Beijerinck
utilizéndose para ello el medioc de Beijerinck (3.2.3).
El procedimiento fué similar al método de Beijerinck -
para azlicares, sflo que en lugar de azlicares se proba—
ron diferentes fuentes de nitrdgenc. Los resultados -

se observaron a las 24 Yy 48 horas.
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3.3,4.~ Pruebas de Fermentacidn:

También se realizaron pruebas de fermentacién-
de azlicares, empleando para ello el método de Henrici,
(7.23)., Para ello se utilizd agua peptonada que con -
tenia 2% de los siguientes azlcares: Glucosa, Levulosa,
Xilosa, Menosa, Galactosa, Sacarosa, Maltosa, Lactosa,

Rafingsa y Arabinosa.

Se :utilizaron tubos de 25 cm por 150 mm, den -
tro de las cufles se colocaron pequefios tubos de -
Wassermann invetrtidos (10 cm por 75 mm), para recoger—
el gas, Se bolocd el agua peptonada con el azlcar —-—
gue sk 1lba a probar, se inocularon con la cepa proble-
ma y después de la incubacidn a 28°C se hizo la lectu-

ra a las 24 horas.

Para complementar la identificacidn de las ce-
pas, se observaron las caracteristicas morfoldgicas, -
de las mismas y se compararon con las descritas por -

Ruiz Oronoz.
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3.3.5,~ Determinacidén de azfcares reductores:

Con el objeto de conocer la concentracidn de -
los azlicares reductores presentes en el nedioc de cul-
tivo se utilizd el método de Underkaffler y Guymon -

(7.32).

3.3,6.— Método de Obtencidn de Cultivas Concen

trados de las levaduras.

 Antes de proceder a la elaboracién del Médio -~
de Cultivo, se llevd a cabo un tratamiento de la mela-
za, con el objeto de eliminar los sdlidos presentes -
que pudieran contaminar a la levadura obtenida en la -

fermentacidn,

La melaza se llevd a una dilucidn 1:3 y se -
ajustd el pH a 8.5 con hidrédxido de potasio, se esteri
1izd en el autoclave durante 10 minutos a 1 atmdsfera-

de presidn y 120°C de temperatura. Después se llevd —



48

a cabo la separacidn de los sélidos precipitados por =

medic del separador centrifuga Westphalia (3.1.4).

Posteriormente la melaza se llevd a un pH de -
4,5 con &cido clorhidrico, esterilizéndose nuevamenfe—
y centrifugando. Finalmente se agregd 1.0 g de carbdn
activado por litro de melaza y se centrifugd nuevamen-—

te.

Teniendo la melaza ya tratada, se procedid a——
gelaborar el Medio de Fermehtacién, como se indica en -
(3.2.4). i
La fermentacidn prppiamente dicha, se inicid -
con la propagacién de una cepa de 24 horas de creci -
miento. Posteriormente esta cepa se resembrd en un tu
bo de 10 ml. de medio, el cu&l se incubd durante 24 -
horas a 28°C y en agitacidén en una mesa rotatoria -
(3.1.2). Al cabo de este tiempo la levadura cbtenida—
se utilizd para inocular un matraz de 500rml, el cual,

a su vez se mantuvo también en agitacidn y a 28°C du -



49

rante 36 horas., De este Gltimo matraz se tomaron 3 -
alicuotas de 2 ml. cada una para determinar el peso de
levadura obtenido por mililftro de medic de cultivo, -
Estas muestras se procesaron en forma similar que el-
resto de la levadura obtenida como se describe més ade
lante, Este procedimiento se realizd con las cepas -~

de Saccharomyces carbajali, Pichia barragani y Torulop

s5is aguamellis,

Una vez concluida la fermentacidn se llevd a -
cabo la recuperacidn de las células, mediante la cen -
trifuga Westphalia(3.1.4). La levadura obtenida se la
vé una vez con agua destilada, otra vez con agua acidu
lada con HGL al 1%, un tercer lavado con alcohol etili
co y Finalmente se deshidraté con éter. La levadura-—

asi obtenida, se dejé secar a temperatura ambiente.

Las musstras destinadas a la determinacidn del
peso de la levadura, se llevaron a peso constante a -
70°C; para poder calcular los miligramos de levadura -

por ml. de suspensidn de células obtenidas en la fer -
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mentacién. En la levadura seca se determind el % de

protefnas por el método de Kjeldahl.

El procedimiento anteriormente descrito se =

- realizd para cada una de las cepas en estudio.

.3,3.7.— Obtencidn de Levadura para la Determi-

naclidén de Acidos Nucléicos:

Se inoculd unimatraz con 25 ml de medio de -
fermentacidn con una cepa de 24 horas de crecimiento,-
se incubd 24 horas a 28°C; a su vez éste volumen sir -~
vid de indculo para un matraz de 500 ml de medic de -
fermentacidn, éste filtimo se incubd 36 horas a 289C y-
con agitacién. Se llevd a cabo la separacidn de las -
células centrifugando en una centrifuga RC-5 (3.1.7).-
El sedimento obtenido se lavd con &cido clorhidrico al
1% y con NaCl &l 0.85 % 5 veces, obteniéndose un sobre
nadante transparente. E1 sedimento obtenido se resus—
pengdid en amortiguador de cloruro de sodio 0.15 M <EDTA
0.1 My se centrifugd entonces a 10, 000 rpm en la cen-—

trifuga Lourdes (3.1.5), por 10 minutos a 40°C.
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METODOS EMPLEADOS PARA LA LIBERACION DE LOS ACIDOS
NUGCLETCOS.

3.3,8,— Rompimiento de Células por medic de | =

Perlas Styroport;

Se resuspensid la levadura en 15 ml de amorti-
guadior de NaCl 0,15 M-EDTA c.l M. Se agregaron perlas
styroport y se agitd durante 30 minutos en un agitador
Vartex (3.1.18). Posteriormente se separaron las per—
las mediante centrifugacidn y se agregd otra pequefia —
carntidad de amortiguador con el propdsito de lavar las
perias y recuperar al méximo el extracto adheridoc a -~
ellas. Después se centrifugé'en una centrifuga lourca
des (3.1.5), por 25 minutos, a una velocidad de 12,000

rpm,

Se separd el socbrenadante y de éste, se tomd -
una alicuota de 1 ml .para determinar protelinas por el-
método de Lowry (7.5); inmediatamente después se toma-

ron partes iguales del homogenado y de fenol saturado,
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se centrifugd en rotor H84 (3.1.7) a 7,000 rpm por -
15 minutos, De las tres capas separadas (Fenol—protei
ne—acuosa), se extrajo la fase acuosa, para nuevamen-—
te repetir la extraccidn con fenol; este procedimien -
to se efectud cuatro veces y al final se obtuvo la Ta-
se acuosa en la que se precipitaron los é&cidos nucléi-
cos con etancl frio de 96° y NaCl 5 M, la solucidn se-
dejé reposar toda la noche en refrigeracidn., Transcu—
rrido este tiempo se Dbtuvierdn los &cidos nucléicos,—
se decantd el sobrenadante y se procedid a secarlos —

con aire durante 1 hora.

Una vez secos seAresuspendieron en 10 ml de -~
amortiguador Tris 10 mM- EDTA 1 mM, se hicieron dilu -
ciones 1:100 y 1:1000 de cada cepa y se leyeron en el-
espectrofotdmetro ultravioleta (3.1.11), a 260 y 280 -

nm,

El sobrenadante restante se tratd con sosa 1 N
y se calentd en bafic de agua a 70°C por 20 minutos, -

una vez fric se precipits nuevamente con etanol de -
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96° frio (empleando dos volUmenes de alcohol por ung—
de sobrenadante), y 0.2 ml de NaCl 5 M; se dejs repo -
sar toda la noche, al dia siguiente se secaron los &cil
dos nucléicos con aire por 1 horaj; se resuspendieron -~
en 5 ml de amortiguador Tris 10 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 Q.Bﬁ%,
se resuspendieron en amortiguador de NaCl 0.15 M =EDTA
0.1 M, se les afiadié un voldmen igual de fenol satura-
doj;“el cudl estaba en una probeta gréduada con tapén -
esmerilado y se agitd durante 10 minutos para extraer—
los &cidos nucléicos; posteriormente se virtid en tu—-—
bos de vidrio corex de 60 ml y se centrifugd 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-
pard la fase acuosa y con ella se repitid el procedi -

miento antes descrito.
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Después de las extracciones con fenol saturado
se precipitaron los &cidos nucléicos con etanol de 96°
frio y 0.2 ml.de NaCl 5M, se dejd toda la noche en re-
poso; posteriormente se separd el sobrenadante y se =
secaron los 4cidos nucléicos precipitados con-alre du-
rante un periodo de una hora, una vez secos éstos, se-
resuspentiieron en 10 ml de amoritguador Tris 10 mM- -~
EDTA 1 mM y se prepararon diluciocnes 1:100 y 1:1000, -
para luego leer en el esﬁectrofotémetro ultravioleta-

(3.1.11), a 260 y 280 nm.

Inmediatamente después el resto del sobrenadan
te se tratd con 2 ml de hidréxido de sodic 1IN, se ca -
lentd 20 minutos en un bafio de agua a 70°C y se preci-
pitd con etanol de 96° fric y NaCl 5 M, se dejd repo —
sar toda la nochej se decantd el sobrenadante y se se-
caron los &cidos nucléicos coﬁ gire durante 1 hora y -
se resuspendieron en 5 ml de amortiguador Fris 10 mM -
EDTA 1 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 GSonicador y del empleo de perlas Styroport:

Una vez lavadas las células con NaCl al 0.85%
por cinco veces, se resuspendieron en amortiguadir de-
NaCl 0.15 M-EDTA 0.1 M. 8e sonicaron durante 30 minu-
tos, en el sonicador (3.1.16), manteniendo la tempera-
tura adecuada para evitar el sobrecalentamiento, para-
ello se utilizd un bafio de hielo picado. Después se —
completd la ruptura de las células en el Vortex, agre-
gando a al suspensidén perlas Styroport; posteriormente
se separaron las esferas centrifugando a 5,000 rpm en—
la centrifuga Lourdes (3.1.5), durante 10 minutos, des
pués se realizd un 1a9ado de las esferas con NaCl 0.15
VM-EDTA 0.1 M para recuperar.’lo-més posiblé el sustrato.
Inmediatamente se centrifugé a 12 000 rpm durante 20 —
minutos, para eliminar los residuos de las levaduras.—
De agui se tomd una alicuota de 0.2 ml. para determi—-
nar proteinas por el método de Lowry (7.05).

El extracto celular se tratd con fenol satura-
do 1:1, se centrifugd, previa agitacidn en probeta de-

tapén esmerilado, a 7,000 rpm por 10 minutos para sepa
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rar las tres fases (fenol, proteina y acuosa), se recu
perd la acuosa y se repitid la extraccidn con fenol 4

veces mas.

De la ¢ltima extraccién se separd la fase asug
sa y se precipitd con etanol de 96° frio y NaCl 5 M; -
como se indicd antes por cada mililitro de la solucién-
se ponen 2 ml de etanol de 969, y del voldmen total -
de etancl que se agregd se adiciond la centésima parte
de NaCl 5 M; se dejd toda la noche en refrigeracién y-
al dia siguiehte se separd €l precipitado; se secaron-
los &cidos nucléicos con aire, se resuspendieron con -
amortiguador Tris 10 mM-=EDTA 1 mM y se hicieron dilu-

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

Més tarde la solucidén se tratd con NeDH 1IN y -
se calentd en bafio de agua a 70°C por 20 minutos; se -
reprecipité con etanol de 96°C frio y 0id mli;de: NaCl-
5 Myisedejd. ireposar toda la noche, se decantd nueva——
mente el sobrenadante, se secaron los &cidos nucléicos
y se resuspendieron en amortiguador Tris 10 mM - EDTA-
1 mM; después se hicieron diluciones 1:100 y l:lDUd.y-
se leyd a 260 y 280 nm, para cbtener las lecturas del-
DNA,



57

3.33.11.- PROTEINAS:

a) Determinacién de Proteinas por Lowry (7.05):

1l.- Tomar una aIinudté‘déltpréﬁlema}y Ilsvar
la a 1 ml con agua (no olvidar el estén

dar y el blanca).

2.— Adicionar 5 ml de la solucidn de protel
nas, agitar y dejar reposar 10 minutos.
La solucidn de protelnas estd formada —
por NaZCDS el 2% en NaOH 0.1 N; tartrae—
“to de sodio y-potasio al 1% y sulfato -
de cobre pentahidratado al 0.5 %.

3.~ Una vez transcurridos los 10 minutos -
se adicionan -.. 0.5 ml del reactivo de
Folin-Cicalteau (1:3), se agita inme—
diatamente y se deja reposar por 30 mi

nutos,
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4,~ Por Gltimo leer a 625 &6 600 nm, en fotoco-—
lorimetro (3.1.13).

b) Determinacién de Proteinas por Kjeldhal:

Se utilizé el método de Kjeldshl (7.01); las —
determinaciones se hiclieron por duplicado, utilizando-

0.5 g de muestra.

3.3,12.,— Método de Nessler para la Determina—
cién de Amonio (7.14):

Con el objeto de determinar la cantidad de amg
nio presente en las levaduras lavadas,: tbilizddas para
las determinaciocnes de proteinas, se realizd el método

siguiente:

Se hizd primero una extraccidn de 2.0 g de -
levadura, a los cudles se les afiadid 20 ml de solucidn
de NaCl al 10% acidificada con HCl, hasta un pH de -

2.5; se agitd durante 30 minutos, se filtrd y se lavd-
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el matraz que se usd para la extraccidn de la levadura
con 25 ml de NaCl, los cudles se agregaron en pequefios

volimenes,

La determinacidn del amonio, se hizd aforandé—
el extracto anterior a 50 ml con el mismo reactivo, de
esta solucidn se tom$ una alicuota de S5 ml y se le -
agregaron 2 mlAde tartrato de sodio al 10%, 80 ml de -
agua destilada y 5 ml del reactivo de Nessler, el cuél
se mezcld ré&pidamente y se aford a 100 ml; se leyd des

pués de 25 minutos en el colorimetro (3.1.12).

Curva Patrén:; Para la elaboracidn de ésta, se—
tomaron alicuotas entre 3 y 30 ml de solucién patrdn -
de 0.001 meq por ml. Se procesaron como se indicéd an-
tes; agregando la misma cantidad de NaCl usada en las-

extraccionss.
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l.os cllculos se hicieron mediante la siguiente

férmula:

NHZ(meq/lDD g de levadura)s=Dilucidn X meg de la curva X 100
Peso de la muestra



61
IV.-. RESULTADOS

4.1.- Resultddos™de la determinacidn de la con
centracidn de azficares reductores en el medic de culti

vo (Mé&todo de Underkoffler).

La curva gsténdar para la determinacion de los

azlcares reductores se muestra en la grafica I.

El voldmen de tiosulfato de sodio gue se gasts
gl titular la muestra problema (medio de fermentacidn),
fué de 6.6 ml, los cuéles al interpolarse en la curva-
esténdar dan como resultado una concentracidn de 8.7 =:
mg de sacarosa gor ml, dato que debe ser corregicdo mul
tiplicando pﬁ 2, considerando la dilucidn que se reali
zd durante el proceso de inversidn de la sacarosa, E1
valor corregido 8.7 mg/ml se multiplicd por 2, obte -
niéndose un valor de 17.4 mg/ml. Fue necesario efec -
tuar una dilucién més con el objeto de gue el vollmen-—
gastado en la titulacidn del problema ya hidrolizado -

se pudiera interpalar en la Curva Esténdar; por lo tan
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to es necesario multiplicar el valor cbtenido por la
Gltima dilucidn realizada. UCon lo que obtuvimos fi-
nalmente una concentracidén de 87 mg/ml o sea 8700 -
mg/lDD ml. Que finalmente una concentracidn de 87 -
mg/ml 0 sea 8700 mg/100 ml. GQue finalmente equivale
a una concentracién de 8.7 % de azlcares reductores—

totales en le medio de cultivo,

Esto se realizd con el objeto de conocer la —
concentracidgn de melaéas presentes en la produccidn —
de la levadura de cada una de las cepas en estudio -
(I, II, III), logréndose ademds estandarizar el conte

nido de azlicar en los medics de fermentacidn.

Las levaduras aisladas Saccharomyces carbaja—

1i, Pichia barragani y Torulopsis aguamellis fueron-—

denominades con los ndmercs I, II y III respectivamen
te, con el objeto de facilitar el manejo de sus da -

tos,

4.2 .- Descripcidn de las caracteristicas ma -

croscdpicas de los cultivos: '
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TABLA # 1: CARACTERISTICAS MACROSCOPIGAS DE

CULTIVO DE LAS LEVADURAS . AISLADAS

MEDIO sgcLIDO
CEPA TIEMPO DE DESARROLLO FORMA DE LA COLONIA SUPERFICIE COLOR BORDE
S. Carbajali 48 horas Cireular: Hugosa'Pulve_. ‘Blanco Ondulade
' rulenta. . Brisacea.,
P. barrageni. 48 horas CGircular Rugosa con « Blanco Ondulado
: estrias .en - grisécec
la periferia. ‘
T. aquamellis 48 horas Dir;cular a tisa con al- Moreno- Entero
E ‘ gunas estrias  obscuro .
muy. Fines,’ ’
» © MEDIO LIGUIDD _
CEPAS TIEWPO DE DESASROLLO - COLOR Y GANTIOAD - ' FORMACION FORMACION TURBIDEZ

. ‘BEDIMENTO

DE VELOS

DE ANILLOS .

S. carbajeli.

P, barrageni.

T. aqueamellis,

24 horas

24 horas

48 horas

" Blaneo y Abundante

Blanco y Abundante

Blanco y escaso

Seco. y Opaco
‘de color blan
co-griséceo -

Completo de co

Seco sin bri-
1lo de color-

blanco-griséceo ‘

Muy fino de co-

lor-blenco gri.lor blanco-gri-

'séceo..

séceo.




TAELA &3 URTALTERLY T LUAD WLGHoaos Tono oo
: LAS LEVADURAS.

CEPAS ' TIEMPO DE.DESARROLLO . = CELULAS . ABRUPACION | BROTES

S. carbajali. . ' - 48 horas . . Esféricas, ovalés en forma tnipolares.
: ' : ' -y Eliptfcas;, algu  aislada
nas alargadas .en
forma de- pera. -

P. barragani. ) 48 horas . ' . : Elipticas y‘GValgs en forma . Unipolares y
’ ‘ ' ' algunas ‘alargadas, - de cadenas o Bipolares.
‘T. aquameilis; . 48 horas - o Circulares, Ovales - en Fb;ma . Unipolares.
i : y algunas de tipo' . aislada. v

eliptfco. -




. _lLectosa . - .. o E _

TABL.A # ai GPHACT EHISTICAS BIUG\UIMICAS DE LAS
LEVADLRAS.

_ a) Pruebes de i_?eméntécidn (Métods de Hen‘r:i.ci);i
AzuceR CEPA I - CEPATIL CEPA IIT
Arabinosa e .- -

Fructuosa. + : L -

- Glucasa . + -

" Menosa - ] S0 -
Rafinosa
'Gagarosa; -

o Xilnsf&

" Arabinssa -
%r‘ucf}.msé .

'_Blum;‘sa: ;
I‘_'a;:tdsﬁaj
Marosa. - e

: V’Fla,'f'_inos,‘a -

‘Sacarcsa

,.'Xilosa : f_ S

: G) Druebas de Asirnilac:.dn de Nitrﬁgenn o).
Fuente de Nitrdgenu CEPA I RN CEPAn : GEPA el

'_'Asparagma A + : “ _ ek S .

. Nitrato de Potasio - . VV 'i. - _ .

‘-F’eptuna R - ) + '.f_‘;}
Sulfato de Nnuﬁio + S o

PR A SR

-ﬁre'a'.f_ T - _ P



cepas I, IT y ITI son respectivama'lte- A,

67
De acuerdo a los resultados anter'lomente mencwnadns, se deduce que las

':7 £ baall,PiI:ia_b___sg__y..

) Turulogs:.s aguamell:l.s .

. a)Cepal

. Allcuotas

0.0Lmi
0.05 ml
o D.,l-rAnl": '

- 'AMcudtas-
0.0 ml -

0.05 ml

0.1 ml

Deter'm:.nac:.ﬁn II (Ramp:.rm.ento de células por Sonicador y perlas"

TABLA # 4: Resultados de la obtencisn de bea’téina'p‘nr e].llétacb dféi.Lb\éiry

DBtenlﬁ.nd.Gilﬁn I (Hompinﬂ.enhn de céluias Dbr per‘l&‘s Styrnport)
s R »’ Valur obten:l.dn en- mg/ml '

01308

SR Styropor'c) :
D a. T Va.‘l.or' obtem.da -eh 'mg/ml
: D 12 LR za 0 -
0.63 ;,.f ST _;_', Cas

1.88

Tomando en cuenta 16s valores obten:.das, se sacﬁ un pr'ome.dlo, el cu&l,:

' carr'esponde a: 30, 216 mg -de protéma par m:l.l:.l:[tm. L

- b) Cepa II

"Allcuotas -

0.01 ml

0.05 ml
0.1 m

Detemﬂ.naciﬁn I (Homp:.rm.ento de células pnr perlas Stymport)

D.0. : ) Sl C VaJ.or Ubtem.dn en mg/ml
o0 - 15.0
© 0,225 S e

0.7 o 1905



Determinacién II (Rompimiento de células por Sonicador y per‘las

Styroport). o .
Alfcuotas D. O, _ valor ob'tenido en mg/ml
0.0l ml 0.067 : - © 18.72
0.05 ml | 0.685 ‘ . . 1380
0.1 .ml g 0.1851 TR : 15.51

El valor prorﬁedio sacado de las determinaciones es de 15.4 mg dée-

' proteina por mililitro.

c). I:epa‘ III : : i
Determnaciﬁn I (Homp:.rrd.ento de células por perlas Stymport)
Alicuotas D 0. . .. - - R Va.'l.or Dbtenidn en mg/ml‘
poLmL g T w25
g.osml 0.8 R 125 '

Detemnacion II (Rump:.menta de células pbr Scm:l.cador y parles

) Stymport) L
AlIi:uutas . T ped. L - "valor- Dbtenil:b en’ mg/mlf '
g.olml - - p.oee ST 17,6
0.5m . oaea - B 1,5.2___,'

es de’ 15.85 mg de prnteina por‘ nn.l:.lf.tro.

TPBLA # 5- Result:ados gbtenldos del peso seco de las levaduras. L

: "TABLAVDE PESU DE_LEVADLRA 7

3

CEPA - -..»DETBNIENACIDN L _~'pnurvieum'
S. carbajeli. 15i.4_ mg/ml :156.9—'1@& - 'Isz.a_m'g/ml . -’1_60..:%7 mg/{n'l .
P. berregeni. 138,05 "  140.3mg/ml’ . 139.0 mg/ml 139.12 mg/mk
T, equamellis 113,05 " = 119.5 mg/ml - ;09.o~n;g/m1 113.88 mofel



TABLA # 6- Resultadus de la determinacidn de ADldOS Nucléicos:

. DETERMINACION
-
2 .

Prohedin—:%“

DETERMINACION -

L

Promédio”

DETERMINACION

‘1
3

Promedioc

Cepa I (Ruptura-de células por perlas Styroport y por

Sonicador con perlas Styroport).

0.0. . NUCLEIGOS TOTALES “ INA % ANA %
0.43 7.66% - 0.2042  7.53
0.383 7.463 % © 0.1309 7.317
0.458 L 7.53% - . 0.146° . .- 7.396
9.5 % _ 'n'.13244" 7.414
Cepa II (Ruputura de células por perlas Styrnport y pur SR _" i
R Sunlcador eon perlas Styrnport) T :
AR NUCLEIGDS TDTALES ONA % j‘F‘l:NA % -
0.382 . 8.6738 % 0.0725 - 85 . o
0788, 35 %- ' ju 1833¢_; B,1667-° ;
R RS s 0306 % Ly 2022,-'7 7.885 !,
. ‘B, 35145%‘- ©0.1859 .- - 8.1885 :

Cepa III (Huptura de células pur perlas Styropnrt y por_

0.00 NUCLEICOS TGTALES- “DNA %
cass | s o pameaz
0.372 . - -8.64. % . 0.1497
0.57 8.9 % 0.2028
8.846 % - 0.174247 "

Sanicadnr con’ perlas Styroport)

ANA %

_ra.aa_ -
8.49
8.6972

8.6724 .



TABLA # 7: Resultados de la determinacién de proteinas bor el método de

" Kjeldahl:
Cepa mlde HOL 0,094 N Nitrégeno Total %
r o 1awo 7.896
2) .6 . L 8,05 .
el R Pmmech.o-
5 S 1)%a3 .. 9.8
2)asa. 9.3 T
o SE ’ ,Prdmedip:r
“III = 1) 29.1 " IR -

5-2) 29,0 oo 6328

. Promedios -

TABLA # 8; Hasultados de la determ:.nac:.ﬁn de NH

pnr el mﬁocb de Nessler-

F:Srmula empleada .

D:.luclﬁn X me

NH (meq/lDD g ds levadura)=

Datns de la Curva Esténdar de Pmon:.o (Método de Nessler)

Tubo o ml del Esténdar .
1 ' 3 . 0.008
2 & . - 0.006
3 9 . 0.009
a 12 7 ouom2
5 15 - 0.015
6 18 p.018
7

21 - 0.021 .

57.33

_de’14 Curva x_mo
Peso de la muestra BN

Doncentrac:.ﬁn en meq % fos,

' Protetna o
4935
" 50, 3125

49..9

' .55 425 -
" s, 25

anens .

47,705

478 "

e la levadura seca- -

0.,2291

0.3010

0.4310

0.6021

- 0.7696

0.9825

0.132
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. Les valé:i'e_s”interﬁolados ’eh_légf curva son los isiguientes: -

CEPA- . Meq de la curva

T e o 039

o mees

ITI - BN o 0_105

'A"Cén_ﬁ.'dad_i_de amonio en¢qntréd6 en las vle'\'/a.ddras-" T

Iz

. CEPA . i, _— o canﬁ.dad del ;|.6n arnoniu

T T T ool g]

. o.oouars g
o -  . 0.000489 g -

* % ds Nitrégeno Protéico Mencs-el = - Se obtiene el valor-

. Valor encontra real de pruteina_ S
. do dsl ian amg - .
nig--*

‘a98g - o;oo]b’-'r .. dege2 g
is7.33g . 0.0003% g . 5.3 g

47859 T 0.000459 g 77-}47'_79_9. -
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TRBLA # 9+ RESUMEN DE RESULTADOS

CEPAS % de Proteinas % de,Proteihag Totales - " % de Nucléicos Totales % DNA YRANA
(Lowmy) . - (KJELDAHL)

Saccharomyces carbajali.

18,88 a9.8 7.5 o . 0.132a8 7.414

".Pichia barrageni,

23.0 ©¢os7.33. 8.35 - . g.es . 8,1889

Turn%obsis aquamellis.

20,65 . '47.8 Lo B . 01742 . 8.6724

Candida'qtilis*'

ee s R 50.0 . - s .2 8,0 -

* NOTA: Los valores indicados para Candida utilis estén reportados en la literatura (7.9 y 7.7)

£
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V.- DISCUSION
El objetivo de este trabajo como ya explicamos

antes, fue el de estimar el contenido de los &cidos nu -

cléicos en las levaduras del pulque: Saccharomyces carba

jali, Pichia barragani y Torulopsis aguamellis.

Existe una gran variedad de métodos para la -
cuantificacidn de los Acidos nucléicos, desde luego -
aguellos que involucran condiciones extremas de pH (sn;~
bre todo alcalinos) y temperatura, no son muy aconseja —
bles; ya que se ha comprobado que el RNA es inestable ba
Jjo estas condiciones, aungue si bien tienen la ventaja -

de gue nulifican la accidn enzimathca totalmente.

Kay y Dounce con el emplec de Dodecil Sulfato-
de Sodic obhtienen un producto de elevads peso molecular-—
y casi libre de proteinas, pero el rendimiento que obtie
nen es alrededor del 50 % del total del RNA. Esto se de
be probablemente a que este detergente no logra la com —
pleta inhibicidén enzim&tica de la ribonucleasa; lo mismo

L]
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ocurre cuando se emplea hidrocloruroc de Buanidina,

También puede deberse al gran nlmeroc de manipu
laciones requeridas en el proceso y a la mayor dificul -
tad para separar el reactivo de los &cidos nucléicos li-

bres de protéinas.

Otros métodos tienen la ventaja de no requerir
la separacidn del DNA del RNA;vpuesto gue ambos &cidos -~
tienen preferencial solubilidad en &cido tricloroécético
caliente, 1o cudl los aisla de los dem&s componentes ti-
sulares, cuantificandose entonces sus azlcares por reac—

clones colorimé&tricas.,

Este método tiene la desventaja de no poderse-
determinar por absorcidn ultravicleta, debido a la in -
terferencia del TCA y a la incompléta precipitacién de -

¢

las protelnas.

Schmidt-Thannhauser proponen un método que de-
pende de la conversidn selectiva del fésforo del RNA a —

fésforo orgénico &cido soluble (mononucledtidos) por -
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&lcali, después de la remocidn del fosfato &cido solu -
ble y fésforo fosfolipidico, La combinacidn de este mé-
todo con el anterior, nos permite el uso ya sea del fés—
foro o azlcares para la medicidn de los &cidos nucléicos,
Scheneider sugirid la adicién de una extraccidn con TCA-
caliente a la fraccidn écidd soluble remanente al final—
del procedimiento Schmidt-Thannhauser, permitiendo ade -
més el aislamiento directo de la fraccidn del DNA., Sin-
embargo la sepéracidn del RNA con TCA caliente se ha en=—
contrado inadecuada para liberar todo el &cidoc presente-

en las levaduras del pan.

Otro método de separacidn basado en diferentes
sélubilidades en &cido perclérico es el de Ogur-Rosen. —
lLa estimacidn se hace por reacciones de las pentosas o -
bor cuantificacidn de fdsforo. Sin embargo los valores—
de fé6sforo no concuerdan con los bbtenidos por medicio——
nes en ultravioleta. Parece ser que parte de las puri —
nas del DNA se solubllizan con el &cido percldrico frio-

con el RANA.

Los métodos colorimétricos para la determina -
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cidn del DNA, que estan basados en el azdcar componente,
no son especificos para la 2-Deoxirribosa, pero lo son -
en mayor o menor grado para los 2-Depoxiazlicares, 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 &cido galacturénico y que la presen —
ﬁ:ia de protelnas también interfiere. Dische recomendd —
por esta razén hacer la lectura a dos diferentes longi —
tudes de onda considerando dnicamente la diferencia en -

tre ambas,

Se ha encontrado también que la densidad del-
color se incrementa a menor temperatura y durante un 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-Deoxiazficares. Pero sdlo los azi-
cares capaces de formar fureno o derivados de furano dan

positiva la reaccidn.



78

La prueba del Indol es aproximadamente 10 ve =
ces més sensible que la prueba de Dische, pero el &cido-
galacturdnico y la arabinosa, interfieren seriamente, -

como el proplo Ceriotti ha comprobado.

La prueba de la Cisteina es mucho menos sensi-
ble gue la de la Difenilamina, en parte por la dificul -
tad que existe en hacer una correccidn adecuada del co -
lor no especifico, resultente del 4cido sulférico al 75%
sobrerel tejido extractado, por lo que este método da va

lores errdnecs.

El método de la Cisteina no es considerado es—
pecifico, porque el reactivo reacciona con otros compues
tos como son: &clido fosfoglicérico, glucosa-l-fosfato, -
glucosa-6-fosfato, étc., 1o cuél sdlo se evita cuando se

utiliza el ‘mé&todo de Sghneilder,,

Los métodos colorimétricos para sl BNA no son-
tan especificos como los del DNA; debido & que se requig
ren condiciones dptimas, puesto gue se utilizan reaccio-

nes generales para las pentosas. FEl1 furfural o deriva -
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dos del furfural formado es el que reacciona con varias—

substancias cromogénicas.

lLas reacciones mé&s empleadas para determinar -
el ANA son: la del Floroglucinol, la del Orcinol y la -~
Prueba de la p-Bromofenilhidrazina, La primera reaccidn
no da color con el DNA, peroc es menos sensible que la —
reaccién del Orcinol, lo cuél se debe probablemente al —
prolongado calentamiento que destruye las 2-Deoxirribo —

sas y algunas otras substancias que puedan interferir,

losrmétodos basados en la determinacidén de -
bases plricas y pirimidicas en la regidn ultravioleta, -

tienen la deswentaja de que pueden interferir los amino-

Otro hecho importante que es necesario consia"
derar, sobre todo en este tipo de métodos es la relacidn
que existe entre bases plricas y pirimidicas. Por sjem-
plo en las levaduras del pan, la relacidn purina/pirimi-
dina es de 1,17 — 1.32; mientras gue en las levaduras —

del vino es de 1.08.
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Esto es importante porque en las reacciones -
cﬁlorimétﬁicas del BNA, basadas en el componente carbo -
hidrato, solo el nucledtido de purina se hidroliza para-
dar pentosaj solo el enlace purina-ribosa es medido; por
lo gue el estandar que se emplee debe contener la misma-

relaciénApurina/pirimidiqa.

En el caso del DNA ésto no ocurre porgue se ha -

encontrado que la relacidén purina/pirimidina casi siem -

pre es de 1,

Los métodos de absorcidn ultravicleta permiten
una répida estimacién. La hidrélisis de los &cidos nu —
cléicos con TCA 6 &cido pgrcldrico, Proporcicnan un ex -
tracto donde 1los &cidos nuclélcos pueden medirse directa
mente por sus componentes puriné/pirimidina. El valor -
de estas determinaciones es muy reproducible para el mig
mo material, lLa principal limitacidn de los métodos ul —
travioleta para la estimacién de &cidos nuclé;cos es la-
presenéia de aminoécidos arométicos en los materiales ——
utilizados, |a interferencia del TCA, puede corregirse-—

intrdduciendo en el blanco y en el esténdar &cido triclg
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roacético, (Sustancias que interfieren en la espectrofo-

tometria son coenzimas y flavinas).

En los métodos que utilizan el anélisis del -
fésforo es de particular importanoia la eliminacidén de -
compuestos de fésforo contaminantes, de lo contrario el-
error es considerable. En general 1los métodos son come-
plejos, por ejemploc el mé&todo de Beremblum, Chain y Hea-
tley, consten de varios pesos, para la eliminacién del -
fésforo orgénico asf como dgt fdsforo protéico, Por lo-
tanto una de 1l&s desventajas de estos métodos es que : -
existen compuestos nucleotidicos que contienen fésforo -
gue ro son completamente removidos por la extracecidn de-
compuestos &cidos solubles y Fésforo—lipid;cos; lo cuél-

da valores altos,

En los métodos de rompimiento de las células —
se lleVé a caho tanto por medios fisicos como por medios
quimicos. En los primeros se emplearon perlas\Styroport
con agitacién en el Vortex. También se logrd la ruptura
sonicando las células, completando la lisis con perlas —

Styroport, El extracto obtenido se tratd con fenol para-
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eliminar las proteinas y en la fTase acuosa se realizd -

la determinacién espectrofotométrica de los &cidos nu =

cléicos totales.

La ruptura gulmica se efectud Unicamente em —=
pleando fenol; haciéndose la determinacidén de los &cidos

nucléicos, por espectrofotometria.

En ambos casos se hidrolizd el ANA con hidrde
xido de sodio, determinéndose el DNA. ELl valor del RNA~

se obtuvd por diferencia.

los resultados obtenidos fueron mayores cuando
se emplearon métodos fisicos y menores cuando se empled-
dnicamente fenol, 1lo que se debid a una ruptura incomple

ta de las células, ésto fue comprobado &l microscopio,

La cuantificacién de protelnas se llevd 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 Gnicamente se de -

—
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terminan protelnas solubles, mientras que en el Kjel-

dahl se determina téda el nitrdgeno protéico total -

presente,

Con el objeto de comprobar si la determing-——
cifn de proteinas correspondia efectivamente a la can
tidad de proteinas presentes en las levaduras y con =
el propdsito de eliminar la posible interferencia del
idn amonio del medic de cultivo, gue pudiera haber es
tado contaminendo la suspensidn de levaduras; no ohs-
tante que se 1llevd a cabo un lavado exhaustivo, se -
hizd una determinacidn de amonio por el m&todo de -
Nessler, en un estracto de levadura como se describeT

en el método 3.3.12. Los resultados obtenidos fueron

tan bajos que pueden despreciarse.
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VI.CONCLUSIONES:
De los resultados obtenidos en este trabajo -~
se desprenden como consecuencia las siguientes conclusiﬁ

nes:

Primero, que el desarrollo de las levaduras: —

Saccharomyces carbajali, Pichia barragani y Torulopsis -

aquamellis, es efectivamente muy répido, lo cual repre -
senta uﬁa ventaja para la obtencidn de proteina micro -~
biana a gran velocidad, Puesto que en otros organis -
mos €l desarrollo es més lento y por lo tanto la produc—
clén de proteina también. (Ver TABLA-# 11).

Se observé gque la levadura gue se multiplicé-

més rapidamente fue Saccharomyces €arbajali, la que al =

parecer contribuye en mayor proporcién al caracteristico
olor y sabor del pulque. Su desarrollc se obtiene a —
partir de sustratos muy baratos, lo que representa una -

ventaja més a Tavor 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 m&s recomendable de los tres estudiados para -

emplearse como fuente alimenticia.

En cuanto &l contenido de &cidos nucléicos se-
refiere, se encontrd que es semejante al de las levadu -
ras que m&s fTrecuentemente se emplean en la industria -

alimenticia, a saber, Saccharomyces cereviseae y Candida

utilis; por lo que no parece existir una ventaja real en
relacidén a este aspecto, para qQé estas lavadufas,seAem;
pleen como fuente de alimento, ya gque sigue existiendo -
el inconveniente del alto contenido de Acidos nucléicos—

y la consecuente toxlicidad de éstos.

Queda como objeto de estudic para trabajos pog
teriores, investigar algin tipo de procedimiento que ha-
ga disminuir la concentracidn de &cidos nucléicos sin -

afectar el contenido de protelfnas; por ejemplo, la apli-



TABLA # 10 CONTENIDO OE PROTEINA EN ALGDNOS ORGANLSMOS
© CULTIVADOS EN DIFERENTES SUSTRATDS, :(7.24). ‘

Microrganismo Sustrats . . Protefna Gruda : ”:lLIpidos'%‘, . Carbohidratos %
. , . : p e o h "

Alga ’ qu o Cass0 S5 ““.,_l‘D-lE!‘
Bacteria Celulosa - . 2.8 o =

Bacteria . . Metano - 100 . 25y
| ' o ‘10

20-23
10-20
10-20 -

Bacteria - ’ :Meténol e
Levadura C n-parafinas 60

Levadura N ' Gaséleo o 6 .

N O

Levadura ' _Carbdhidratos -85
Honge -. . : Licor de Sﬁl— ‘

] . fito -, 55.40 ) ) .
Hongo: . ‘Carbohidrato 3580 ¢ - . 85 . . 1p-20

.l—"
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cacidn de choques térmicos, o sea cambios repentinos —

de temperatura, é&tc,

También es conveniente hacer pruebas de nive——
les de toxicidad; ésto es necesario para aclarar, porque
el consumo de pulque, el cuél contiene estas levaduras -
no parece afectar al menos notoriamente a las personas -

que lo ingieren diariamente.

Una posible solucidn al problema de la toxici-
dad de estas levaduras, es la de separar las proteinas -
de lés &cidos nucléicos, para lo cuél se puede utilizar—
un método fisico para la ruptura de las células y pos -
terior precipitacién de #as proteinas, empleando algin-
reactivo barato como el sulfato de amonio y que ademés-—

pueda ser recuperable.

Actualmente en México vivimos una etapa en la-
que escasean los granos destinadeos a la alimentacidn ani
mal, hecho que ha motivado a las industrias productoras-

de aelimentos de consumo animal, a echar mano de materias
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primas, tales como el malz y el frijol, provocarido wuna -
marcada escasez de estos granos y su consecuente encare-—
cimiento, cosa que repercute en la economia de nuestras-
clases més humildes ecuya alimentacidn se basa principal~

mente en estos granos.

Una forma de combatir este problema tan impor—
taﬁte, seria el aprovechamiento para alimentacién animal
de la proteina unicelular cbtenida a partir de las leva-
duras del pulgque, debido a que su costo de produccidn -
seria més bajo que el costo de produccidn del sorgo, del
frijol y del malz. Ademé&s esto provocaria la disminu -
cidn del precio dé los productos alimenticios de origen-—
animal (leche, carne, huevo), y evitaria que granos gue-
tradicionalmente han estado'desfinados gl consumo humano

se emplegarén.. para alimentar al ganado.
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TABLA # 11: Tiempo de Duplicacién de Masa de -

Diferentes Organismos. (7.24).

ORGANISMO TIEMPO PARA 1 DUPLICACION
. DE BIOMASA - -

Bacteria y Levadura 10 - 126 minutos

Hongo y alg% 2 ~ 6 horas

Pasto y algunas plantas 1 — 2 semanas

Pollos 2 = 4 semanas

Ganado Pﬁrcino 4 — 6 semanas

Ganado Vacuno 1 = 2 meses

Humanos 0.2 - 0.5 anos.
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