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INTRODUCCION
Las levaduras se pueden clasificar dentro de los
Ascomicetos, Basidiomicetos o los Deuteromicetos. Las
levaduras Ascomiceticas se caracterizan por su reproduccidn

sexual al producir ascas con end as. Las 1 duras

Basidiomiceticas forman esporas externas (basidiosporas) en
basidios. Todas las levaduras y los organismos parecidos a
levaduras en los cuales la reproduccion sexual no se ha
observado en Deuteromicetos (Hongos Imperfectos).

De las 400 especies de levaduras conocidas cerca del 25%
son capaces de utilizar el almiddn como fuente de carbono y
energia. Esto no necesariamente significa que sean capaces de
desdoblar cl almiddn en forma eficiente (Spencer y Van Uden,
1977), ya que solamente una parte del almidon puede ser
accesible a las amilasas extracelulares de estas levaduras.
Lipomvces starkeyi IGC 3944. produce anmilasas extracelulares
capaces de hidrolizar el 90% del almiddn suministrado al
medio mientras que el rendimiento (¥/almidon) en la levadura
Liporyces kononenkoaec fué casi del 100% (Spencer y Van Uden,
19773
H

Se han encontrado muy pocas levaduras con capacidad de

producir alfa-amilasa y glucoanilasa. Estas incluyen a



Saccharomycopsis fibuligera (Endomycopsis uligera),
Saccharomycopsis capsularis y mads rccientemente Lipomyces

kononenkoae, Lipomyces starkeyi y Schwanniomyces castellii.

Otra levadura capaz de producir ambas enzimas y, ademas de
posecr la capacidad de producir etanol a partir de almidén, es
Schwanniomyces alluvius: se ha reportado que con esta especie se
abticnen 1HY U/ml de alfa amilasa y 5.4 U/m! de glucoamilasa. En
contraste, las levaduras del género Lipomyces sp no son
fermentativas {Wilson et al, 1982).

Para la produccidén de protaina de origen unicelular,

wannpiomyces alluvius tiene caracteristicas propicias como su

rapido crecimiento y eficiente conversion del almidon. Ademds,

Schwanniomyces alluvius no es patdgeno, excreta gran cantidad de

amflasas y puede utilizarse en la produccidn industrial de
amilasas. Se puede obtener un rendimiento de 0.51 g de biomasa/g
de almidaon. siendo este muy similar al que se alcanza cuando tas
levaduras se desarrollan en un medie rico en glucosa.,

f.a produccion de proteina unicelular se lleva a cabo de manera
indirectapor muchos micreorganismos despuds de un pretratamiento
hidrolitico del almidon, por lo tanto existen grandes ventajas de

COntar con micreorgants amiloliticos, como es el caso de

Schwannionvees alluvius, que por si mismos son eficientes para
producir biomasa. Otras ventajas incluyen su facil mancjo,
comparado con lus algas v los honqos filamentosos, asi como la

aceptabilidad de 1o biomasa cumo alimento (Cialleja et al, 1986).



Las amilasas extracelfulares producidas por Schwanniomyces
castellji constituyen un sistema amilolitico capaz de hidrolizar
totalmente totalmente el almidon. Schwapniomyces castellii ha
sido estudiada para la produccion de biomasa y amilasas cn
cultivos por lote y continuos, habiendose encontrado que la
glucosa inhibe la sintesis de enzimas amiloliticas a traves de la
represion catabdlica (Pasari et al, 1988).

Asl mismo se han utilizado cultivos mixtos inteqrados por
Saccharomycopsis fibuligera, que es una levadura amilolitica, y

Saccharomyces cerevisiae una levadura no amilolitica que utiliza

azucares para fermentar el almidon hasta etanol (Abouzied y
Reddy, 1987).

Kiyoshi et al (1978) encontraron levaduras que crecen a 40°C
(termofllicas), las cuales asimilan metanol y Travassos (1971)
menciona levaduras entéricas que crecen a partir de 37°C y que
son termofilicas, pertenccientes a la especie Saccharomycopsis
gutulata y Candida sloffii.

Por otra parte se han descrito diversas enzimas amiloliticas
producidas por levadura. Estas incluyen:

a) La alfa amilasa que cataliza la hidrolisis de enlaces alfa
(1-4) con una actividad del tipo "endo”™.

b) La beta amilasa. que hidroliza de minera recurrente los
enlaces (1-4) a partir de las extremidades no reductoras de las
cadenas do amilopectina v amilosa, liberando maltosa. HEsta enzima
actua sobre los enlaces (1-6) ¥ por lo tanto. su accidén se
detiene cn los puntos de ramificacion. La hidrolisis de la

amilopectina produce una mezela que contiene



de 50 a 6% por ciento de maltosa y su residuo conocido como
dextrina limitante.

c) La glucocamilasa, que hidréliza los enlaces alfa (1-4) a
partir del extrcmo no reductor, !iberando glucosa y ademds
presenta una actividad desramificadora al hidrolizar los eniaces

alfa (1-6) (Majunath, 1983).

GLUCOAMILASA

El nombre bioquimico completo de la glucoamilasa segqin la
Comisién de enzimas es; alfa-1.4-glucosa glucohidrolasa E. C.
3.2.1.3.

La glucoamflasa se caracterizd ecn 1951 como una cnzima que
hidroliza las uniones alfa-1,4-g9lucosidicas, removiendo
sucesivamente glucosa de la terminacion no reducida de la cadena.
Subsecuentewmente se¢ demostrd que la enzima también hidrolizaba las
uniones alfa-1.6 y alfa-1,3, pero lo haclia de una manera muy
lenta.

En la literatura se han descrito numecrosos ensayos para la
determinacion de la activided de la glucoamilasa, casi todos
ollos se basan en la determinacion de la liberacion de glucosa,
la cual puede ser establecida enzimidticamente utilizando la
peroxidasaperoxidasa oxidasa de glucosa o la hexoquinasa acoplada
a la glucosa deshidrogenasa 6-~fosfato: quimicamente se puede usar
el reactivo de cobre alcalino o la reduccion del 3,5-dinitrosall -
cilato. Sin embargo. los métodos quimicos no son especificos, ya
que no distinguen entre la glucosa, los compuestos reducidos y

otros azlcares reducidos.



La mayoria de los investigadores emplean el reactivo de
oxidasa para la determinacion de glucosa.

Las formas multimoleculares de las glucoamilasas parecen
tener propiedades fisicas similares, y las gluccamilasas que
se han estudiado poseen un pese molecular similar que se
encuentra en un intervalo de 40 000 a 80 000.

Las glucoamilasas en general son estables en un rango de
pH de 3-6 , y presentan una actividad optima entre un pH 4-5.

Seqgun Majunath (1983) los grupos carbohidratos parecen
desempefiar un papel importante en la estabilidad de la

estructura contra la inactivacidn por calor o almacenamicnto.

ALFA AMILASA

Las cnzimas alfa-amilasas (1,4-alfa glucohidrolasas E. C.
3.2.1) catalizan la hidrélisis de las uniones alfa-1,4
9lucosidicas en los polisacaridos de tres o mas unidades de
D-glucosa con uniones alfa-1,4, produciendo maltosa y
oligosacaridos grandes. Existen muchos métodos de ensayo y
definiciones para la actividad de una cnzima alfa-anmflasa,
cade uno con su propia unidad de actividad.

Se ha pensado que los mdtodos de ensayo y definicién de
una unidad enzimdtica suit diferentes. no son homogéneos. Sin
enbargo, pueden estar ccorrelacionadas ern funcidn a la

terpe-atura 4o incubacidn, e}

de i{ncubacidn, «) factor
de dilucion vy jos meétodos de medicion.
la acecidn de la amilasa se caracteriza por les cambios
simultdneos de las siguientes propiedades de los substratos:
33 BSRETSCRET 98142 4E5F2542984 det rodo.
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3) Cambio en el poder dptico rotatorio.

4) Decremento de la turbidez de la solucidn de glucodgeno.

L.a mayoria de los reportes se basan en uno de los
siguientes mdtodos para detectar la actividad de la alfa
amilasa:

1) La formacidon de azlcares reductores del almidon.

2) El decremento de la reaccidn especifica entre el Iodo y
¢l almiddn restdual.

3) Un grupo cromogénico es unido al substrato y la
formacidn de este dentro de la fraccidn soluble se mide por
un cambio en la densidad dptica.

Los métodos que utilizan substratos de peso molecular bajo
con una estructura definida como la maltotrectosa ¥ la
maltoheptulosa han sido recomendados en aRos recientes, pero
estos métodos se desartrollaron y sc probaron inicialmsente
para aplicaciones clinicas.

El método colorimdtrico de Nelson que utfliza Cobre (Cu)
da resultados mds exactos que aquellos obtenidos en la
medicidn de azOcares reducidos empleando el
3,5-Dinitrosalicilato alcalino. Asi mismo, este método da
valores idénticos para las maltodextrinas; la medicion de la
aparente produccidon de maltosa en una rcaccion con amilasa,
es dircctamente proporcional a la cantidad de enzima
presente. Se han hecho mejoras en las técnicas de ensayo de
la alfo-amilasa, que han permitido ebtener valores mas
precisos de la actividad enzimdtica. Sin embargo, no ha sido
posible correlacionar cada método y sus resultados

correspondientes.
En general las enzimas se ensayan basandose en su reaccion
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con el substrato bajo ciertas condiciones de prueba. Las
condiciones de ensayo incluyen, el tiempo de incubacidn, la
temperatura de incubaciodn, el pH y en algunas ocasiones la
concentracion del substrato no reaccionante se mide utilizando un
método de Iodo o bien so mide la concentracidn del producto usando
un método de azucares reductores para encontrar el grado de

la alfa amilasa.

Una Unidad Internacional (UI), es la medida mas cominmente
aceptada, se mide como la cantidad de enzima que cataliza la
conversidon de 1 micromol de substrato/minuto bajo condiciones
cstandarizadas de concentracion de substrato, pH optimo., ausencia
de inhibidores y presencia de activadores.

Resulta imposible comparar el resultado de diferentes meétodos
ya que cada uno do ellos tiene sus propias condiciones de
incubacidn y unidades de actividad enzimdtica (Young. 1987).

Las diferencias de los matodos de ensayo son:

1.- Tiempo de incubaciédn.

2.- Temperatura de incubacién.

3.- Matodo de medicién.

L.a alfa amilasa se ha encontrado en:
1) Organos y fluidos animales.
?2) Plantas superiores.

3) Muchos microorganismos (Berfeld. 1951).



ALMIDCN

El almidon es un recurso renovable que no es toxico, es
facilmente degradable por diversos microorganismos, sus cualidades
pueden ser pronosticadas y son constantes. es aceptado por humanos
y animales para consumo. Es facil secpararlo y purificarlo de las
materias primas.

En la industria el almidén se ha utllizado como fuente de
cdulcorante desde el siglo XIX, mediante hidrélisis con acido
sulf'urico. Este método se ha modificado, y actualmente se emplean
preparaciones enzimdticas mds eficaces. Este proceso ofrece un
sinfin de ventajas, como es la especificidad que evita la
presencia de productos de oxidacidn como el hidroxiwetil furfural
(HMF) .

El almidon esta contituideo por dos polimeros de la D-Clucosa:
la milosa, polimero lineal. ¢n el que las unidades de glucosa
estdn asociadas por enlaces alfa (1-4) y la amilopectina, pollimero
ramificado., en el que las cadenas principales, resultado de los
enlaces alfa (1-4), contienen ramificaciones correspondientes a
enlaces alfa (1-6). Los dos polimeros se encuentran en
proporciones que varlan de 1:3 a 1:4 en los grdnulos de 200 micra.

En cl presente trabajo se aislaron y se caracterizaron
levaduras amiloliticas termotolerantes, que crecian a 35°C y que

ademds, producen alfa-amjlasa y glucoamilasa. al mismo tiempo.



Cuadro 1. En este cuadro podemos observar las caracteristicas de

cada una de las diferentes amilasas.

‘ SIMILITUDES Y DIFERENCIAS ENTRE LAS AMILASAS

%PIBDADBS ALFA AMILASA BETA AMILASA GLUCOAMILASA
Mecanismo Ataque-endo Ataque-exo Ataque-cxo
Productos Mezcla de Maltosa Glucosa
oligosaca-
ridos
Decremento de Rapido Lento Lento

la viscosidad

Decremento de Rapida Lenta Lenta

la tinsidn

de lodo

Punto de Puede evitar Puede evi- Puede rom-

accidn en los puntog de| tar los per los

la ramifica- ramifi- puntos de puntos

cién cacion ramifica- de ramifica-
alfa-1,6 cién cion

Bspecifici- alfa-1,4 alfa-1,4 alfa-1.4

dad en las alfa-1.3

uniones alfa-1,6

Adaptada de Majunath P. et al, 1983.



MATERIALES Y METODOS.

METODO DE ENRIQUECIMIENTO (Casas-Campillo y Larrea, 1971).

Se realizd a partir de muestras en diferentes substratos
mencionados a continuacidn; suelo pozol, nixtamal, bebidas
fermentadas, etc., mediante enriquecimiento en cultivos
sumergidos. Para elle se prepararon diluciones de cada muestra
(1:10, 1:100, 1:1000) en aqua estéril y destilada, alicuotas de 1
ml de cada dilucién se incorporaron a 50 ml de cada solucién
mineral (medio MM) co-ntcnida ©n matraces Erleseyer de 250 ml. la

composicidon del medio mineral MM fueé la siguiente:

1.- K2HPO4 . S5a
2.- MgsO4.7H20 2.5¢9

3.- CaCl2.H20 0.8 g -
4.- NR4CI . T4qg

5.+ CuS04.5K20 80 mcg

6.~ KI 200 mcg

7.~ FeCl3.6H20 400 ocg

6.~ MnS04.H20 800 mcyg

9.~ NaMo.H20 . 400 mcqg

10.- ZnS04.H20 800 mcqg

11.- Almidén 10 g

12.- Extracto de levadura 200 mg

13.- Estreptomicina 30 acg/ml (2¢ agrega

después de esterilizar)
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14.- Rosa de Bengala 60 mcg/ml
15.- Aforar a 1000 ml
16.- Ajustar el pH a 4.5

Los matraces con el medio M™ inoculado se colocaron ¢n una
agitadora con un bafio de agua a 40°C; después de 24-72 horas se
tomaron alicuotas y se transfirieron a un nuevo medio MM,
repitiendo la operacidn tres veces,

A continuacidn, los cultivos se sembraron en placas de agar del
mismo medio, se incubaron a temperaturas de 35-40°C, después de
24-48 horas se observaron las colonias aisladas al microscopio.

Este mismo procedimiento se continud hasta obtener cultivos puros.

Los cultivos puros se conservaron en tubos inclinados

conteniendo medio MM.

CINETICA DE CRECIMIENTO.

A un tubo inclinado que contenia un cultivo puro se le agreqgd
medio MM, se agitd y se puso 0.5 ml de este a un matraz de 125 ml
con 25 ml de medio MM, se dejaron durante 24 horas en agitacién a
35°C y después de 24 horas se¢ tomd una alicuota do 0.5 ml y se
trasladd a un nuevo matraz. El matraz se dejd 24 horas en
agitacion.

Se contaron las células por medio de un hemocitdmetro y se
registrd el nimero de células por ml en el cultivo, a continuacidn
se tomd una alicuota que contenia 2.9%10°7 c&lulas, ésta alicuota
se inoculd a matraces de 125 ml que contenian 25 ml de medio MM

incubando a 35°C con agitacidn (150 rpm).

11



Posteriorpente se tomaron muestras de los matraces cada tres

horas y se observd la absorbancia a 600 nm en un
espectrofotdmetro.
A una de las cepas aisladas, se le midid su cindtica de

creciniento.

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE LAS LEVADURAS AISLADAS

¢ (Kreger-van Rij, 1984).

Para la identificacidn de las levaduras es necesario conocer:

ia morfologia colonial, la morfologia microscopica y las

caracteristicas bioquimicas.

Las caracteristicas morfoldgicas coloniales son las siguientes:

a) Tamaho,
b) Forma.
c) Bordes.
dj)Superficie.
e) Color.
f

-

Luz reflejada.
g} Luz trasmitida.
h} Aspecto.

i

~

Elevacion.
3) Consistencia.

Las caracteristicas celulares son:
1) Reproduccidn vegetativa.

12



2) Forma Yy tamafio de las ceélulas.

3) Pseudomicelio o micelio verdadero.

4) Reproduccion sexual.

Las pruebas morfoldgicas, tanto microscdpicas como las
coloniales se utilizan para determinar el género, mientras que las
pruebas bioquimicas son necesarias para fdentificar la especie.

Las bases fisiolégicas de las pruebas para el crecimiento
aerdbico so basan en las siguientes caracteristicas:

1.- La utilizacidn de substratos: crecimiento y respiracioén.

2.- La entrada de los substratos en el interior de las células
de levadura.

Las prucbas bioquimicas son las que a continuaci{dn se
mencionan:

1.- UTILIZACION DE SUBSTRATOS.

Las pruebas fisioldgicas se emplean para observar la habilidad
de las levaduras para utilizar compuestos organicos como fuente de

energla y como material para sintetizar componentes celulares.

FERMENTACION DE AZUCARES.

Los tubos de Durham dan condiciones semianaerdbicas. el
crecimiento aerdbico en la superficie del medio permite la
induccidon enzimitica, las células de levaduras se sedimentan y
bajo las condiciones de concentracién baja de oxigeno se forman en

el fondo del tubo. las burbujas de gas (CO2).



Los substratos fermentados incluyen: hexosas, derivados de las

hexosas y pentosas.

CRECIMIENTO AEROBICO.

En Jos medios en donde hay una fuente de Carbono o de
Nitrégeno, ¢l crecimiento aumenta con un incremento en biomasa por
el agrandamiento del nimero de células. Bajo condicicnes optimas
de laboratorio, se puede analizar las siguientes fases de
del crecimiento:

i) lag

{i exponencial

{ii)} estacionario

iv) muerte

En las prucbas de crecimicnto aerdbico las que nos dan
respuesta positiva, las levaduras utilizan los substratos prueba,
simultaneamente se sintetizan los constituyentes ceclulares y para

suministrarse encrgla por medio de la respiracion.

RESPIRACION AEROBICA DE SUBSTRATOS ORGANICOS.

La respiracién comprende en todos los procesos en los cuales
las levaduras oxidan los compuestos orgdnicos, liberando energia
para la sintesis de ATP. Los signos externos de este tipo de
respiracidn son:

1) La desaparicion del substrato del medjo.

2) La formacidn de CO2 por las levaduras.

PRUEBAS DE CRECIMIENTO EN SUBSTRATOS DE CARBONO.

Azdcares (Hex0sa, pentosas y glucdsidos).
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Alditoles (D-Manitol).

Acidos Organicos (Suceinato).

Polisacaridos (Alm{dan e JInulina).
Compuestos de 1 Carbono {(Metanol).
Compuestos de 2 Corbonos (Etancl y Acetato).

2.- ENERGIA DE LOS SUBSTARTOS.

Algunos substratos (por ejemplo la Sacarosa) se introducen a
través de la pared al plassalesa por medio de un acarreador
{permeasa), este mecanismo permite que el acarreador towe al

substrato introduciendolo al citoplasma.

PRUEBAS. .

El procedimicnto conziste cn:

1.- Siembra de las levaduras en una caja de Petri.

#) Pefinir si el cultivo es puro.

b) Formacion de ballistosporas.

¢} Prucba dec DBB en medio salido.

La secuencia invalucra la siembra de una suspension de
levaduras (en 5 ml de agua estéril) en una placa de extracio de
levadura-papa~-dextrosa la cual es Incubada por 2 dias a 25°C y
después a tewperatura ambiente con la tapa de la caja de Petri.
¥sto es con la intencidn de separar las colonias sobre toda la

© superficie dc la placa. Las ballistosporas son visibles como

imdgenes al espejo de las colonias en la tapa.
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2.- CRECIMIENTO EN MEDIO LIQUIDO.

En un tubo con YPD con agua se inocula la levadura y se fncuba
por 2-3 dias a 25°C. La formacidn de una pelicula (seca, lisa o
rugosa), de un anille y de una sedimentacidn, Las céjulas son
estudiadas en una preparacidn bajo el miscroscopio (100x),
realizandose anotaciones del método de reproduccidn, la forma y el

tamaho de las ceélulas.

3.- CULTIVO CON PLACA DE DALMAU EN AGAR MORFOLOGICO.

Se inocula una placa de agar con una superficie seca, con una
delgada estria y con dos puntos de inoculacién (bien separados en
la placa), luego se cubre con un cubreobjetos estér{} una seccidn
central de la estria y uno de los puntos de la inoculacidn. Las
placas se incuban a 25°C por 3-6 dias. Despuds de 3 dias se hace
una descripcidn de la colonia del cubreobjetos en el punto de
inoculacidn y sc observan las células en una preparacion en agua
bajo el microscopic. Despuds de 6 dias las secciocnes cubiertas son
estudiadas al pasar la placa bajo el microscopio (400x).

4.~ CULTIVOS SFEMBRADOS EN PLACAS DE PAPA Y HARINA DK MALZ.

¥l agar de papa y la harina de malz (fundido) es vertido en una
pequefa capa en dos portaobjetos que estan sobre un metal en forma
de U o sobre un vidrio redondo en una caja de Petri estéril.
Despuds de la solidificacidn, la levadura es inoculada.en cada
portashieto y se cubren con un cubrecbjeto estéril. Se agrega agua
portaobjetos y se cubren con un cubreobjetos estéril. Se agrega

agua al interior de la placa de Petri para prevenir que no se



seque. La placa es incubada por -7 dias a 25°C. Para la
observacion del crecimiento, se toma cada portaobjetos. se limpia
con papel filtro y después el portaobjectos se pass bajo el

microscopioc y se examina a 100x, 400x o 1000x de aumento.

.- FORMACION DE ASCOSPORAS.

E1l medio de esporulacién en tubos os incubado con levedura a
25°Co a temperatura ambiente. El medio de acetate requiere de una
inoculaciOn gruesa porque ahl ne crece. ios cultivos son
examinados después de 3 dias, 1, 2 y 3 semanas.

Puede observarse la conjugacidn de las cétulas, asl como la
forma del asca y las ascosporas, el nimero de esporas por asca y
la liberacidn de las mismas. Los cultivos pueden ser rojos, rosas
o cafés en la presencia do muchas esporas. Algunas esporas tienen

un color café bajo el microscopio.

6.- REACCIONES DR FERTILIZACION.

7. -FPERMENTACION.

La solucisn de azicar es inoculada directamente con la levadura
en los tubos Durham. Los tubos son incubados a 25°C y son
observados todos los dias durante 14 dlas. Después dm la lectura
de las pruebas, los tubos se agitan, llevandose reglstros del
volamen de gas producido. Un tubo totalmente lleno (100%). La
fermentacidn es vigorosa cuando el tubo se llena en 2-4 dias;
ligera cuando se llena después de 10-14 dias, y débil cuando nunca

se llena totalmente con gas.
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8.- ASIMILACION DE LOS COMPURSTOS DF CARBONO.

a) &n un medio liquido en cultivos estaticos, los tubos
conteniendo medio basal mds 0.5% de uno de los compuestos de
Carbono son inoculados con una gota de la susupension de levadura.
La suspensidn s¢ hace con agua estéril y teniendo una densidad de
2+. Un tubo conteniendo medio basal sin compuestos de Carbono
actda como blanco y no muestra crecimiento: otro tubo conteniendo
medio basal mds glucosa indica si la levadura crece en este tipo
de medio basal. Los tubos son incubados a 25°C y leidos despuds de
1. 2 y 3 scmanas utilizando una carta blanca con linecas negras de
3/4 mm de espesor.

Los resultados se interpretan de acuerde a la siguiente
notacion:

3+: Crecimiento en €] tubo obliteradas completamente las
lineas.

2+: Las lineas aparecen como bapdas difusas,

1+: Las bandas se distinguen pero ticnen distintos bordes.

2+ son considerados positivos.

1+ son débiles o negativos.
b) En medio liquido en cultivo aqitado.

Los tubos inoculados son agitados a 25°C ¥y son leidos despues

de 3, 7 vy ?Y dias.
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¢) Auxcgrama-Carbono.

Dos ml de una suspension de levadura en agua estéril es
mezclada en una caja de Petri con una gota de una solucion esteéril
de 10% de extracto de levacura en agua y 15 ml de medioc basal
fundido y enfriado a 40"C. Después de la solidificacidn, la placa
se gquarda a 25°C por unas horas para obtener una superficie de
agar seca. Pequehas cantidades de los diferentes compuestos de
carbong son entonces probados mediante su deposito en diferentes
sitios del agar. Fstos puntos son marcados en el exterior de la
caja de Petri. En yna caja de Petri de 10 cm. pueden probarse 7
compuestos de Carbono. Las placas son incubadas a 25°C.

Se observan después de 2-3 dias y otra vez después de 2 dias a

temperatura del cuarto.

Y.- ASIMILACION DE LOS COMPURSTOS DE NITROGENO.

a) Asimilacion de Nitrate en un medio iiquido.

Una qota de suspension de la levadura es inoculada dentro del
Lubo conteniendo medio basal mas 0.078% de Nitrato de Potaslo. El
tuho s¢ incuba por una semana a 25°C. Si hay crecimiento (2¢ o
34). un scgundo tubo con mediov es inoculado e incubado por una

semana. ¥l resuttado de osta prueba es considerada como decisiva.

b) Auxograma de Nitrogeno.

¥l procedimiento para la prueba es el mismo que el que se
utiliza pora el auxograma de Carbeno. pero el medio basai es
diferente y contience Glucosa en ver de Sulfato de Amonjo. La

peptona es utilizada como un control positivo.
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10.- Division de la Arbutina.

Tubas Inclinados de Arbutina con agar son inoculados y sc
incuba a 25°C por 7 dias. Si la Arbutina es degradada, sc
desarrolla un color café oscuro de la Aglucona (Hidroxiquinona)

con iohes férricos.

11.- Crecimiento en medio libre de vitaminas.

Un tubo con medio liquido sin vitaminas es inoculado con una
suspensjon de loevadura.

#1 tubo es fnoculado a 25°C por una semana. Si no hay
crecimiento en este tiempo, la reaccion es neqgativa. S{ hay
crecimiento, una asada de este cultivo se inocula en un tubo con
medio fresco y se incuba otra semana. Si ocurre crecimiento

después de este tiempo, la reaccidén es positiva.

a) Requerimientos para vitaminas especiales.
£l medio para esta prucba es el medio basal mids las vitaminas
con excepcidn de la que estd a prueba. Kl método de la prueba es

al mismo que en el punto anterior.
12.- Crecimiento en medio osmético.

a) Fn Agar-extracto de Levadura-Glucosa 50%(,,/py
La levadura es inoculada en tubos inclinados, incubados durante

una scmana a 25°C y cxaminados para su crecimfento.



b) El crecimiento en NaCl 10% mds glucosa en base nitrogenada
de lcvadura (YNB), se mide mediante el indculo de 0.1 ml de la
suspension de la levadura (como se utilizo en las pruebas de
asimilaciodn en medio liquido) en el tubo con medio. Despuds de la

incubacidn por una semana a 25%°C se reqgistra el crecimiento.

13.- Crecimiento a 37°C en medio solido.

La levadura es inoculada en tubos fnclinados conteniendo
glucosa-extracto de levadura-peptona agar y se incuba por 2-4 dias
a 37°C. si el crecimicento es ligero. se hace de nuevo un
subcultivo incubandelo por 2-4 dias, a 37°C. El ultimo resultado

obtenido se considera decisivo.

a) Temperatura maxima de crecimiento.
La levadura se inocula en tubos con glucosa-extracto de
levadura-agqua. Los tubos se incuban en bafios de agua a diferentes

temperaturas con intervalos de 1°C.

14.- Formacion de Almidon.

La formacién de compuestos semejantes al almidon se denota por
la adicidn de una gota de lugo)l en la solucidn para un cultivo de
una scmana de la levadura cn el medjo base nitrogenada de levadura
mas glucosa. La presencia de reaccién positiva muestra un color
azul-parpura o verde en ¢l medio, en las ct¢lulas o en ambas. Un
color café tipico del glucdgeno, puede enmascarar la reaccion
ligera del almiddn. Cuando el tubo es expuesto por algunas horas a
ta luz, el color caf® puede desaparecer permaneciendo el color

azul.
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15.~ Prueba de Ureasa.

a) Prueba de ureasa en medio 11iquido.
Un tubo con medio de Urea es inoculade con la levadura e
incubado por 5 dias a 25°C. La reaccidn de ureasa es positiva si

el color se torna de rojo a purpura.

b) Prueba de Ureasa en medio sdlido.
A un tubo inclinado con Urea en agar se indcula la levadura
incubado a 25°C por 5 dias. Un profundo color rosa indica una

reaccién positiva.

16.~ Hidrolisis de los lipidos.

La degradacién de los lipldos, es decir la accion de la lipasa,
se prucba por el crecimiento de la levadura cn una placa con una
capa de agar-Gorodkowa sobre Sebo de carne.

8i e} lipido es roto, la liberacion de dcidos grasos da sales
de Calcio insolubles con los fones de Calcio presentes en el medio
lo cual se muestra como un depdsito opaco. La levadura se inocula

©n dos lineas cn el agar y se incuba por 4 dias a 25°C.

17.~ Pruecba de DBB.

a) En medio solldo.

L.a levadura crece en glucosa-cxtracto de levadura-peptona agar
por 3 dias a 25°C y 4 dlas a temperatura ambicnte, se indculan
fucgo a 60°C por 16 horas.

El reactivo de DBB es afiadido sobre la superficie del agar. Un
rojo oscuro © un color rojfo-violeta de las colonias despuds de dos

minulos a temperatura ambiente indica una reaccidn positiva.
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18. - Crecimiento en presencia de 100 ppm y 1000 ppm de
Cicloheximida. ’

ta levadura se inocula en un medio basal conteniendo base
nitrogenada de levadura y glucosa a 1a que sc le agrega
Cicloheximida (100 ppm y 1000 ppm) y sc incuba a 25°C. Los
cultivos se leen después de 1, 2 y 3 semanas y cn cultivo agitado.

Una semana después, al igual que las pruebas de asimilacion.

2+ y 3+ positivo., 1+ es negativo.

19.- Crecimiento en un medio con Acido acético al 1%,
L.as placas se inoculan con 1 ml de la suspensioén de ja
levadura. La placa se incuba a 25°C durante 3-6 dlas y se examjnan

para ver si hay crecimiento visible.

A continuacidn mencionaremos la forma de preparar y la manera

de proceder para la identificacion de las levaduras aisiadas.

1.- Sembrado de levaduras en cajas de Petri.

Medio de glucosa-extracto de levadura-peptona agar.

Disolver 20 9 de glucosa, 10 g de Bacto-peptona., 5 g de Bacto-
extracto de levadura y 2% (p/v) de agar en 1000 ml de agua
dest{lada. Bl pH no se ajusta. El medio sec dispersa en las cajas

de Petri y se esterilizan a 15 Ibs de presiodn.

2.- Crecimiento en medio liguido.
Medio: Glucosa-extracto de levadura-peptona en agua (ver medio

1, no afadir agar).



3.~ Medio.

Medio de agar para estadio morfolégico (DIFCO B-393).

El medio se hidrata suspendiendo 35 g de Bacto-Yeast Morphology
agar en 1000 ml de agua destilada fria. Se calienta para
disolverio completamente. Se agrega a tubos o frascos y se
esteriliza por 15 min a 15 lbs de presidn. La reaccién final det

medio es a pH=5.6,

4.- Cultivos de papa Yy harina de maiz agar

Medio: Papa dextrosa agar DIFCO (b-13).

Para rehidratar el medio se suspenden 39 g de
Bacto~-papa-dextrosa-agar en 1000 ml de agua destilada calentandola
hasta cbullicidn, con el fin de disolver el medio completamente.
Sc distribuye en tubos o frascos, y se esteriliza por 15 nminutos a
15 libras de presidn (121°C). El moedio tiene upa reaccion final a

pil-5.6.

Medio: HMarina de Maiz agar (B-386).

Para rehidratar el medio se suspenden 17 g de Bacto-harina de
maiz-agar en 1000 m! de agua destilada. El medio se disuelve
calentiando hasta ebullicidn. Se agrega a tubos o frascos y se
esteriliza en ol autoclave por 15 min a 15 libras de presion

(121°C). La reaccion tinal de! medio es a un pH-6.0.
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4.~ Medio para la formacion de ascasporas.

Medio Extracto de malta agar.

Se disuelven 12 g de agar en 400 mi de agua destilada y se
calfienta. EBntonces se disuclven 20 ¢ de polvo de oxtracto de malta
en la solucidn caliente. Se dispone en tubos o botellas y sc
esteriliza por 15 min a 15 libras de presidn y se inclinan.

Los tubos inclinados se guardan en el refrigerador hasta

utitizarse.

Acetato Agar (Fowell).

Se afade 0.5% de Acetato dc Sodic trihidratado y ajustar el pH
hasta 6.5-7.0. Afnadir 2% de agar y catentarlo hasta disolver el
agar. S5c¢ agrega a tubos, se esteriliza por 15 min a 15 libras de

presion y se inclinan.

V-8 Agar.

Se funden 14 g de agar en 340 ml de agua destilada, cn otro
recipiente conteniendo 350 ml de jugo V-8 y a 5 g de levadura se
le agrega 10 ml de agua destilada. La suspensidn se agita y se
agrega en tubos.

La esterilizacion es a 15 1bs de presion por 15 min.

Gorodkowa Agar (modificado).

A 100 ml de agua de la tlave se !e agrega 0.1% (p/v) de
glucosa, 1% de peptona, 0.5% de Cloruro de Sodio y 2% de agar.

Sc calienta hasta que ¢l agar se disucive y se agrega a tubos,
se esLeriliza por 15 minutos a 15 libras de presion y se inclinan.

Algunos prefieren 0.25% de glucosa y afaden 11 de extracto de
malta.
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Extracto de }evadura-Extracto de malta.
Se disuelven 3 g de extracto de levadura, 3 g de extracto de
malta, 5 g de peptona y 10 g de glucosa en 1000 ml de agua vy 2 %

(p/v) de agar.

Metschnikowia.

Una lata de jugo V-8 se disuelve con un volumen igual dec agua y
ajustar a un pH-5.5 con NaOH. El jugo diluido se filtra a traves
de un papel whatman No. 1 y se diluye desde 1:2 hasta 1:29 al que
se le afade 2% de agar. Despuds se disuelve el agar, el medio se

agrega a tubos y se esteriliza por 15 min a 110°C.

6.- Reacciones de cruzamiento.
Medio: Extracto de malta agar (ME agar) ver namero 5.

YM agar. Ver No. 5.

17.- Fermentaciodn.

Medio.

Se disuelven 4.5 g de extracto de levadura y 7.5 g de peptona
en 1000 ml de agua destilada, se afhade suficiente azul de
bromotimol para dar ol color verde adecuado, Se agregan 2 ml @
tubos de 150x12 mm que llevan pequefios tubos invertidos. Los tubos
s¢ esterillizan por medio de una autoclave durante 15 min a 15
libras de presion. De un concentrado de azdcar se hace una

esterilizacidn por liltracidn y a cada tubo se anade 1 mi,
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8.- Asimilacion de compuestos de Carbono.
Se prepara un medio concentrado diez veces, 8l cual se prepara

por la disolucidn de 6.7 ¢ de medio base nitrogenado de levadura y
5 g del compuesto de Carbono en agua desmineralizada. La solucion
se esteriliza por filtracion y 0.5 ml se afiaden asdpticamente a
4.5 ml de aqua desmineralizada en tubos los cuales han sido
esterilizados previamente a 110°C por 15 min. Se prepara el medio
con los siquientes compuestos:

Glucosa, galactosa, L-sorbosa, sacarosa, maltosa, celobiosa.
trechalosa, lactosa, D-arabinosa, D-ribosa, L-ramnosa, glicerol,
eritriocl, ribitol, galacticol, D-manitol, B-glucitol, metil-D-
glucosido, salicina, acido lactico, acido succlinico, acido
citrico, inositol, metanol, 2-cetogluconato, glucosamina, glucono-
delta-lactona.

Las soluclones de Acidos organicos tienen un pH de 5.6.

Se prepara un wedic con almidén soluble, disclviendo 0.459 g cn
90 ml de agua desmineralizada que se calienta y se coloca en tubos
que contendran 4.5 ml de la solucidn en tubos. Bstos se
esterilizan en autoclave por 15 min a 120°C. A cada tubo se le
agrega 0.5 ml del concentrado diez veces (esterilizado por

filtracidn) de la solucidn de la base nitrogenada de levadura.

9.- Asimilacidn de compuestos nitrogenados.

Medio.

Se prepara un medio concentrado digz veces, al disolver 11.7 g
de medio con fuente de Carbono y 0.78 g de KNO3 en agua
desmineralizada. La solucidn es esterilizada por filtracidn y 0.5

ml sc afladen asdpticamente a 4.5 ml de agua desmineralizada en
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tubos los cuales han sido esterilizados antes a 110°C por 15 =min.
En la prueba se pueden utilizar los siguientes compuestos:
¢ Nitrato de Potasio, Nitrato de Sodio., Etilamina, Cadgﬁoerina Y

Creatina.

10.- Degradacidn de la Arbutina.

Medio.

Arbutina al 0.5%; extracto de levadura; agar 1.5%, agua de
1lave.

Se disuelven los ingredientes. agregarlos a tubos y esterilizar
por 15 min. a 120°C. Usualmente los ingredientes contienen
suficiente fierro para mostrar rcacciones positivas; si la
cantidad de fierro no es suficiente, se afiade a cada tubo
dircctamente después de la esterilizacion 2-4 gotas de una

solucidn de Citrato de Amonio ferrico al Iw.

1.~ Crecimiento en medio libre de vitaminas.

Se prepara el medio concentrado diez veces mediante la
disolucidn de 16.7 g de Bacto-base de levadura libre de vitamina
en 100 ml de agua destilada, la cual puede ser calentada
ligeramente para efectuar la disolucidn completa de los
ingredientes.

La solucidn final se prepara pipeteando asépticamente 0.5 mi de
la solucion concentrada en 45 ml de agua destilada en tubos de 16

mm con tapdén de algodon.



12.- Crecimiento en medio osmdtico.

Medio a.

50% {p/p) de glucosa-extracto de levadura agar.

Se disuelven 500 g de glucosa en 50 ml al 1% de extracto de
levadura. Afadir 3% (p/p) de agar y disolver por evaporacidn o en
bafio de agua. Después de disolver ol agar, se reparten allcuotas
de 5-6 ml en tubos de 16 mm con tapon de algoddn. Los tubos se

esterilizan por 15 minutos a 10 1bs de presidn y se inclinan.

Medio b.

10% de NaCl mas 5% de glucosa en base nitrogenada de levadura.

Se disuelven 5 g dec glucosa y 10 g de Cloruro de Sodfo en 100
ml de agua dostilada. Esta solucién se agrega en alicuotas de 4.5
ml en tubos de 16 mm con tapdn de algoddn y se esteriliza durante
15 minutos a 15 lbs de presisn. A cada tubo se le afade 0.5 ml de
una solucion esterilizada por filtracisén de 6.7 g de Bacto-base
nitrogenada disuelta en 100 ml de agua destilada. La solucidn
se mezcla por agitacion y es entonces cuando estd lista para ser

utilizada.

Medio c.

Prucba tolerancia a Cloruro de Sodio.

El medio base contiene 2% (p/v) de¢ glucosa, 1% (p/v) de peptona
¥ 0.5% (p/v) de extracto de Jevadura disue)lto en agua. Bl medio

final se agrega a tubos y se¢ esteriliza cn la autoclave.
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13.- Crecimiento a 37°C en medio sd&lido.

Glucosa-extracto de levadura-peptona agar.

Se disuelven 20 g de glucosa, 10 g de Bacto-peptona y 5 g de
Bacto extracto de levadura en 1000 ml de agua destilada, afadir 2%

{p/v) de agar.

14.- Formacion de almidon.

a) Prueba en medio liquido.

Pespuds de 24-28 dlas se examinan los cultivos de asimilacion
de Carbono que inicialmente contenian azicares o alcoholes

polihidricos por la presencia de compuestos amiloides,

b) Pruecba en agar cn tubos.

Se disuclve 0.2 % de Sulfato de Amonio, 0.2% de Fosfato de
Potasic Monobdsico, 0.1% de Sulfato de Magnesio Heptahidratado, y
2% de glucosa en agua destilada. Se ajusta el pH do la solucidn a
4.5. Se prepara e iguala el volumen de 4% de agar en agua
destilada. Las dos porcioncs scparadas del medio se esterilizan
pur 15 min a 10 1bs de presidn. Se afiaden las dos porciones juntas
asépticamente cuando el adgar esté licuado. Se mezclan gradualmente
las solucioncs para evitar espuma. Se prepara en cajas de Petri 1
gota de autolizado de levadura y una gota de una solucidn cien
veces concentrada.

Solucidn de loduro de Lugre: Se disuclven 2 g de lodo y 2 g de

ioduro de Potasio en 300 ml de agua destilada.
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15a.- Prueba de Ureasa en medio liquido.
Medio A.

Peptona 0.1%

NaCl 0.5%

KHZPO4 0.2%

Glucosa 0.1%

Rojo de fenol 0.2%

Agua desmineralizada.

Se esteriliza por 20 min a 20*C. Ajustar la reccién a pH-6.8.

Medio B.

Urea 50%

Agua desmineralizada.

Se esteriliza mediante filtracion.

100 ml A+ 4 ml B, alicuotas de 0.% m! se agregan a tubos bajo

condiciones asépticas.

15 b.- Prucba de Ureasa en medio sdlido.

Disclver 1 g de peptona, 1 g de glucosa, 5 ¢ de Cloruro de
Sodio y 2 g de Fosfato de Potastio Monobiasivo y 0.012 g de Rojo de
Fenol y 1 litro de agua deslilada y se ajusta la reacecion a pH
6.8. Se afiaden 20 g de agar y se disuelven, despuds ge toman
alicuotas de 4.5 m) y se agrega a tubos de 4 m» con tapdén de
algoddn. Se estarfliza en la auvtoclave jor 1% min a 15 Ibs de
presidn. Despuss da esterilizar en la autociave se le afiade 0.5 ml
de una solucidn de Urea al 20% cesterilizada por filtracidn.
Después se mezcla a tubos inclinados.
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16.- Degradacioén de lipidos.

17.- Prueba de DBB.
a) En medio solido.
Medio: glucosa-extracto de levadura-peptona agar o Sabouraud

dextrosa agar conteniendo 0.5% de extracto de levadura.

b) Fn medio liquido.

Bl medio consiste en 5 ml de base nitrogenada de levadura con
0.5% dc glucosa (pH-7.0).

Reactivo:

El reactivo de DBB se prepara afiadiendo 15 ml de amortiguador
deaminometano (hidroximetil) 0.25 M tris (pH-7.0) a-15 wg de DBB

{o-dianisidina tetrazotizada; 20% puro).

18.~- Crecimiento en presencia de 100 ppm y 1000 ppm de
Cicloheximida.

Pedio:

La cicloheximida se disuelve en acetona, 0.1 g (para 100 ppm o
1 g (para 1000 ppm) en 2.5 ml de acetona. La solucidn de acetona
se afade a la solucion de 6.7 ¢ de la base nitrogenada de levadura
Difco v 10 q de glucosa en 100 m! de agua desmineralizada antes de

esterilizor por 1b min a 110°C.

19.- Crecimiento en un medio con acfdo acético al 1%,

Medio:

Glucosa al 10%, triptona al 1%, extracto de levadura at 1% agar
al 2% y agua desmineralizada.
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La solucidn es esterilizada por 15 min a 110°C. Después sc
enfria hasta 45-50°C, se afiade 1 ml de acido acético por cada 100
ml de agar. Despugs se mezcla. se llenan las placas.

Solucién stock de vitaminas.

Se disuelven 0.2 mg de biotina, 40 mg de pantotenato de Calcio,
0.2 mg Acido folico, 200 mg de Inositol, 40 mg de Niacina, 20 mg
de Acido p-aminobenzoico, 40 mg de hidrocloruro de piridoxina, 20
mg de riboflavina y 100 mg de Tiamina, en 1000 ml de agua

destilada y se esteriliza mediante filtracioén.

ACTIVIDAD AMILOLITICA DE LAS LEVADURAS.
PREPARACION DE ENZIMA CRUDA.

Se dejan crecer cultivos de 50 ml de medio MM en matraces do
250 m! a 3%° y 40°C cn un baho de agua en agitacidn. Los cultivos
se centrifugan a 6 000xg durante 10 minutos y el Sobrenadante que
contiecne la enzima extracelular, se colecta y se utiliza para los

anadlisis, al igual que la preparacién de enzima cruda.

ENSAYOS DE ALFA AMILASA (Wilson et al. 1982).

El gsubstrato consiste de 0.2% de almidon soluble disuelto en
una solucidén amortiguadora de KH2PO4-NaOH 0.05 M (pit 4.95)
hirvicendo y enfriado hasta 40°C. El reactivo de lodo se prepara
fresco por diluciones de 1 ml de solucién stock (0.5% 12 en 5% KI)
en 500 ml de agua desionfzada que contivne HCI & N. Para el

ensayo, 1 ml de solucion de enzira se po

= en un tubo de ensayo y
se calicenta hasta 40°C en un bafio metabdlico se afade 2.0 ml de

almidén, la reaccidn se deticene pasados 10 minutos y se toma una
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muestra de 0.2 ml a la que se le agrega 5 ml de reactivo de Iodo.
La absorbancia se mide a 620 nm contra un control (0.2 ml de agua
en 5 ml de reactivo de Iodo). El control utiliza 1.0 ml de
solucidn requladora en fugar de la enzima. ta actividad de ta
enzima alfa-amilasa sc calculd a partir de la absorbancia
utilizando la siquiente ecuacidn:
Unidades de alfa amilasa-((Control-Testigo)/Control)40D

¥n donde D es el factor de dilucion de ta enzima y 40
representa los 4.0 mg de aimidén presente en la reacciodn
multiplicado por 10,

1La unidad de alfs amilasa se define como la cantidad de enzima
que hidroliza 0.1 mg d¢ almidon en 10 min a 40°C cuando 4.0 mg de
almiddn estdn presentes, la actividad que resulta de la
absorbancia menor a 0.125 después de 10 minutes requiere dilucion

para dar reacciones lineales sobre periodos de 10 minutos.

CUANTIFICACION DE LA GLUCOAMILASA (Wilson et al, 1982).

L4 liberacion de glucosa del almidon se midio por el ensayo de
la oxidasa de glucosa peroxidasa (Sigma Bulletin No. 510). El
substrato utlizado es almidon soluble 0.5% disuclto cn una
sotucidn amortiquadora de KH2PO4-NaOH (pH 4.5) hervido y enfriado
a 407C. Para ¢l ensayo, a 5.0 ml de substrato de almidon se le
sfiadieron 1.0 ml de la dilucion de cnzima precalentada, y después
de calentar a 40°C durante 10 minutos la reacnidn se detuvd, y se
tomd una muestra de 0.5 mi, ba cual se paso a un tubo da ensayo y

se hizo hervir durante % min.
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Despugs se enfrio en un bafo de hielo. se afadieron 5 ml de
oxidasa de glucosa peroxidasa y el tubo se incubd a 40°C por 30
minutos. La absorbancia se midi1d a 450 nm contra un blanco (0.5 ml
de solucion amortiguadora mas reactivo de oxidasa de glucosa
peroxidasal). Pn el control se utilizo 1.0 ml de solucién
amortiguadora en lugar de la enzima.

La actividad de la Gluccanilasa se dctermina a partir de las
absorbancias utilizando la ecuacién siguiente:

Unidades de Glucoamilasa-{(Testigo-Control)/Estandar)xl.667D
donde D es el factor de dilucién y 1.667 es el factor de
conversion al tomar unidades definidas como la cantidad de enzima
que se libera en un micromsl de glucosa en 10 minutos a 40°C donde
25 mg de almidon estan presentes. Pl estandar es el mismo que el
utjlizado en e! ensayc de la oxidasa de glucosa peroxidasa.

14 actividad enzimitica la cual resulta de la absorbancia mayor
de 0.73, esta no es lineal en los 10 minutos de reaccion y

requiere de dilucidn antes del ensayo.

DETFRMINACION DE AZUCARRS TOTALES (Dubois. 1956).
Reactivos:
1.- Fenol 5% p/v, se funden los cristales a 50°C y se afora a
10C m! de agua destilada.
2.- H2SC4 concentrado.

3.- Patron de glucosa 0. mg/z! (100 mcg/ml).
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Se agregd 1 ml de muestra a tubos de 15x150 mm. Se prepard al
mismo tiempo un control conteniendo ! m) de agua destilada y un
conjunto de estandares de glucosa entre O y 100 mcg/ml (de glucosa
por ml). Se adiciond a todos los tubos 1 ml de fenol al 5% p/v.
Mediante una pipeta de flujo rapido se adicionaron 5 m} de H2S04
copcentrado, dirigiendo el flujo del dcido seobre la superficie del
liquido, y se agitd el tubo. Los tubos se dejaron reposar durante
10 minutos, se agitaron y se colocaron en un bafo de aqua a 25-
30°C durante 10-20 minutos antes de lcer a 488 nm.

Preparacion del patrén:

Se pesan 0.1 g de dextrosa Baker anhidra, disolver y aforar a
1000 ml con agua destilada, obteniéndose una concentracion de 0.1
mg/ml-100 mcg/ml.

l.a concentracion de aziucares totales se calculd interpolando la
As en 13 curva tipo de la muestra. El color de la reacciodn

permanece estable durante varias horas.

DETERMINACION DE PROTEINA.
Reactivos:
1) NaOH 2 N (Solucion).
2) CuSOA,5H20 2.5% p/v.
3) Patron de proteina estandar, scroalbumina bovina.
Procedimiento:
Se ponzcn 2 m) de la muestra en tubos de ensayo adicionandoles 1
r! de NaOH 2 N. Ei tubo se pone en un bafio con agud a ebullicion

durante 5 minutes, y se enfria con agua fria. Sc adiciona 1 sl de
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Cus04 2.5 p/v. agitando con un vortex para romper el precipitado;
la suspension se deja reposar durante 5-30 minutos y se centrifuga
a 10, 000 rpm durante 5 minutos. Fi control de reactivos contenia
2 m! de aqua destilada en lugar de la suspensidn, y un conjunto de
disoluciones de proteina patrén (Bj. 2. 4, 6, 8 mqa de proteina) se
trataron en forma semejante. inciuyendo la etapa de calentamiento
(lo cual no e¢s estrictamente necesario pero es un buen principic
para tratar las muestras y los patrones de manera idéntica). Se
determind la densidad dptica de los sobrenadantes de las
suspensiones y de los patrones de proteina contra un testigo en un
espectrofotdmetro usando una absorbancia de 555 nm y un paso de
luz de 1 cm.

¥l principal defecto del método de Biuret es su relativa

carencia de sensibilidad.

DETERMINACION DE ALMIDON (MWinfield, 1977. Radahara et al, 1982).
Curva de calibracion.

S prepard una solucion patrdn de almiddn de 1 mg/m)
adicionando 1 g de almiddn seco grado anallitico en 500 ml de aqua
destilada, v se calenté o ebuliicion durante 5 minutos aforando
luego a 1000 ml.

Sc prepararen scluciones patrdn doe 1o solucidn madre en un
rango de concentracion de ¢ a 1000 meg/mi, se adicionaron 9 ml de

agua uTion de ledo-Potasio (2 grames do

¥ 0.1 ml de sg
lodo ¥ 20 5 de Yoduro de Postasic). S 2gito la mezcloa vy s defd

reposando durante % minutos proteqgiendoia de la luz.
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Se leyd la absorbancia a 600 nm.
Determinacion de almidon.

En un tubo de ensayo de 15x150 mm se adicionaron 0.1 ml de la
muestra y se agregaron 9.9 ml de aqua (dilucidn 1:100): se
adicionaron 0.1 ml de la solucion de iodo, se agitd y se dejo
rceposar gdurante % minutos. Sc leyd la As a 600 nm. Se interpold en
la curva tipo para obtener la concentracion del almidén. La
concentracién obtenida se multiplico luego por 100, y en base a
estos datos se obtuvd la cantidad de almidon consumido en funcién

del tiempo de incubacién.

Los substratos que se utilizaron para cl aislamicnto de las

levaduras son los siguientes:

SUELO.
Las levaduras son comunes en muchox tipos de suelo. Muchas
tevaduras indigenas del suelo son ¥ungil Imperfecti

{Deuteromycctael. Las especies del genero Candida, Rhodotorula v

Cryptococcus n probablemente las levaduras indigenas mas
abundantes en ¢! suelo. Hay especies de Lipomyces, Schwanniomyces

Kluyveromyces, Schizoblastoporion. Hansenula, Candida vy

Cryptococcus. las cuales se han aislado exclusivarente del suelo.
El heche do que ostes organismpos se havan encontrado solamente en

al suclo nuaiere pero ne prucha, que el suvelo es su habital

matural, Yochas otras levaduras son organiseos aldctonos del

suclo. Muchas levaduras se encuentran en la capa superior

del suele a una profundidad de 2-10 cm. Debajo de los 30 cm es muy

.
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raro encontrarlas. Las poblaciones de levaduras son bajas en el
suelo debido a la perdida de viabilidad cuando son expuestas a
radiacién ultravioleta. grandes temperaturas debido ala absorcidn
de la radiacidn solar, y la desecacidn por la evaporacion del aqua
en la superficie del suelo. La distribuciodn vertical de las
levaduras en los suelos depende de la compactacion del suelo, de
su porosidad, contenido de humedad y la actividad de los animales

(Atlas, 1981).

BEBIDAS FERMENTADAS.

El pozol es una masa de maiz fermentada en agua, consumida como
bebida ceremonial y alimento basico por poblaciones indlgenas del
sureste de México, y como bebida refrescante por los mestizos de
la misma regidn del pais. El pulgque cs una bebida alcohdlica gque
se obtiene por fermentacidn del agquamiel, que es secrecion
azucarada de varias cspecies de magueyes pulqueros; es consumida
como bebida embriagante y complemento dietético tanto por
indigenas como por mestizos en las regiones del pais en donde
crecen dichos magueyes. Bl tepache es una bebida fermentada,
refrescante, de consumo general izado en México. Aungue
originalmente era preparada con malz., en la actualidad sc hace con
frutas como la pifia, la manzana y otras. las cuales son dejadas a
fermentar en aqgua endulzada.

En México existen numerosos grupos indigenas que utilizan
diversos alimentos y bebidas fermentadas con fines nutricionales,

estimulantes, medicinales y rituales.

.
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Pozol.

El pozol (del nahuat] pozolli, espumoso) es un producto
alimenticio de origen maya preparado por fermentacidn de masa de
maiz, la cual, desleida en agua, es consumida como alimento basico
por varios grupos de peblacion antes mencionados.

Preparacion:

¥sta consiste en aproximadamente un Kilo y medio de granos de
malz, preferentemente blanco (2ea mays L.) se hierven duranie mas
© menos una hora en unos dos litros de aqgua conteniendo cal
(alrededor de 10% de Ca(OH)? peso/volumen). Cuando los granos se
han hinchado y sus pericarpios se pueden quitar facilmente con los
dedos, los granos enfriados son frotados con las manos y
enjuagados con agua varias veces para que, una vez cscurrido el
excese de agua, se obtenga el nixtamal. Bl nixtamal es molido cn
un metate para ohtener una masa mortajada. La masa es entonces
moldeada cn bolsas de varias formas y tamafios., algunas de ellas
nhasta de un kilograme, las cuales son envueltas, preferentemente,
en hojas de platano (Musa sp). de platanillo (Heliconia sp), o de

hoia blanca {(Calathea lutea (Aubl. Meyr)), ccon objeto de reducir

la desecacion de la masa durante el tiempo que dure la
fermentacion (1-5 dias o mds). El pozol es desleido en agua, cn
proporcidn 1:?2 o 1:3 aproximadamente, y se bebe solo o adicionado
de sal. de miel o de diversas clases de chiles secos (Capsicum

annun) L. que han sido previamente tostados y molidos.
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Levaduras que se encuehtran en el pozol:
Candida kruseyi (Cast.) Berhout, Trichosporon gutaneum de

Beurm., Gougerot y Vaucher Ota. Hansenula fabjfanii Wickerham,

Kluyverowyces fragilis (Jorgensen) Van der Walt, Candida
tropicalis y Saccharomyces cerevisiae Hansen.

Pulque.

El pulque (del] nahuat}! poliuhqui, podrido, descompuesto) es una
bebida alcohélica que se obtiecne por fermentacion del aguamiel,
que es la secrecidn azucarada de varias especies de magueyes
pulgueros, principalmente Agave atrouvirens Karw. Es una bebida
tipica de México consumida por la poblacidn indigena y mestiza en
muchas regiones del pais, particularmente en los lugares en donde
pueden ser cultivados los magueyes por los tlachiqueros: el
aguamic) es transportado en recipientes hechos de piel de becerro
0 de ccerdo ¥ es vaciado a los linacales

Levaduras presentes cn el pulque:

Saccharomyces cerevisiac, Pichia membranaefaciens, Candida

parapsilo;

Kloockera apiculata (Reesiemens Kloecker) Janke.

Tepache,
Aunque hay diversas mancras de proeparar el tepache, la mas
frecuente c¢s aguélla an 1o guc esta se obtiene no de maiz, cowmo se
hacia en tiempos pasados, sino de diversas frutas como la pifa, la

manzana, la naranja y otras. Estas se pueden fermentar durante un

s
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tiempo variable en barriles de madera, llamados tepacheras, en
agua endulzada con piloncillo. Las tepacheras son tapadas con
telas de manta de cielo u otro dispositivo. Después de uno o
varios dlas se obtiene una bebida refrescante de sabor dulce y
agradable, pero si la fermentacion se prolonga demasiado tiempo,
se vuelve una bebida embriagante y posteriormente adquiere un
sabor agrio desagradable, debjdo a la formacidn de vinagre.

Levaduras del tepache:

Torulopsjs incospicua Lodder et Xreger-Van-Rij, Saccharomyces

cerevisiae Hansen (Ulloa y Herrera. 1982).
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RESULTADOS

Se obtuvieron 5 cepas de levaduras AEP4, AEP6. 18pP1, 15P1 y
18P1. Estas levaduras son capaces de hidrolizar el almidén y
ademds sintetizan alfa-amilasa y glucoamilasa. Estas levaduras
crecen a 35°C.

Se alslaron de pozol, tuvieron un Ereciniantu en ¢l medio M
almiddn-extracto de levadura a 35°C y pH 4.5, como se puede
gbservar en el Cuadro 2. Se encontrd que la relacidn (Didmetro del
halo/didmetro de la colonia) es mayor para Schwanniomyces alluvius
2.2 quo parsa las levaduras aisladas, en donde encontramos la
maxima relacidn en la levadura AEP6 con una relacién de 1.8. Los
minimos se obtuvieron en las levaduras AEP4, 15P1, 18P1 y 18P4
{Cuadro 3).

También hay que constatar que se tratd de aislar levaduras
amiloliticas termotolerantes de estiercol, suelo. hojas, rios,
pulque, tepache, nu obteniendose ningin resultado.

En el Cuadro 4 podemos ver que el dptimo crecimiento de §.
alluvius se da o 27°C, mienlras que las levaduras aisladas (15P1,
18P1, 18PA. AEPé y AEP4) tienen su maximo crecimiento a 35°C.

Las caracteristicas coloniales y microscopicas (Pigura S y 6)
se presentan en el Cuadro 6. Por medio de las caracteristicas
morfolégicas (Cuadro 7) y fisioldgicas (Cuadro B) pudimos

constatar que las cepas aisladas corresponden a la especie Candida

[abiant{.
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En la Pigura | se presentan los arucares totales, y se puade
observar gue Schwanniomyces alluvius tiene a las 24 horas la
concentracidn mis baja de arucares totales de 2.28 mg/ml. Sin
embargo, a las nuove horas ARP6 y 18P4 tienen una concentracion de
azucares totales de 2.9 y 2.93 respectivamente. A partir de las
nuavo horas se catabiliza la concentracidn de arucares totales.

Las invaduras que degradaron en mayor cantidad ol almiddn
fuoron APPA, AEP6 y Schwanniomyces alluvius. Bmpero, on la Figura
2, podemos vor gque AEP4 empieza a degradar el almiddn a partir de
las 3 horas, mlentras quo §. alluvius lo emploza a hacer desde las
6 horas y AEP6 lon hace a partir de las 9 horax. Se observd una
dograodacion del 40% del almiddn zuministrado con estas levaduras y
un minimo do 30% an ln cepa 1%P1.

En ln cindtica do crocimliento, sv observd que ol mAximo
croaimionto &e obtuvd con la cepa 10\'1 cuya blomasn llogd n 5.2
9/l v la mdn bajn ro logrd con 8. nlluvius con una biomasa de 2.8
a/1.

Con las copan 1491, 18PA, AEP4 y ARDPS me obtuvd una biomasa do
4.8, 4.0, 3.7 y 2.7 rarpootivamento,

¥n la Figura 3 rrtd ropresentada er UK 1a concentracion celular
y on o] Cundro A4 anla rupresentado el ereaimiento en g/l,

La produceion da alfa-amilasa por 8. alluviug tud de 268 U/ml y
una actividad espreifica de %32, en tanto qus ARPS produce 54 U/ml
¥y unn aatividad expecitiea de 79.4.
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El Oltimo es 5 veces menor que el de S. alluvius. Ademds, AKP6
ticne 10.95 U/m]l que es la mayor concentracidn de U/m! de
Glucoamilasa de las levaduras aisladas, asi como de la actividad
especifica que fué de 79.935. Sin embargo, S. alluvius no produce
la misma cantidad de U/m} de Glucoamilasa comparado con las
levaduras aisladas, representando 5 veces mids la produccioén de
Glucoamjlasa en las cepas aisladas que en S. alluvius.

Se presenta un madximo en la produccioén de proteina en todas las
levaduras a las 12 horas, obteniendose la mdxima produccidn en
AREP6 de 0.68 mg/ml de proteina en el sobrenadante y la minima
produccidn con las cepas 18P4 y AEp4 con una concentracién de 0.23

mg/ml. Ademds la cepa 18P1, 8. alluvius y 15P1 tuvieron una

concentracidén, a las 12 horas, de 0.6, 0.53 y 0.45 respectivamente

(Figura 4).



Cuadro 2.~ En esta tabla observamos el crecimiento de las 5
cepas aisladas de! pozol en medio mineral-extracto de levadura-
almiddn y su actividad amilolitica en este medio. La temperatura

fué de 35°C y pH 4.5.

CRECIMIKNTO KN ALMIDON.

No. de cepa Crec. con almidédn Actividad amilasa
AEP4 . +
AEPH . .
18P1 0 .
18r4 ‘. .
15P1 . .




Cuadro 3.- En este cuadro podemos constatar que la relacidn
entre los halos y e) tamafio de las colonias fué de 1.5-1.8,
micntras que en Schwanniomyces alluvius la relacidn entre el halo

y el tamafio de la colonia fué de 2.2.

RELACION HALO/COLONIA.
Levadura Temperatura Relacion halo/colonia
S. alluvius 27 2.2
AEP6 3% 1.8
AEP4 35 1.6
15p1 35 1.5
18P1 35 1.5
18p4 35 1.5
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Cuadro 4.- El crecimiento para las levaduras aisladas que nos
did mejor resultado fué a 35°C mientras que para Schwanniomyces

alluvius la temperatura mds optima fué a 27°C.

CRECIMIENTO EN ALMIDON.

Levadura Temperatura (°C) Crecimiento
S. alluvius 27 vees
35 vee
40 s
AEP4 27 e
35 +ean
40 e
AEP6 27 e
35 e
40 as
1ar1 27 tes
a5 cene
40 ar
18P4 27 Xy
35 sees
40 Y
15P1 27 2
35 e
40 tae
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Cusdre T.Csracteristiess celsnialea y micre
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Cuadro 8.- Carcateristicas coloniales de las cinco cepas

siguientes.

Tamafio 4-6 mm

Forma Circular
Bordes Filamentosos
Superficie Rugosa
Color Blanco

Luz reflejada Mate

Luz transmitida Opaco
Aspecto Semihumedas
Elevacion Umbilicada
Consistencia Suave

Temperatura 35°C

pH 4.5

5€




N
<

Cuadro 9.- Pruebas Bioquimicas.

ESTA TESIS MO DeBE

AR BE LA

BELIOTECE

INDICES

TIPO DE SUSTRATOS

Fermentacion

Asimilacion de

compuestos de Carbono

Glucosa ¢
Galactosa -
Sacarosa ¢
Maltosa W
Lactosa -

Rafinosa W

Galactosa -
Sacarosa ¢

Maltosa «

Celobiosa

.

Trehalosa
Lactosa -

L-Sorbosa

Inulina -

pL-ac. lac. »
Rafinosa -
Almidon soluble
D-Xilosa »
L-Arabinosa -
D-Ribosa ~
1.-Ramnosa -

Melibjosa -

5
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Continuacion del cuadro 9.- Pruebas bioguimicas.

INDICES TIPO DE SUSTRATO

Asimilacion de
lcompuestos de Carbono D-Arabinosa -

alfa-metil-D-glucosida »

Eritrito}
Ribitol -
D-Manitol

Ac. Succ. +
Ac. Cit.
Inosital -
Melizitosa ¢

Salicina *

Asimilacidn de Nitrato: ¢

Crecimiento en medio libre de vitaminas: -

Crecimiento en NaCl 10% mds 5% de glucosa en base Nitrogenada de
levaduras: +

Crecimiento a 37°C:

a
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DISCUSTON Y CONCLUSIONES.

La capacidad de degradar el almidon no esta muy distribuldo
entre las levaduras. La mayoria de ellas son capaces solamente de
producir una de las enzimas que degradan el almiddn. Por ejemplo,
Saccharomyces cerevisiae es capaz de producir solamente
glucoami lasa. lLas levaduras que degradan el almiddn se ban
estudiado como microorganismos para la conversion de materiales
que contienen almidon a protelna unicelular o etanol (Laluce et
al, 1988).

Laluce et al (1988) aislaron a partir de muestras colectadas de
fabricas de harina de yuca y del suelo que se encuentra airededor
dce las fabricas, que estd frecuentemente expuesto a los desechos
ricos en almidén, cepas de Saccharomyces cerevisiane. Fstas cepas
tenian tasa de fermentacion del almidon y la dextrina, un 5% mas
rapida que Schwanniomyces alluvius. Kllo sc puede deber a una
menor produccidn de glucoamilasa con respecto a §. cerovisjae. Con
respecto a nuestro Lrabajo, Schwanniomycos alluvius produjo una
menor cantidad de U/ml de glucoamilasa, lo que podria ser una
ventaja tanto para el aprovechamiento del almiddn como lo
mencionan Laluce et al (1988) como para la produccidén de esta
enzima para fines industriales.

Ogden y Tubb (1985) presentan datos dond; proponen el potencial

de 8. gerevisiae en la produccion de biomasa de levadura u otros
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productos asociados al crecimiento de desperdicios que contlenen
almidon. Las cepas de S. cerevisiae con habilidad para utilizar el
almiddn pucden tener un amplio rango de aplicaciones en la
industria. En cuanto a la cepa AEP6 fué la que presentd mayor
capacidad para degradar el almidén, asi como una mayor produccion
de glucoamllasa, utilizacion de azucares totales, produccion de
protelna. Esta cepa ticne una gran posibilidad de utilizarse en
otros procesos.

Ogden y Tubb (1985) demostraron que Saccharomyces cerevisiae
utiliza el 62% del almidon y Lipomyces utiliza el 92%. Nosotros
obtuvimos un 40% de utilizacion del almiddn a 35°C y pH 4.5.

En las cepas aisladas se obtuvd 5 veces mds U/ml de
glucoamilasa que la producida por Schwanniomyces alluvius. Un dato
muy parecido lo obtuvd Laluce et al (1988) con Saccharomyces

cerevisiae, quo produjd 5 veces mds enzimas amiloliticas que S.

alluvius. Pero Saccharomyces cercvisiae produce solamente
glucoamilasa mientras que nuestras levaduras producen adomds alfa
amilasa,

Se han aislade levaduras entéricas termofilicas., que crecen a
37°C o a mas (Travassos y Cury., 1971), asi como levaduras
termofilicas que asimilan el metanol (Kiyoshi et al, 1978),
aisladas de suelos tropicales en el sudeste de Asia.

En este trabajo, se aislaron levaduras copaces de degradar el
almiddn a 35°C y a pH 4.5, lo quc les confiere un gran atractivo,
porque al crecer a alta temperatura existe la posibilidad de una
mayor transferencia de calor y de oxigeno en un fermentador.

Wilson @ Ingledew (1982) reportaron la actividad enzimatica de



alfa amilasa en S alluvius de 187 U/ml con una actividad
especifica de 4 785 U/ml de proteina, mientras que nosotros
encontramos un valor de la actividad de 266 U/m) y una actjividad
especifica de 532. En cuanto a la actividad de la glucoamilasa,
Wilson e Ingledew reportaron 5.4 U/ml y una actividad especifica
de 138, muy semejante a la actividod especifica obtenida por
nosotros en S. alluvius, que fud de 132.2% y con una actividad
enzimdtica de 5.4 U/ml.

Las levaduras aisladas en este trabajo presentaron una

actividad enzimdtica menor que S. alluvius con respecto a la alfa

amilasa. Sin cmbargo, la actividad de la glucoamilasa fué hasta §
veces mayor que en S. alluvius. y la actividad especifica alcanzd
una proporcidn igqual,

L2 capacidad de la Candida aislada de crecer a 35°C, degradar
el almiddon y crecer a pH 4.5, permiten pensar que esta levadura

podria utilizarse en el futuro a nivel industrial.
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