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INTRODUCCION 

Las levaduras se pueden clasificar dentro de los 

Ascomicetos, Bas idiomicetos o los Deuteroniicetos. Las 

levaduras Ascomiceticas se caracterizan por su rcproducciOn 

sexual al producir ascas con endosporas. Las levaduras 

Basidiomiceticas forman esporüs extornas (basidlosporas) on 

basidJos. Todas las levaduras y los organismos parecidos a 

levadur.:Js los cuales la reproducción sexual se ha 

observado en Dcuteromicctos (Hongos Imperfectos). 

Oc las 400 especies de lcv<Iduras conocidas cerca del 25\ 

son capaces de uti 1 izar el almidón COIOO fuenLe de carbono y 

ener9ia. Esto no necesariamente significa que sean capaces de 

dnsdoblar el almidón en forma eficiente {Spencer y Van Ud.en, 

1977). ya que solamente una partn del almidón puede ser 

accesible a las ar.:tlosus cxtrucelularcs de estas levaduras. 

Lipomvces starkeYi IGC 3944. produce anail;isas extracolularcs 

capnces de hidrolizar el 90% del almidón suministrad.o el 

medio mientras que el rendimiento (Y/alt:1ldón) en la levadura 

~ kononenkoac fuO casi del 100\. (Spencer y Van Udcn_ 

1?7'/). 

Se han encontrado muy pocas levaduras con capacidad de 

producir alfa-ami lasa y 9lucoaDilosa. Estas incluyen a 



Saccharomycops is f i bul i 2-QD! {l'.:ndomycopsi s f ib!:!_l iqcra). 

~haromvcopsis Cilpsularis y ntas rcciontcmcntc Lipomyccs 

korioncmkoae, LiPomyccs §._L<1rkcyJ. y S~h..,.<inniomyccs castel l i i. 

Otra lcvaduril c.:ip.:iz de producir amb,,s enzimas y, ademas de 

po!~ecr ln c;ipaciciad de producir etanol a partir de almidón, es 

Schwanniomyccs al luviu~.; se ha rcporti'!do que con esta especie se 

'lbtlcncm lli'/ U/ml d(! .i]f.1 ,1mila.sn y S.4 U/ml de qlucoamil.:1sa. f!n 

contn1ste. li1s levaduras del qénero L!.romyces sp no son 

fcr·mcnt<tlivtJs (\.Ji \son et al. 1987.). 

Para l•l producc1t,n de protrdna de oriqcn unicelular, 

:i_y_hwanniomrces ajJ.~_yius tiene c~,ractcrlsticas propicias como su 

rilpido crcr:imícntu y cficicnt.I! conversión del almidón. Ademas • 

.§gi~i'..9!:.2. ~-U~ no es pot.óqeno. excreta gran cantidad do 

(1milasas y i1ucde utiliz.1rse en la producción industrial de 

ami Lisas. 5(: pUPdc obt~nt·r un rcnd imi cnto de O. !JI q de biornasa/g 

de almidi\n. sirndo Pstc muy similar al que se alcanza cuando Jas 

lr•v,"Jd1ira:~ S(: rjps;¡rrol l,1n en un mPdin rico en glucosa. 

1..1 prndUCYl~.,n de protPinn unicelular se llevan cabo de manera 

i nd i rc•:ti1por muchos mi cr0orq•1n i.smos dcspuf}s de un prclrat.amicnlo 

hidrolitico de>! .ilmidr~n. por lo tanto existen qrandcs ventajas de 

cont;ir c:1in micr<·0r·,¡an1:;rnn:-> .imi lol itieos. como es ol caso de 

Schw:im1~~ rrlX!-J..Yl~· que pqr si mismos !->on cficicnt.es para 

producir biom.ts.i. Otr·ils ventaj,-\.s incluyen su fdcil mnnejo. 

compar.tdo con 1.1:; ,1Jq,1s ·; lo~; horY}OS filamentosos. asl como la 

.1c.::ptabilid.1d de la biol"".asa cümo alimento {Calleja el al. 1986). 



Las ami lasas extracclularcs producidas por Schwanniomyces 

cast¿illU constituyen un sistr ... ma amilalitico capa7. do hidralizar 

totalmente t.ot.almcntr. el almidón. S~hwanntomyccs castel 1 i i ha 

sido estudiada para la producción de blomasa y ilmi I.1sns en 

cultivos por lote continuos. hnbicndosc cncontr.1da que 1.1 

qlucoso inhibe la sintcsis de enzimas amilolitic.1s .::t través de la 

represión calilbólica (Pasari el al. 1988). 

Asl mismo se h.1n utilizado cultivos mixtos inleqn1dos por 

Saccharomyco~ fibuliqera, que es una levadura .1mi)olitica, y 

S~.!!!.l.~~ cr.rcvisiae unn levadura no amilolllic.1 que utillzc1 

azúcares para fcrmentnr el olrnidón hastn etanol {Abouzicd y 

Rcddy, 1987). 

Kiyoshi et ni (1976} encontraron levnduras que crecen él <10•c 

(tcrmofllicas}, lns cuales nslmilan mctnnol y TrüVH!=>SOS (19'11) 

menciona levaduras cntCrlcas que crecen a part..ir do J't•c y que 

son tcnnofi J ic<ts, pcrlcnccicntes a In es~ccie §ilcchnroniycopill 

Por olra parte se han de!>cr i lo di vcrs.1s cnz i mas nmi lo l l ti cas 

producidilS por lovadura. Estas incluyen: 

il} La nlfa amilasét que cntaliza la hidnHisis de enlaces alfa 

Cl-4) con una nctividad del lipo •cndo•. 

b) La beta ami lnsa, que hidrol iza de manera (·ecurr~nte los 

cnl.1ce~ C t - ·1) a part 1 r de 1 as cxtremi dndcs no reductor.is de las 

c.:-id(~nas de ami lopcr.tin11 y Hmi losa, l ibcrando maJtos.1. Est•t r~n?.ima 

actua sobre los enlaces ( 1,-6} Y ... :,_por lo lilnto. su acción ~e 

detiene en los puntos de ramlflcación. La hidrólisis de lil 

amiJopcctina produce una mezcla que contiene 



de 50 a 69 por ciento de maltosa y su residuo conocido conio 

dextrina li•itante. 

e) La qlucoamllasa. que hfdróliza los enlaces alfa (1-4) a 

partir del extrc90 no reductor. 1 ibcrando glucosa y adcm.is 

presenta una actividad dcsrrudficadora al hidrolizar los enlaces 

alfa Cl-6) (l'lajunath, 1983). 

GLUCOM 1 L/ISA 

E! nombre bioquimlco ce>n<p!cto de la glucoamilasa scgón la 

COQJsión de enzimas es; alfa-1.<1-qlucosa qlucohldrolasa E. C. 

3.2.1.3. 

La qJuco.1mi1asa so C<Jracl<!rizO en 1951 como una enzima que 

hfdroliza las uniones alfa-1.4-qlucosidicas. removiendo 

succsivJmcnt.c gJucosa de la tcnninilción no reducida de la cadcnn. 

Subsecucntcmenlc se demostró que la enzima tambJón hidro! izaba las 

unjones alfa-1.6 y alfa-1.3. pero lo hacla de una manero muy 

lenta. 

En la l 1 teratura se han descri Lo numerosos ensayos para la 

delonnJnación de la actividad de la glucoamiJasn. casi lodos 

ellos so basan en la dotcn!linación de.Ja liberación de glucosn. 

la cual puede ser establecida enzimAticamcntc utilizando la 

pcroxtdnsapcroxidasa oxidasa de glucosa o la hcxoqufnasa acoplada 

a la qlucosn deshidroqcnasa 6-fosfalo; quitntcamcntc so puedo usar 

el reactivo de cobre alcalino o la reducción del 3,5-dlnitrosalf -

cl lato. Sin el!lbarqo. los mt!todos qufmJcos no son cspccifJcos, yu 

que no distinguen entre la glucosa. los compuestos reducidos y 

otros azllcarcs reducidos. 



L.a mayoria de los investigadores emplean el reactivo de 

oxidasa para la determinación de glucosa. 

Las formas multimoleculares de las glucoa.milasas parecen 

tener propiedades fisicas si1ailares, y las qlucoaailasas que 

se han estudiado poseen un peso molecular sial lar que se 

encuentra en un intervalo de 40 000 a 80 000. 

Las glucoamilasas en general son estables en un ranqo de 

pH de 3-b , y presentan una actividad óptima entre un pH 4-5. 

Scqün l"\ajunath e 1983) los grupos carbohldratos parecen 

dcscmpct\ar un papel importante en la estabilidad de la 

estructura contra la inactivación por calor o al..acenamicnto. 

ALYA A.'llLASA 

l..as enzimas alfa·ami lasas C l. 4·al fa qlucohidrolasas E. C. 

3.2.1) catalizan la hidrólisis de las uniones alfa·L4 

qlucosidiclls en los pol isacdridos de tres o rné.s unidades de 

O-glucosa con uniones alfa-1.4, produciendo aaltosa y 

ol igosi\cnridos qrandes. Rxtstcn euchos mOtodos de ensayo y 

df>finiciones parn In nct ividad de \in,1 cnzim-'l al fa-aJ1i lasa, 

c;id;:: uno con su propia unidad dr. L!.ctividad. 

Se ha pensado que los mCt.odos de ensayo y definición de 

un.1 wlid.id cnz.imALka bui1 dl fen:ntc:.. no son ho.oqéneos. Sin 

enb,JPJO, ptwdc-n estar :.:-crrclilc1onad.J~ e1: función a la 

df."" di lución y los rr.étodos de r.>ed1c1ón. 

l.c"l acción de la amilasa se carnctcrlz.a por les caabfos 

si~u!t.'\nco...: de las stquicntcs propiedades de los substratos: 

B IJ¡¡¡,;¡;¡l'j"g/¡y 2816? ;¡¿smc\2~2n del lodo. 



3) Caabio en el poder óptico rotntorio. 

4) Decremento de la turbidez de la solución de glucógeno. 

La snayorla de los reportes se basan en uno de los 

siguientes ftlétodos para detectar la actividad de la alfa 

ami lasa: 

t) La fonaación de azucares reductores del almidón. 

2) Hl dccrC:1BCnto de In re."Jcción cspcci fica entre ol Iodo Y 

el almidón residual. 

3) Un grupo c~l)nico es unido al substrato y la 

fonnaci6n de este dentro do la fracción soluble se mido por 

cambio en Ja densidad óptica. 

1.os .-ótodos que ~ti lizan subslratos de peso molecular bajo 

con una estructura definida como la mal totrctosa y la 

raal tohcpt:ulosa han sido recomendados en aRos recientes .. pero 

estos mótodos se dcsarrol laron y so probaron inicialmente 

para aplicaciones cllnlcas. 

F.l mótodo colorimótrico de Nelson que uti 1 iza Cobro (CU) 

da resultados m.is ex.actos que aquellos obtenidos en la 

medición de azócflrcs reducidos empleando el 

3. 5-Dini trosal ici la Lo a leal ino. Asi mismo. esto mót.odo da 

valores idónticos para las m.."lllodextrinas; la ntcdiclón de la 

aparente producción de m.."'llt..osa en una reacción con aailosa. 

os di rectamente proporcional a la cantidad de cnziina 

prcsenlc. Se han hecho mejoras en las tCcnicns do ensayo de 

la alfil-nmi l.1sa. q:.:c trnn permitido cbtcncr volores mas 

precisos da la actividad cnziin.1tica. SJn embargo. no hn sido 

posible corrclacionnr cadn rnótodo y sus resultados 

corrcspond i entes. 

En general las enzhri..""ls se ensayan basándose en su reacción 



con el substrato bajo ciertas condiciones de prueba. Las 

condiciones de ensayo incluyen, el tiempo de incubación, la 

temperatura de incubación, el pH y en algunas ocasiones la 

concentración del substrato no reaccionantc se mide utilizando un 

método de Iodo o bien so mide la concentración del producto usando 

un método de azúcares reductores para encontrar ol qrado de 

la alfa amilasa. 

Una Unidad Internacional (Ul), es la medida mas comürur"ICntc 

aceptada. se mido como la cantidad de enzima que cataliza la 

conversión de 1 micromol de substrato/minuto bajo condiciones 

estandarizadas de concentración de substrato, pH Optimo, ausencia 

de inhibidorcs y presencia de activadores. 

Resulta imposible comparar el resultado de diferentes métodos 

ya que cada uno do el los tiene sus propias condiciones de 

incubación y unidades de actividad cnzimAtica (YounQ. 1987). 

L.-is diferencias de los métodos do ensayo son: 

l. - Tiempo de incubación. 

2. - Temperatura do incubación. 

3. - Mótodo de medición. 

La alfa ami lasa se ha encontrado en: 

1) Organos y fluidos animales. 

2) Plantas superiores. 

3) Muchos microorganismos (Bcrfeld. 1951). 



AI.."1IOCN 

El almidón es un recurso renovable que no es tóxico, es 

fi\ci !mento doqrndahlc por diversos microorqanismos. sus cw:il idades 

pueden ser pronosticadas y son constantes. es a~cpt.ado por hwnanos 

y anJmalcs para consuao. E.o:;: fi\cU separarlo y purificarlo de las 

materias prlrnas. 

P.n Ja industria ol almidón se ha utilizado corno fuente de 

edulcorante desde el s19lo XIX. sncdiüntc hidrólisis con ilcido 

suJf'urico. Este rnéLodo se h.a lflOdfficado, y actualmente se emplean 

preparaciones cnzimAticas mas cffcnces. Este proceso ofrece un 

sJnfin de vcnt.ajas. como es Ja especificidad que evita la 

presencia do productos do oxidación como el hJdroximeti l furíural 

(11/'IFJ. 

P.J almidón esta conlituido por dos polfmcros de la D-Glucos."l: 

la mf Josa, pol lmcro lineal.. en el que las unf dados de qlucosn 

cst..;.ln asociadas por enlaces nlfn (1-4) y Ja amiJopcctina. pollmcro 

ramificado. en el que las cadenas principales, rcsult..ado do Jos 

enlaces olfa (1-4). contienen rmnificacfonC!s correspondicntC!s a 

rinlaccs alfn (1-6). Los dos pollmcros se cncucntr<m en 

proporciones que \/'arlan de 1:3 n 1:4 en los gránulos do 200 mfcr~1. 

Jo:n el presente trabajo se aisla.ron y se carnctcrhnron 

levaduras amflol tticas tennotoJcrantcs. que crccian o 35•c y que 

adctMs. producen alf.1-atafl•1sa y qJucoümflasa. al mismo tiempo. 



cuadro 1. P..n este cuadro podemos observar las caracterlsticas de 

cad<l una de las diferentes Milasas. 

SllULITUDRS Y DIYBRENCll\S ENTRE LAS Mil.ASAS 

'. PROP I EDADRS ALFA Al'IILASA i B!!TA J\l'\ILASA 1 GWCOMILASA 

Mecanismo Ataquc-cndo Ataque-exo Ataque-ex.o 

Productos l'\ezcla de !'\al tosa Glucosa 

ol iqos.acA-

ridos 

Decremento de Rttpido Lento Lento 

la viscosidad 

Pee remen to de RApida Lenta Lenta 

la tins10n 

de Iodo 

Punto de Puede evitar Puede cvi- Puede roa-

acción en los puntos de tar los per loa: 

la ramifica- ramlfl- puntos de puntos e 

ciOn cac16n rami f lea- de ra.lflca-

alfa-1,6 ciOn c!On 

Bsl'OCifici- alfa-1,4 alfa-1,4 alfa-!. 4 

dad en las aira-!. 3 

uniones al ra-1. 6 

Adaptada de l'laJunath P. et al. 1983. 

9 



MATERIALES V METODOS. 

METODO DR ENRIQUECIMIENTO (casas-Campillo y Larrca .. 1971). 

Se realizó a partir de muestras en diferentes substratos 

mencionados a contimwción; suelo pozoL niX~"'ll .. bebidas 

fenncnt..adas. etc .• rnediant-e cnriqucci•icnt..o en cultivos 

su.·tiergidos. Para ello se prepararon diluciones de cada JaUest.ra 

(1:10. 1:100, 1:1000) en aqua estóril y destilada .. alfcuotas de 1 

ml de cada dilución se incorporaron a 50 al de cada solución 

mineral (ll'>Cdio i'\""I} contenida en matraces Rrlcmcyc.r de 250 11.L l.a 

composición del medio mineral l"r1 roo la siquientc: 

1.- .K2HP04 5 q 

2. - l'lgS04. 7H20 2.5 9 

3. - CaC12.H20 o.a q 

4. - NH4Cl 7 q 

5. - Cu504.5H20 80 """ 

6. - KI 200""" 

7. - FeC13. 61120 400 IDC9 

- /"\nso.1.H20 800 '""" 

9. - Na/'IO. H20 400 '""" 

10. - Zn504.H20 800 '""" 

11.- Aha!d6n 10 q 

12.- Extracto de levadura 200 .. 

13. - Estrcpt.omicina 30 ""'9/•l <-.......,..a 
después ele ester! !Izar) 

10 



14.- Rosa de Bcnqala 

15. - Aforar a 1000 1111 

16.- Ajustar el pH a 4.5 

60 mc9/11l 

Los matraces con el medio M inoculado se colocaron en una 

agitadora con un bano de aqua a 4o•c; después de 24-72 horas se 

toraaron al !cuotas y se transfirieron a un nuevo medio l'l'I. 

repitiendo la opcraciOn tres veces. 

A continuaciOn. los cultivos se sembraron en placas de agar del 

mismo medio. so incubaron a temperaturas de 35-4o•c. después de 

24-46 horas se observaron las colonias aisladas al microscopio. 

Este mismo procedimiento se continuo hasta obtener cultivos puros. 

Los cultivos puros se conservaron en tubos inclinados 

conteniendo medio M. 

CINETICA DE CRECllllENTO. 

A un tubo inclinado que contenta un cultivo puro se le agreqó 

medio Pl'1. se agitó y se puso 0.5 1111 de este a un matraz do 125 ml 

con 25 ml de medio m. se dejaron durante 24 horas en agitación a 

35•c y después de 24 horas so tomó una al icuota de O.!> 111 y se 

trasladó a un nuevo matraz. Rl matraz se dejó 24 horas en 

Hgitación. 

Se contaron las células por medio de un heinoclt6frtctro y se 

registró el rnlmcro de células por ml en el cultivo. a continuación 

se lomó una alicuotn que contenia 2.~x10~·1 células, ésto allcuota 

inoculo a matraces de 125 m! que contentan 25 nd de medio m 

Incubando a 35•c con aqitaciOn (150 rpm), 

11 



Posteriormente se toaaron muestras de los matraces cada tres 

horas y se observo la absorba.ocia a 600 ru1 en un 

cspectrofotócnetro. 

A una de las cepas aisladas, se le 11.idiO su cinOtica de 

crcciraiento. 

CARACTERISTICAS l'llCROSCOPICAS DE LAS LEVADURAS AISLADAS 

CKrcqer-Van Rij, 1984). 

Pnra la identificaciOn de las levaduras os necesario conocer: 

la morfologia colonial, la 1DOrfoloqia microscopica y las 

caractcristlcas bioqulaicas. 

Las caractcristicas a.orfolóqieas coloniales son las siguientes: 

a) Tamano. 

b) Forma. 

e) Bordos. 

d)Supcrficic. 

o) Color. 

f} Luz reflejada. 

q) Luz trasmit.ida. 

h> Aspecto. 

i) Elevación. 

j) Consistencia. 

Las caractcrlsticns celulares son: 
1) ~cproducción vcqct..ativa. 

12 



2) Forma y ta.mano de las células. 

3) Pseudomiccl io o micelio verdadero. 

4) Reproducción sexual. 

t.as pruebas morfolOqicas, tanto microscOpicas CC90 las 

coloniales se utilizan para deterniinar el 9énero,. •ientras que las 

pruebas bioqulmicas son necesarias para identificar la especie. 

Las bases fisiolOqicas de las pruebas para el crecimiento 

aeróbico so basan en laa siquientes caractertsticas: 

1. - La uti 1 izaciOn de substratos: creci•iento y respiración. 

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

de 1 evadura. 

Las pruebas bloqulmicas son las que a continuaclc)n se 

mencionan: 

l. - UTl~IZACION DE SUBSTRATOS. 

t.as pruebas f1siol69icas se einplean para observar la habi l ldad 

de las levaduras para utilizar compuestos or9Anicos ca.o fuente de 

encr9la y como ruatcrial para sintetizar componentes celulares. 

Pl!Rl'!ENTACION DE AZUCARES. 

Los tubos de Durham dan condiciones senianaeróbicas .. el 

crecimiento aeróbico en la superficie del medio pen1ite la 

inducción cnzim<\tica, las células de levaduras se sedimentan y 

bajo las condiciones de concentración baja de oxigeno se forman en 

el fondo del tubo, las burbujas de qas (C02). 

l) 



Los substratos fenacntados incluyen: hcxosas .. derivados de las 

hexosas y pentosas. 

CRl!CI 111 BNTO l\RROll I CO. 

En Jos medios en donde hay una fuente de Carbono o de 

Nitrógeno. el creciiaicnto m.mcnta con un incren1onto on bio1nasa por 

el .1grandanticnt.o del nW.Cro de cólulas. Bajo condiciones óptiDlilS 

de laboratorio. se puedo analizar las stquiontcs fases do 

del crecimiento: 

l) lag 

11 oxpononcial 

iii) estacionario 

fv) muerte 

En las pruebas de creci•icnto aeróbico las que nos dan 

respuesta post tJva .. las levaduras utilizan los substratos prueba. 

s1mul tt\ncamcnte se sintetizan Jos consti tuycntcs celulares y para 

swnJnistrarse enerqla por 19Cdio do la respiración. 

RESP!RACION AKROBICA DE SUBSTRATOS ORGAN!COS. 

La respiración cot1prcndc en todos los procesos en los cuales 

tas levaduras oxid;m los compuestos orqfinlcos. l ibcrando cnerqJa 

para la slntesis de ATP. l.os signos externos de esto tJpo do 

rcspirüción son: 

1} L.."l desaparición del substrato del medio. 

2) l.a formnción de C02 por las levaduras. 

PRUEllAS DE CRECll'llI<NTO F.N SUBSTRATOS Dll CARIJONO. 

l\zú.carcs CHcxosa. pcntosas y q!ucósfdos). 

l!. 



l\ldltoles (0-Manltol). 

Acldos Orgñnicos <Sucoinato). 

Poi isactJrJdos (Almidón e Jnul in.a). 

Compuestos de carbono (rtctanol). 

Compucst.os de C'lrbonos (Etanol y Acetato). 

2. - ~NERGIA DR LOS SUBSTARTOS. 

Atqunos substratos (por ejemplo la Sacaros.a) se Introducen a 

trav6s de Ja pared al ?las.ale.a por .odio de un acarreador 

(pcrmcasa}. este mccaniS90 permite que el acarroador toliC al 

substrato introducicmdolo nl citoplru;aa. 

Pl<UF.Bl\S •• 

El procodhnicnto consiste en: 

l.- Siembra dr. lns levaduras en una caja do Pctri. 

a) Definir si ol cultivo es puro. 

b) Yormación de ball istosporas. 

e) Prunba de DBB en lltCdio sólido. 

LA sccucncin involucra Ja slCMbrn de una suspensión do 

lcvnduras (en !:> ml de aqua cst.Cri l) en una plnca do extracto do 

lcv."ldurn-papo-dc.xt.rosa la cual es inc::uh..,dil por 2 d!as n 2s•c y 

daspuO:s a lct::peratura a.sabiente con Jn tai>n do la caja do Pctr-L 

E$tO úS con lil intcnciOn de separar las colonias sobre t.oda la 

supcrf icic de tn ptac.1. Las bal listosporas son vis lb les como 

im;\gencs <1l CSJ.1tjjO de 1.1s colonias en la t.1pa-



2. - CRECIMIENTO EN MEDIO LIQUIDO. 

En un tubo con VPD con aqUa se inocula la levadura y se incuba 

por 2-3 dias a 25·c. La formación de una pellcula (seca. lisa o 

rugosa). de un anillo y de una sedimentaciOn. t.as c~lulas son 

estudiadas en una preparación bajo el miscroscopio (100x), 

real izandose anotaciones del inétodo de repr-oducciOn, la foraa y el 

tamano de las células. 

3. - CULTIVO CON PLACA DB DAUV.U EN AGAR l"ílRFOUJGICO. 

Se inocula una placa de aqar con una superficie seca. con una 

dclqada cstrta y con dos puntos de inoculaciOn (bien separados en 

la placa), luego se cubre con un cubreobjetos estéril una sección 

central de la estria y uno de los puntos de la inoculaclOn. Las 

placas se incuban a 2s•c por 3-6 dias. Ocspul)s de 3 dias se hace 

una descripción de la colooin del cubreobjetos en el punto de 

inoculación y se observan las cólulas en una prcparac10n en aqua 

bojo ol microscopio. Después de 6 dias las secciones cubiertas son 

cstudi,1das al pasar la placa bajo el microscopio (400x). 

4. - CULTIVOS SEMBRADOS EN PLACAS DP. PAPA V tlJ\RINA DK MIZ. 

El aqar de papa y la harina de malz (fundido) es vertido en una 

pequena capa en dos portaobjetos que est.an sobre un aetal en foraaa 

de U o sobre un vidrio redondo en una caja de Petri estéril. 

['lcspuCs de la sol idiflcaciOn., la levadura es inoculada en cada 

port.i~b;et.o y se cubren con un cu.brcGbJcto cst~ril. Se a(]reqa agua 

porLaobjct.os y se cubren con un cubreobjetos estéril. se aqreQa 

agua al interior de la placa de Pctri para prevenir que no se 
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seque. t.a placa es incubada por 5·7 dias a 25•c. Para la 

observación del crecimiento. se toma cada portaobjet..os, se llmpia 

con papel filtro y despul?s el portaobjetos se pftsa bajo el 

microscopio y se c><anina n lOOx, 400x o lOOOx de aumento. 

5. - FORMCION DE ASCOSPORAS. 

Hl inedia de esporulaclón en tubos os incubado con levadura a 

2s•co a temperatura ambiente. El medio de acetato requiere do una 

inoculaclOn qruesa porque ahi no crece. Los cultivos son 

examinados después do 3 dios, l, 2 y 3 sefllanas. 

Puede observarse la conju9aci6n de las cOlulas, asl c0tt0 la 

forma del asca y las ascosporas, el nUllaero de esporas por asca y 

la liboraciOn de las i:nisl:\3s, Los cultivos pueden ser rojos, rosas 

o cafós en la presencia do muchas esporas. Al9UllBS esporas tienen 

un color café bajo el microscopio. 

6. - REJ\CCIOPIFS DB Yf!RTILIZllCION. 

7. -FHR11l!NTACION. 

La solución de az\lcar es inoculada dlrectaMnte con la levadura 

en los tubos Ourham. fAs tubos son 1 ncubados a 25 •e y son 

observados todos los dles durante 14 dlas. Después dA la lectura 

de las pruebas, los tubos se nqit.an. llcvandose re9lstros del 

volU:mcn de Qas producido. Un tubo totalmente lleno {100">· La 

fcnncntaciOn es vigorosa cuando ol tubo !ic llena en 2·4 dios; 

ligera cuando so llena después de 10-14 dlas, y débil cuando nunca 

se llena totalmente con gas. 
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B.- llS!MlLAClON OH LOS CCY'IPURSTOS OF. CARBONO. 

a) lm un medio liquido en cultivos cst..áticos, los tubos 

conteniendo medio basal rus O. 5' de uno de los compuestos de 

Carbono son inoculados con una got..'1 de la susupcnsiOn de levadura. 

Ln. suspensión se hace con ~'lqua est.cri l y teniendo un.-1 densidad de 

2•. Un tubo conteniendo ~lo basal sin compuestos de Carbono 

ncl.\la r:omo blanco y no •ucstra crechaicnto: otro tubo conteniendo 

medio bi\sal mds glucosa indica si la levadura crece en este tipo 

dr. medio basal. t.os tubos son incubados n 2s•c y leidos dcspu~s de 

l. 2 y 3 semanas uttliznndo una cart .. a blanca con lineas negras de 

3/4 mm de espesor. 

Los n~sul lados se int.erprct.nn de acuordo a l<l siguiente 

notación: 

3•: Crecimiento en el tubo obl 1 t.cradas conrplct..mnentc las 

l 1ncas. 

7.•: l.as llm!.,S ap.'lrcccn C090 bc"lndas difusas. 

1 •: Las bündas so distinguen pero t.lcncn distint.os bordes. 

7• son considcrc:idos positivos. 

1 • son dóbi les o ncqativos. 

b) En rtledio liquido en cultivo aqit...."1.do. 

Los tubos inoculados son aqit.ados a 2s•c y son leidos dcspuós 

t:W 3, 7 y 71 dias. 
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e) Auxoqrama-Carbono. 

Dos ml de un.1 suspensión de levadura en agua cstóri l es 

mezclada en una caja de Petri con una gota de una solución estéri 1 

d~ 10~ de extracto de levac.ura en aq:ua y 1~ ml d~ medio basal 

fundido y enfriado a ..io~c. Después de la solidific.,ctón. la placa 

se quarda a 25•c por unas horas par·a obtener una superficie de 

aqar seca. Pcquet'las cantidades de los diferentes compuestos de 

carbono son entonces pr abados mcd.1 ante su deposito en diferentes 

sitios del aqar. F.stos puntos son marcados en el exterior de la 

c,1ja de Pctri. En una caja de Pctri de 10 cm. pueden probarse 7 

cOJnpucstos de carbono. L.r1s placas son incubadas a 2~·c. 

Se observan después de 2-3 dias y otn1 vez después de 2 dias a 

temperatura del cuarto. 

9. - ASIMILl\CION DE LOS C01'1PUESTOS OF. NITROGF.!10. 

a) Aslmi luctón de.: Nitrato un medio l lqutdo. 

Una qota de su!ipensión de la levadura es inoculada dentro del 

tubo conteniendo medio basal m.:\s 0.076\. de Hitralo de Potasio. El 

t.utio su incuba por una semana a 2s•c. Si hay croci111tcnto (2• o 

J• ). ;.;n segundo tubo con mr:dio es inoculado e incubado por una 

semana. l~l resultado de cstd prueba e~ consideradil CQID(:) decisiva. 

b) Auxogrilmil de N 1 tróc;ieno. 

1-:l procodimicnt.o para la prueba es el mismo que el que se 

utl 1 iza poril el auxoqrama de Carbor10. pero el medio basal es 

diferente y contiene Glucosa en ve;~ de Sulfato de Antonio. La 

peptona es utilizada como un control positivo. 



JO.- División de la Arbutina. 

Tubos Jncl inados de Arbutina con agar son inoculados y se 

fncuba a 75ºC por ·1 dias. Si la Arbut.Jna es dcqradada, se 

desarrolla un color cafC oscuro de lil Aqluconil (Hidroxiquinonil) 

con iones férricos. 

11. - Crccimtonto en medio J ibre de vi t.é:t•inas. 

Un tubo con medio l lquido sin vJ l.al'llnas es inoculado con una 

suspensJón de ll'Vadura. 

El tubo es i nocuJado a 25ºC por una semana. Si no hay 

crecimlcnlo en este tiempo, la reacción es ncqativo. Sf hay 

crecimiento, una asada de este cultivo se Jnocula en un tubo con 

medio fresco y se incuba otra sceana. Si ocurre crecimiento 

dcspu~s de este tiempo, Ja reacción es positiva. 

tt) ffequer imicnl.os para vi laminas es-pee lales. 

El medio paro esta prueba os el medio basnl naAs Jus vit<'ll'llinas 

con exc:L~pción de la que esta a prueba. P.l método do la prueba os 

ol mismo quo <!O el punto anlcrior. 

12.- Crecimiento en medio oSJIÓtico. 

n) l•:n Aqar-cxtri1clo de Levadura-el ucosil 50'-c p/p). 
t.a lcvLldUrt! es inoculada en tubos inclinados. incubados durante 

unri semana n 25ºC y examinados para su crcclniJcnto. 
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b) El crecimiento en NaCI to" nias glucosa en base nitrogenada 

de levadura O'NB). se mide mediante r-1 inOculo de O. 1 rd de la 

suspensión de la levadura (como se uti 1 izó en las pruebas de 

aslmi lación en medio liquido) en el tubo con medio. Después de la 

incubación por una semana a 25•c se registra el crecimiento. 

13. - Crecimiento a 37•c en medio sólido. 

L."l levadura es inoculada en tubos lncl lnados conteniendo 

q lucosa-extrncto de levadura-peptona agar y se incuba por 2-4 di ns 

n 37•c. Si el crecimiento es ligero. se hace do nuevo un 

subcultivo incubandolo por 2-4 dias. a 37•c. El Ulti110 resultado 

obtenido so considera decisivo. 

a) Temperatura mAxlll\c"l de crecimiento. 

La levadura se inocula en tubos con glucosa-extracto de 

lcvadura-aqua. Los tubos se incuban en b.1f\os de aqua a diferentes 

temperaturas con i ntcrva los de 1 •c. 

11\. - Pormt1ción de Almidón. 

La formación de compuestos scmc1nntcs al almidón se denota por 

la adición de una gota de luqol en ln solución par., un cultivo de 

semana de l<l levadura en el medio base nitroqcnado de levadura 

mas qlucosa. Ld prcsenci., de reacción pos1t1va mucstr.1 un color 

az.ul-pllrpura o verde en el medio, en las cólulas o en atlbos. Un 

color cufó tipico del qlucóqeno. puede enmascarar la reacción 

ligera del almidón. Cuando el tubo es expuesto por algunas horas a 

la luz. el color CilfC puede desaparecer permilnecicndo el color 

azul. 
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15. - Prueba de Ureasa. 

a) Prueba de urcasa en lllCdio l lquido. 

Un tubo con medio de Urca es inoculado con la levadura o 

incubado por 5 di as a 2s•c. L."l reacción de ureasa es posJ ti va si 

el color se torna de rojo a pll.rpura. 

b) Prueba de Urcasa en medio sólido. 

A un tubo inclinado con Urca en aqar se inócula la levadura 

incubado a 25•c por 5 dias. Un profundo color rosa indica una 

reacción positiva. 

lb.- Hidrolisis de lus llpidos. 

La degradación de los l lpJdos, es decir la acción de la 1 ipasa, 

se prueba por el crecimient..o de la levadura en una placa con uno 

capa do aqar-Gorodkowa sobre sebo de carne. 

Si cJ lipido es roto, la liberación de ikidos grasos da sales 

de Calcio insolubles con los iones de C.'llcio presentes en ol medio 

lo cual se muestr.1 como un depósito op..,co. La levadura se inocula 

rm dos l im~ns en el ilQar y se incub.."l por 4 dias a 25•c. 

17. - Prueba de mm. 

a) En medio sól ldo. 

La lcv.idura crece en qlucosa-cxtraclo de levildura-pcplona aqar 

por 3 dias a 25•c y 4 dlas a tcmpcrat.ura a11bicnto, so Inóculan 

luego n óo•r: por 16 horas. 

l!l rcactlvo de UDD es anadido sobro Ja superficie del agar. Un 

roio o~curo o un color roJo·violct.-i de las colonias dcspu{!,s de dos 

minutos a lemportltura ambiente indica unn roncciOn post liva. 
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18. - Crecimiento en presencia de 100 ppm y 1000 ppm de> 

Cicloheximida 

t..a levadura se inocula en un medio basal conteniendo base 

ni trogcnada de levadura y Q l ucosa a la que se le agrega 

Cicloheximida { 100 ppm y 1000 ppm) y se incuba a 2~·c. Los 

cultivos se leen despu~s de l. 2 y semanas y en cultivo aqitodo. 

Una semana después. al iqual que las pruebas de asin.i lación. 

2• y 3• positivo. l• es negativo. 

19. - Crecimiento en un medio con <\e ido acético al 1 \. 

!..as placd.s se inoculan con 1 ml de la suspensión de la 

lr.vadura. ~ placa se incuba a ni•c durante 3-6 dlas y se examinan 

paril ver si hay crecimiento visible. 

A continuación mencionaremos la forma de preparar y la manera 

de proceder para la identlflcación de las levaduras aisladas. 

1. - Sembrado de levaduras en cajas de Petri. 

Medio de glucosa-extracto de levadura-peptona aqar. 

Disolver 20 q de qlucosa, 10 q de Bacto-pcptona. 5 q de Bacto­

cxtracto de levadura y 2\ (p/v) de dQar f!O 1000 ml de agua 

dest..1 lada. Bl pH no se ajusta. El medio se dispersa en lo"lS cajas 

de Petri y se esterilizan a 1S lbs de presión. 

2. - Crecimiento en rnr.dio liquido. 

Me-dio: Glucosa-extracto de levudura-pcpton,1 cr. aqua (ver medio 

1. no anad ir aqar) . 



3. - Medio. 

Medio de agar para csLadio morfolóqico (DH'CO D-393). 

El medio se hidrata suspendiendo 35 q de Bacto-Yc."'lst l'\Orpholoqy 

uqar en 1000 ml de aqua desLi lada fria. Se e.al icnta para 

disolverlo completamente. Se agrcqa a lubos o frascos y se 

nstcri liza por 15 min a l~ lbs de presión. La reacción final del 

mr.dfo es a pH~ 5'. 6. 

4.- CUitivos de papa y harina de raaiz ugar. 

Medio: Papa dcxtrosil aqar OIYCO (b-13). 

Para rf!hidrill<ir fd medio se suspenden 39 q de 

O.teto- papd-dcxtrosa-,1ciar 1000 mi de aqua destJ lada calcnt.1ndoln 

hasUt et.u! 1 ición. con e] fin de disolver el medio cOfllplotamcntc. 

Sr distribuye en tubos o frnscos. y se esteriliza por 1~ minutos a 

1 ~ 1 i br."ls de pn?sión ( 171 •c). F.1 modio tiene una rt?ncción final a 

pll !>.6. 

Mr:dio: l!~rina de Maiz aq.1r (B-386). 

f',ir.1 rdlidr.1tar r.1 medio se suspenden 1·1 q de Saeto-harina de 

m;1i?-;1qar r~n 1000 ml dr. aqua destilada. El medio so disunlvc 

cah•ntimdo hasw Pbullic1ón. Se nqrcqa a Lubos o frascos y se 

PStrr1li7B ••n r:I .iutoclavn por l~l mina 15 libras do presión 

(l:?l~C). 1 ... 1 reacción tínal del mt...'<iio es a un pll 6 6.0. 



!>. - Medio para la formación de 'lSCQsporas. 

Medio Extracto de mal ta agar. 

Se disuelven 12 g de aqar en 400 ml de aqua dcst.i lctda Y se 

calienta. Entonces se disuelven 20 g de polvo de extracto de malta 

en la solución cal lente. Se dispone en tubos o bote! las y se 

esteriliza por 15 r1in a 15 libras do presión y se inclinan. 

Los tubos inclinados se guardan en el refrigerador hasta 

utilizarse. 

Aceta lo Agar {Fowcll). 

Se anade O • .5'\ de Acetato de Sodio tri hidratado Y ajustar el pH 

hasta 6.!>-7.0. Anadir 2' de agar y calentarlo hasta disolver el 

agar. Se aqrcga a tLJbos~ se nstert l Iza por 15 mln a l!> libras de 

presión y se inclin.-:in. 

V-8 Aqar. 

Se funden 14 g de agar en 340 rnl de aqua dcsti lada. en otro 

recipiente conteniendo 350 mi de jugo V-8 y a 5 g de levadura so 

le agrt?ga 10 ml de agua destilada. l..n suspensión so aqita y se 

agrega en tubos. 

1.a esterilización es a 1!> lbs de presión por t!> min. 

Gorodkowa Agar ( ll'IOd i f i cado) . 

r\ 100 ml de agu<.1 de la llave se :e aqrcg;i 0.1~ (p/v) do 

glucosa. 1\ de peptona. O. ~'t. de Cloruro de Sod10 y 2'\ de aqar. 

Se cal lenta hasta que el ngar se disuelve y se a9rcga a tubos. 

csteri J iza por 15 minutos il 1~ l ibr.1s de prcsic)n y se inclinan. 

Algunos profieren 0.25% de qlucosa y .01nadcn l't de extracto de 
mal ta. 
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Extracto de lcvadura-11.xtracto de malt...."l. 

Se disuelven 3 g de extracto do levadura, J g de extracto do 

malta, 5 q do peptona y 10 q de glucosa en 1000 ml de ngua Y 2 " 

(p/v) de agar. 

Mctschnikowia. 

Una lata de jugo V-8 se disuelvo con un volumen iqWll de agua Y 

ajustar n un pH-5.5 con NaOH. Bl juqo diluido so flltrn a travós 

de un papel Whatman No. 1 y se diluyo desdo 1:2 hasta 1:29 al que 

so le anadc 2\ de agar. DcspuCs so disuelve el agor, el medio so 

agrcqa a tubos y se esteriliza por 15 •in n 11o•c. 

&. - Reacciones de cruzamiento. 

Medio: Rxtrnclo de malta agar (l'w. agar) ver nümcro 5. 

YM ngar. Ver No. 5. 

? • - 1-·crmcnlaciOn. 

f1<?.dio. 

S<~ disuclvun ti.5 g de extracto de levadura y 7.5 q de peptona 

1000 ml du aquel destilada, se anadc suficiente azul de 

bromolimol para dar ol color verde adecuado. Se agroqan 2 ml n 

tubos de 1~0x12 mm que llevan pequcnos tubos invertidos. Los tubos 

se cstcri l iz,,n por rr.cdio du una autoclave durant.c 1!> min o 15 

librns do presión. De un concootro1do de nztlc . ..-:1r se hace una 

cstcrl l i z,1c ión p0r fil lrnc ión y n cadn tubo se at\adc 1 ml. 



8. - Asini laciOn de cot1puestos de Carbono. 
Se prepara un medio concentrado diez veces. el cual se prepara 

por la disoluciOn de 6. 7 q de medio base ni tr09enado de levadura Y 

5 q del compuesto de carbono en aqua dcsmineralizada. La solución 

se esteriliza por filtración y 0.5 ml se af\aden as~pticamentc a 

4.5 ml de aqua dcsnineralizada en tubos los cuales han sido 

esterilizados previaiaente a 11o•c por 15 ~in. Se prepara el ri.edio 

con los siguientes compuestos: 

Glucosa. qalactosa. L-sorbosa. sacarosa, maltosa, celoblosa ... 

trchalosa. lactosa, 0-arabinosa. D-ribosa, L-ramnosa. qlicerol. 

critriol. ribitol, galacticoL 0-manitol. D-9lucitol. r11etil-D-

glucosido, salicina, Acido li\ctico, écido succlnico, Acido 

el trlco. inosi tal. metano l. 2-cctogluconato, g lucosaJalna, glucono-

dclta-lactona. 

Las soluciones de Acidos orqanicos tienen un pH de 5. 6. 

Se prepara un .cdio con alaritd6n soluble. disolviendo 0.459 g en 

90 ml de agua dcsmincral izada que se cal lenta y se coloca en tubos 

que contcndran 4.5 rnl de la solución en tubos. Estos se 

esteri l lzan en aut...oclave por 15 min a 12o•c. A cada tubo so le 

agrcq,i O. 5 ml del concentrado diez veces lesterl li7.ado por 

filtrdción) de la solución do la base nitr09cnada de levaduru. 

9. - 1\simi l.1ción de compuestos nitroqcnados. 

Medio. 

Se prepara un medio concentrddo diez veces, i1l disolver 11. 7 9 

de medio con fuente de Carbono y O. '18 g de 1<N03 en agua 

desmincralizada. La solución os esterilizada Por filtración y 0.5 

rnl se unaden as6pticamcntc a •1.5 mi de agua desminerdlizada en 

27 



tubos los cuales han sido esterilizados antes a i 1o•c por 15 min. 

En la prueba se pueden utilizar los si qui entes COCIPUestos: 

Ni trato de Potasio. Ni trato de Sodio. Eti lamina. Cada~erina y 

Creatina. 

10. - Degradación de la Arbutina. 

Medio. 

Arbutina al 0.5\;; extracto de levadura; aqar 1.5•. aqua do 

llave. 

Se disuelven los inqrcdicntcs. aqrcq;irlos a tubos y csteri liznr 

por 15 min. a 12o•c. Usualt11entc los inqrcdientcs contienen 

suficiente fierro para r.ostrar rcacciQnes positivas; si la 

cantidad de fierro no es suficiente, se anade a cada tubo 

directamente dcspuCs de la cstcrlllzación 2-4 gotas de una 

solución de Citrato de Amonto ferrico al t•. 

1. - Crccf~icnto en medio libre de vitaminas. 

Se prcp;tra el medjo concentrado diez veces mediante la 

disolución de 16.7 g de Saeto-base de levadura libre do vitamina 

en 100 ml de agu,1 destilada, la cual puede ser calentada 

l tgnramcntc para efectuar Ja disolución completa do Jos 

inqrcdiontcs. 

L1 solur:ión fin<ll se prepara pipeteando aséptica.ente O.!> inl de 

la solución conccnlrildél en 45 ml de aqua destilada en tubos de 16 

mm con tapón de algodón. 
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12. - Crecimiento en medio osmOtico. 

Medio a. 

50~ (p/p) de glucosa-extracto de levadura a9ar. 

Se disuelven 500 g de glucosa en 50 ml al 1' de extracto de 

levadura. Madlr 3" (p/p) de agar y disolver por evaporaciOn o en 

bano de agua. Oespuós de disolver el aqar. se reparten alicuotas 

de 5-6 ml en tubos de 16 mm con tapOn de algodón. Los tubos se 

ester 1 l izan por 15 minutos a JO 1 bs do presión y so inclinan. 

Medio b. 

10~ de NoCl mAs 5% de 9lucosa en base nitroqenada do levadura. 

Se disuelven 5 g de qlucosa y 10 g de Cloruro de Sodio en 100 

ml de aqua destilada. Esta solución se agrega en allcuotas de 4.5 

rnl en tubos de 16 mm con tapón de algodón y se estcri 1 iza durante 

15 minutos a 15 lbs de presión. A cada tubo se le anado 0.5 rnl do 

una solución esterilizada por filtración de 6.7 g de Bacto-büsc 

nitrogenada disuelta en 100 ml de agua destilada. t.a solución 

se mezcla por ag i tac i On y e.s entonces cuando este\ lista para sor 

utilizada. 

Medio c. 

Prueba tolerancia a Cloruro df' St'ldto. 

Jo:l medio base contiene 2't (p/v) de qlucosn. 1\ (p/v) de peptona 

y O. 5'\ (p/v) de extracto de levadura di~•uclto en aqua. El 111(.-dfo 

final se agrcqa a Lubos y su esteriliza en la autoclave. 
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13. - Crecimiento a 37•c en medio s61 ido. 

Glucosa-extracto de levadura-peptona aqar. 

Se disuelven 20 g do qlucosa. 10 q de Bt"lcto-peptona y !> q de 

Saeto extracto de levadura en 1000 •1 de aqua destilada, al\adir 2\i 

(p/v) de aqar. 

14. - Formación de almidón. 

a) Prueba en medio l lquido. 

ílcspuós de 24-26 dtas se examinan los cultivos do asi•ilación 

de carbono que iniciahncnto contcnlan azucares o alcoholes 

polihldricos por ln presencia de compuestos amiloide.s. 

b) Prueba en agar en tubos. 

Se disuelve 0.2 \i de Sulfato de Arlonio, O.~ de fosfato de 

Potasio Monobilsico. 0.1" de Sulfato de l'\aqnesio ltcptahidratado, y 

2' de glucosa en nqua dcstt lad.'l. Se ajusta el pll do la solución a 

'1. ~- Se prcpard e iguala el volWPCn de "" de aqar en agua 

destilada. Las dos porciones scparndas del medio se esterilizan 

por 15 min a 10 lbs de presión. Se anadeo las dos porciones junt..as 

as1~ptic.1mcntc cuando el agar este 1 icuado. Se mezclan gradualmente 

las soluciones paril cvitnr espuma. Se prepara en cajas de Pclri 

qotn de uulol izado di~ levadura y una got.a de uno solución cien 

Solución de lod1iro de Lugro: Se disuelven 2 g do lodo y 2 q de 

lod~1:--o de l'olnsio tm 300 ml de ilquil destilada. 
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l!ia. • Prueba de Ureasa en medio 1 iquido. 

Medio A. 

Peptona O. 1 \ 

NaCl 0.5\ 

KH2P04 0.2~ 

Glucosa O. 1\, 

Rojo de fcnol O. 2'\ 

Agua dcsmincral 1 zada. 

se esteril!Zil por 20 mtn a 2o•c. Ajustar la rección a pH•6.B. 

Medio B. 

Urcil 50\ 

Agua dcsmineralizada. 

So esteriliza mediante fllt.ración. 

100 mi A • 4 mi B. al icuotas de O. 5 mi se agreqan a tubos bajo 

cond i e J ones asépt 1 cas. 

15 b.· Prueba de Ureasa en medio sólido. 

Disolver 1 g de peptonil. 1 q de qJucosa. 5 9 de Cloruro dP. 

Sodio y Q de f'o!.:füto de Polüsto Monob.isko y 0.012 q de Rojo de 

Fcnol y l 1 i Lro de agua des U l<1d.i y se ajust..;J Jo reacción <.1 pU 

6.6. Se anadcn 20 q de aqar y se Jisuelvon .. después !lC tOIT.8.n 

al fcuoLa~~ d" <1 5 r.'!} y se .1qreqa .i tubos de i f, í!'."» con t"'1pón de 

illqodón. Sü est~rilfzil en la autncla•.·t~ ;-J.- 1~ min u l~ lbs de 

rr·cs.:tón. ü1~!;pu{>!; d::i csteril:.u-ir en Ja a•..1:..u1.:l<ive se le ariadc 0.5 ml 

de una solución de Urr:a al 7.0':. esterili:~ud.-i µor fi1t.ractón. 

Después se mczcl<l il tubos inclinados. 



16.- Degradación de lipidos. 

17. - Prueba de OBB. 

a) l"..n medio sólido. 

Medio: glucosa-extracto de levadura-peptona nqar o Sabouraud 

dextrosa agar conteniendo O. 5" de extracto de levadura. 

b} F.n medio liquido. 

Hl medio consiste en 5 ml de base nitrogenada de levadura con 

0.5'- de glucosa (pH .. 7.0). 

Reactivo; 

El reactivo de DBB se prepara anadicndo 15 rnl de runortiguador 

dcaminomctano (hidroxtmctil) 0.25 M tris (pH-7.0) a 15 ing de DBB 

(o-dianisidina tetrazot.izada; 20" puro). 

HL- Crccimír:nto en prcscm:i.-i de 100 ppm y 1000 ppm de 

Cicloheximida. 

"'*''dio: 

La ciclohcximida se disuelve en acctonr1. O. 1 q {para 100 ppm o 

q (par-a 1000 ppn) en 2.5 ml de acetona. [..a solución de acetona 

.se anadc a la so lución de b. '/ q de lu bilsc ni troqcnada de levadura 

Di feo y 10 q de qlticosa en 100 ml de aqua dcsmincral izadil antes de 

cstcri l iz.it· por l~ :nin a 11o•c. 

19.- Cn~cimicnto tm un mt;dio con ~cldo ucótico al l\.. 

Medio: 

!:lucosn al 10~. t.ript.ona .,1 l't, extracto de levadura al 1% ngilr 

al 2-,. )'" agun dcsm1ncral iZ·"lda. 
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La solución es cst.uri l izada por 1~ rnin a 11o•c. DcspuCs se 

cnfria hasta 4~-!1o·c. se .11"1dde 1 mi de ácido acf":t.ico por cada 100 

ml de nqar. Despul-s .sr. mezcla. se l lcnan las placas. 

Solución st.ock de v1 tam1nas. 

Se disuelven O. 2 mq de biotinn, 40 mq dti pantolc_onato de Calcio. 

0.2 mg Acido fólico, 200 mq de Inositol. •10 mq de Niacina. 20 m9 

de ltcido p-aminobenzoico. 40 mq de hidrocloruro de piridoxina, 20 

mg de riboflavina y 100 mq de Tiumina. en 1000 ml de aqua 

dcslilada y so esteriliza mediante filtración. 

ACTIVIDAD Al'\ILOL!TICA Dt-: LAS LEVADUP.AS. 

PREPl\RAC!ON DE ENZIMA CRUDA. 

Se dejan crecer cultivos de 50 ml de medio t'l1 en rnntraccs do 

2~0 mi a 3~· y 4o•c en un bat\o dn aqua en nqit.ación. Los cultivos 

se ccr1trifuqnn a 6 OOOxg durnnt.e 10 minutos y el sobrcnadantc que 

contiene la enzima cxtracclulür, se colcct<1 y se uti 1 iza para los 

anill 1.sis, al iqual qut~ la preparación de cm:Jma cruda. 

ENS1WOS DE ALFA ,\.'1ILASA (~ilson el .11. 1982). 

El substri..1to con:->1stu de O. 2\ de almidón soluble disuelto en 

una solución amortiguadora de KH7.P04-N.10ll 0.05 M (pll 4.!>) 

hirviendo y enfriado husta 4o•c. F.l reactivo de Iodo se prcpar.1 

frr.:=;co por di Iucionf's de 1 ml df' s0Juc1ñn ~;lock (0. !:>" 12 en 5' Kl) 

rm 500 mi de aqui.l dcsionizada que cont it:íl•! l!Cl ~ N. Para el 

ensayo, 1 mi de solución dt· nri1ir-.. 1 sr r·c:1•.: en un tubo de nnsayo y 

se cal icnta hasta '1o•c en un b.i.~10 mclaból íco se anadc 2.0 al de 

almidón. la rencción se doLinnc pasados 10 minutos y se tomu una 
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muestra de O.:?. ml a la que se Je agrcq<t ~ ml de reactivo de Iodo. 

t.a absorb.1ncia se mide a 620 nm contr•1 un control (0.? mi do aqua 

5 mi de rc.1ctivo de Jodo). El control utiliza 1.0 mi dt~ 

solución requladora en tuqar do ln enzim,1. la activ1dad de In 

enzima alfawflmilasa se calculó a partir de la absorbancia 

uti 1 fznndo la siqufcnte ecuación: 

Unidadns de alfa <imilasa·((ControlwTestiqo)/Control)o100 

~n donde D es el factor de di lución de la enzi111a y 40 

representa los <1.0 mq de almidón presente en la reacción 

multiplicado por JO. 

l.a unid.id de al f;) ami lasa se define como la cantidad de enzima 

que hidrol Jza O. 1 mg do almidón en 10 min a 4o•c cuando 4.0 mq de 

alnifdón cstlm presentes. la ilcLivid.:id que resulta de la 

<lbsorbancifl menor a O. 125 dcspuCs de JO 1nlnutos requiero dl lución 

para dar rc.1.ccioncs l inr.illes sobro periodos de 10 minutos. 

CUAHTll-'ICJ\CJON DP. f.A GLUCOMILASA (WiJson el al, 198?}. 

(.;¡ 1 ibcraci<"m de qlucos<:t del almidón se midió por el ensayo de 

1.1 oxidasa de qlucosa peroxidusa (Siq:nd Uullclin No. 510). El 

subslr~1to utli;:Jdn es almjdón soluble 0.!J't djsuclto en una 

solución amorliquador.i d(~ Kll2f'0'1wNaOll (J-oH 4.~) hervido y enfriado 

a 4o•c. Para el cm;ayo, a ~.O ml de substrato de almidón se le 

t1nadlnron 1.0 ml dn la dilución de enzima precnlcntada. y dcspuós 

de c.tlcnt.1r a •WºC durante 10 minutos la rencr.lón se dctuvó, y se 

tomó tHl<l 11:uestr.i de O.') mi. 1 ,1 cual S'! p;1~>1'> .:i un tubo dn cns."?YO y 

se hizo h(irvi r duranlt~ 5 min. 



Después se enfrlo en un b<11"10 de hielo. se at"ladieron S ml de 

oxidasa de glucosa pe:-oxidasa y el tubo se incubó a 4o•c por 30 

minuLos. l.d absor~ncia se midió a 450 nm contra un bl.:inco (0.5 nil 

de solución amortiguadora más reactivo de oxidasa de qlucosa 

pcroxidasa). En el control se utilizó 1.0 ml de solución 

a.mortiquadora en lugar de Ja en:t1ma. 

La actividad de la Glucoal'li lasa se determina a partir de lds 

absorbancias uti 1 izando Ja ecuación siqutcntc: 

Unidades de Glucoami lasa .. ( (Tcsti90-Control} /Hst.andar)xl. 6670 

donde O es el factor de dilución y l.667 es el factor de 

conversión al toti.:Jr unidadL•s definidas como la cantidad de enzima 

que se libera cr; u.n n::icrornol de c;lucosa en 10 minutos a 4o•c donde 

2!> rr19 de almidón est....1n presentes. El Pst;i.ndar es el mismo que el 

uti 1 izado en el ensaye de la oxidasa de qlucosa peroxidasa. 

La activjd<Jrl cr.z11Mt1ca la cual resulta de la absorbanciil tr.ayor 

de O. '/3, esta no es lineal en los 10 m.1nutos de reacción y 

requiere de di lución antes del ensayo. 

lJJ·:TF:R~lSACIO~ OF. AZUCARP..S TOTALES (Oubois. 19S6). 

Reactivos: 

1. - Yenol ~\ p/v, sr. funden los crista 1es a so•c y se afora a 

100 mi de aqua destiladd. 

2. - 11250.1 concentrado. 

J.- Patrón d1~ qlucosa 0.1 mg/ir.? (100 ~c.¡/m1). 
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Se aqreqO 1 111 de muestra a tubos de 1~xl50 aun. Se preparo al 

mismo tiempo un control cor.teniendo 1 ml de agua destilada y un 

conjunto de cst..andarcs de glucosa entre O y 100 mcg/rnl (de glucosa 

por ml). Se adiciono a todos los tubos 1 nal de fenal al 5' p/v. 

Mediante una pipeta de flujo ré\pído se adicionaron 5 ml de H2S04 

conccntrildo. dirigiendo el flujo del é\cido sobre la superficie del 

l lquido, y se agitó el tubo. Los tubos se dejaron reposar durante 

10 minutos, se agit.aron y se colocaron en un bano de aqua a 25-

3o•c durante 10-20 minutos antes de leer a 468 nm. 

PrcPtlroción del patrOn: 

Se pesan 0.1 g de dextrosa Bn.Kcr anhidra, disolver y aforar a 

1000 ml con agua dcstl lada, obtenióndo$C una concentración de O. l 

mq/g,J-100 ntcq/11'11. 

I..a concentración de nzU.carcs totales se c.:ilculó interpolando la 

As la curva tipo de la muestra. El color dr. la rcacci On 

pcrf!\i)ncce cst...,blr. durante varias horas. 

DEITERM!HAC!ON DE PROTE!MA. 

H:cactivos: 

l l HaOH 2 N (Solución). 

2) CU..<;04.SH20 z.~-.. p/v. 

3) Patrón de protclna cst.andar, scroalbumina bovina. 

l'roe:t-""Ciimicnlo: 

So pon~ri 2 !:'} de la 11ucstra en tubos de ensayo adicionAndoles 

~! de NaOH "} r;, EI tubo se poOI? en un bario con ac¡uü a ebullición 

durantu 5 r::.inuto:;, y se cnfria con nqua fria. Se adiciona 1 '31 de 
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CuS04 2. ~~ p/v. aqi tando con un vortex para romper el prcci pi t.ado; 

la suspensión se deja reposar durante 5-30 minutos y se ccntri fuqa 

a 10, 000 rpm durante 5 minutos. P.i control d~ reactivos contenla 

ml de a Qua des ti lada en lugar de la suspensión, y un conjunt.o de 

disoluciones de protcinn pat.rón (Ej. 2. 1\. 6. 8 mq de protcina) se 

trat-..,ron en forma semcjanLe. incluyendo la etapa de calcnlallicnl.o 

Clo cual no üS estrictamente necesario pero es un buen principio 

para tratar lns muestras y los patrones de manera idCntica). Se 

determino la densidad óptica de Los sobrcnadantcs de las 

suspensiones y de los p.:J.troncs de protclnii contra un testigo en un 

cspectrofotómctro usando una absorbancia Ce 555 "" y un paso de 

luz de> 1 cr.:. 

l!l principal defecto del r:i~todo de Biurct es su rclat.iva 

carencia de scnsibi lid ad. 

DETEHMINñCIO~~ DE At.M1D0t.' (\Jinfil!)d. 1977. Nadahara et al, 1982). 

Curva de cal i braf: i ón. 

so!•.1c1 1.":1 p;i'!:rón d,. almidOn de 1 rnq/ml 

adicionando l q d<• alr.iid<)O SC'CU Qra.do an<il ltiCO en SQQ m) de aqua 

dr.st i iada . .,. calm~t.0 ,¡ ebul.11ción dur.:Jntc 5 minut.os •liforando 

lueqn a 1000 rnl. 

Se prcpcirn:-cn !;C!uc1oncs f'?.~rón d•• 1;1 solución in;1drc en un 

rt.H:Qo df: r.orJccnt.r.1ción d.e O a lGOO mcq/rol. se adicionaron 9 rnl dr. 

lodo Y :/O q dt• YGd..i10 de P'J!,.1:iJO) i-:,· .:!::;;to la r.;czcl.l y ~l~ dejó 

r-epo:;a.r:do dunint(' 5 m1 nutos prot.cr, 1 cndo la de 1 n 1 uz. 
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Se leyó ln absorb..'lncia a 600 nm. 

Octcnainación de almidón. 

En un tubo de ensayo de l!>xl50 mm se adicionaron O. t mt de la 

muestra y se .iqrcgaron 9. 9 inl de aqua (di 1 ución 1: 100): se 

adicionaron 0.1 ml de ln solución de iodo. so aqitó y se dejó 

reposar durante 1
1 minutos. Se leyó la As a 600 n11. Se interpoló en 

la curva tipo P.,'lra obtener ln concentración del almidón. l.a 

conccnLrnción obtenida se multiplico luego por 100. y en basen 

estos datos se obtuvo la cantidad de almidón consuaido en función 

del ticmipo de incubación. 

t.os subst-ratos que se uti l iznron para el aislamiento de las 

levaduras son lo::; siguientes: 

SUP.LO. 

t...-1:-; lcvad11ras son comunes en ~chos: tipos du suelo. Muchas 

lcvuduras indiqen;-,s del su~lo son Jl'ungi Inapcrfccti 

(Dcutcror.:ycc;t,! J. L.is especies del genere~ Ca~dlda~ Rhodotoruln y 

Crvptococ~ :;rm probablcmcnlc lns lt~v.1duras indlqcnas mils 

abundantes ea el suelo. H.'iy üspccics de !J.~. Schwanniomyccs, 

Kluyvcromyces. Schizobla.stoporion. ~# Candlda y 

Cryptoc_Q~. las cuales se t,>m ;i!:::lilt!o cxcluslvamcnto dei suelo. 

¡::t llC!C:!"-1c• :!;:.· G\.!!' ~·:.tes orq,1nismos sr. hayan encontrado solarnr.nte en 

,..¡ s•.J•..-!r.1 ·:ucien· !"'rl• no pru(:h<l, qur el :.;uelo es ::;u l1<1bil.:.it 

n,Ht::-dl. ~üCl!,1s 0L1 ,,~: li..:\.i.itlura::> son orq,_miscos ulóctonos del 

suoio. :-:t;.._-:J;:i~~ Je> i ?!· levaduras se encuentran en la capa superior 

del suelo a un.1 r•rofund1dad de 2-10 cm. Debajo de los 30 cm es muy 



raro encontrarlas. Las poblaciones de levaduras son bajas en el 

suelo debido a la perdida de viabilidad cuando son expuestas a 

radiación ultravioleta. grandes temperaturas debido ala absorción 

de la radiaciOn solar. y la desecaciOn por lo evaporación del aqua 

en la superficie del suelo. La distribución vertical do las 

levaduras en los suelos depende de la coapact.aciOn del suelo# de 

su porosidad# contenido de humedad y la actividad de los aniaales 

(l\llas, 1981). 

BEBIDAS F!<R/'IF.NTl\01\S. 

El pozal es una znasa de maiz fcrmcnt."tda en agua, consumida como 

bebida ccretn0nial y alimento bósico por poblaciones indlgcnas del 

sureste de México, y como bebida refrescante por los mestizos de 

la misma región del pais. El pulque es una bebida alcohOlica que 

se obtiene por fermentación del aquamicl, que es sccrc-ciOn 

azucarada de varias especies de m.,qucycs pulqucros; es consumida 

como bebida embriagante y complemento dleté'tico tanto por 

indlgcnas como por mestizos un l;:is regiones del pais en donde 

crecen dichos maqucycs. El tcpachc es una bebida fermentada. 

refrescante. de consumo general izado en Mxico. Aunque 

originnlmcntc era preparada con matz. en 1<1 actualidad se hace con 

frutas como la pina, la Ja<lnzana y otras. liJs cuales son dejadas a 

fcnncntar en aqua endulzada.. 

r:n l'".Cxtco existen nu:':lcrosos qn,¡p~;, !ndlqC"nas que utilizan 

diversos aliment.:>~ y brbidus fcrmt!ntJd.1s con fines nutricionalcs, 

estimulantes. medicinales y rituales. 



Pozol. 

El pozol (del nahuatl pozoll L espumoso) es un producto 

alimenticio de ortqen maya preparado por fcracntación de masa de 

rnatz. la cual. dcslcida en aqua, es consWllda cOll'IO aliP1Cnto b..\sico 

por varios grupos de población antes mencionados. 

Preparación: 

l~s:t.<1 consislc en aproximadamente un kilo y medio de qranos de 

malz. preferentemente blanco (Zea ~ L.) so hierven durante m<\s 

o menos una hora en unos dos l ltros de aqua conteniendo cal 

(alrededor de 10\ de Ca(OH)í' peso/volumen). cuando los granos 

han hinchado y sus pericarpios se pueden quit.ar Íi\cilmcnte con los 

dedos. Jos qranos cnfrir:tdos son frotados con las -,.;mos y 

enjuaq.1dos cnn aow1 varias veces para que. una vez escurrido el 

exceso de aqua. sn obtenga el nixtamal. HI nlxt..am..11 es inolido en 

un mct<1tc p<1ra obtener una masi'l rnort.njada. l.a aaso es entonces 

moldeada 

hasta de 

bolsas de varias formas y t...--ift'k1nos. alqunus de ellas 

ki 1<1qraino. las cuales son envueltas~ prcíercnt.cmentc. 

en hoins de ptat.-ino (~ sp). de platanil lo (ltul lconla sp). o do 

hoj.i l.J!,1nr:;i (~ilhthe.!.! lutea (Aubl. Mc>·r)). ccon objeto de reducir 

la i:lC!H~caciCn dP la masa durante el tiempo que duro la 

fcrr.if·nt.1r.1ñn (!-:J dins o m,'\s). Hl pozal es deslcldo en agua. en 

proporr:lón 1:? o 1:3 aproximadamente. y se bebe solo o adicionado 

de !->:ll. dé miel o dr diversas clases de chiles secos (~,psicum 

~!::!:!_~) l.. que han sido rreviamcnt.e tostados y mol idos. 
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Levaduras que se encuentran en el pozol: 

candida kruseyi (Cast.) Bcrhout. Trichosporon ~ de 

Beurm .• Gouqerot y Vauchcr Ot.a. Hansenula ~ Wickcrhas1. 

Kluyyeromyces fraqi 1 is (Jorgensen) Van der Walt. Candida 

tropical is y SaccharOfllrccs ccrevisiac Hansen. 

Pulque. 

RI pulque (del nahuatl poliuhqui. podrido. descompuesto) es una 

bebida alcohólica que se obtiene por fcnaentación del aquamieL 

que es la sccrcclOn azucarada de varias especies de maqueycs 

pulqueros. prtnclpalmcnto A2ava atrouvirens Karw. Ks una bebida 

tlpica de MCxlco consumida por la población indígena y iacstJzn en 

muchas regiones del pals, particularmente en los lugares en donde 

pueden ser cultivados los maqucycs por los Llachiqucros; el 

ilQUamícl es transportado en rcciricnLcs hechos de piel de becerro 

o de cc.:-do )' es vaciildo i1 los t.in<lcalcs. 

LcvadurtJ:-> presentes en el pulque: 

§.~c.;.hor!?~"!. rercvisi~. ~1-:} m1'1!\hr<tn~tcfacicns. candida 

p;-Jrap,E~-~~!~. r:lC?:.:~~-;!~1- :'-~i±1~ [Hcr.sicmcns Kloccker) Janke. 

T1·pachr. 

Aunque hay dtversrts mdneras de t-•tL:P.1rJr el Lcp.1chP. la m.\s 

fn)cuenLc es aqut~l la r:n J,: que cst .. a !>f" obtiene no de malz. co.o se 

hacia er1 tiempos pasados, sino oe d1v¡;-.rsas frut:....ls como la pina. la 

manzand, 1u naranja y otras .. Est..as se pueden fermentar durante un 
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tiempo varJablo en barriJcs do madera. llamados tcpacheras. en 

aqua endulzada con piloncillo. Las tepachcras son tapadas con 

telas de mantc1 de ciclo u otro dfsp0si Uva. Después de uno o 

varios dJas se obtiene una bebida refrescante de sabor dulce y 

agradable, pero sJ la fermentación se prolonga dciaasiado tiempo. 

se vucJve una bebfda crnbriaganlc y posteriormente adquiere un 

sabor aqrJo desagradable. debido a la formación de vinagre. 

Levaduras del tcpache: 

Torulopsis !!!.r-ospicua l..odder et Krcger-Van-Rij. Saccharomyces 

e~ llansen (Ulloa y Herrera. 1982). 
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RESULTADOS 

Se obtuvieron 5 cepas de levaduras AE:P4. AEP6. lBPL lSPl y 

18Pl. Estas levaduras son capaces de hidrolizar el almidón Y 

adem.As sintetizan alfa-amilasa y qlucoamilasa. Estas levaduras 

crecen a 3s•c. 

So aJslaron de pozal, tuvieron un crecimiento en el medio m 

al11:idón-extracto de levadura a 3s•c y pH 4.5. corno se puede 

observar en el Cuadro 2. Se encontró que la relación (OiAntctro del 

halo/diámetro do la colonia) os mayor para Schwannlomyces ~ 

2. 2 quo para las levaduras aisladas. f!O donde encontramos la 

milxlma relación en la levadura AEP6 con una relación de 1.8. Los 

minirnos se obtuvieron en las lev<Iduras AF.P4. 15.l'l. 18PI y 18P4 

(Cuadro J). 

Tambión hay que constatar que se trato de aislar lcviJduras 

ami lol t ttcas teraotolerantes de cstiercol. suelo. hojas. rlos. 

pulque, tcpache, no obtcnicndosc ninqlln rcsul t.ado. 

En el CUndro 4 podemos ver que el óptirao crecinaicnlo de §.. 

alluvius se da a 2'/"'C, rdcnt.ras que las levaduras aisladas (15Pl. 

lBPJ. 18P'1. AEP6 y /\.EP'1) tienen su m.1xim.o crccil'lliento a 35-•c. 

Las caroctcrist1cas coloniales y microscópicas (P'iqura !> y 6) 

se presentan en el Cuadro 6. Por racdio de las caraclcrtsticas 

rnorfolóqicas (Cuadro 7) y fistolóqlcas (Cuadro 6) pudimos 

com~tntar que lns cepas aisladas corresponden a la especie ~ 

rabianii. 
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En la Ylqura l se presentan los ai.ucares totales, y so puede 

observar qUe Schwannio1twces al luvlus tieno a las 24 horas lo 

concontraolOn IMR baja de ni.ucar-os totales de 2.28 M9/rll. Sin 

crnbaroo. a los nuovo horas MP6 y 1Br4 tienen una concentrnc16n do 

a2ucaros totlllen do 2. 9 y 2. 93 Mspect1va.-ent.o. A partir de las 

nuevo horas so oatabl l laa la ooncontracibn de azucares totales. 

ta!I lnvnduros qua do;radaron nn Myor eantldnd ol al11id6n 

fuoron AP.P4. AKP& y Schwanniomxcea al luvlus. Brnporo. on la l'lqura 

'l, podemos vor que AEV4 nmplor.a n do9radftr ol almtd.bn a partir de 

\ns 3 horas, mlontrnft que §_. al luvius lo .,mplo'ln a hocor desdo lns 

6 horon y AEP6 lnn hnce n pn.rtlr de les 9 horns. Se obaervb uno 

dnqrndn.~lt\n del 1\0\ dfll nltddbn sumtnlst.rodo oon astas lavaduras y 

un m1n1mo do 30\ on ln copn l!>rl. 

~n ln ctn~ttcn dC' r.roolft'ltnnto, Ro ohsorvb que nl rnAxlMO 

crnot?fttonto ftn obluv6 ~on ln Ctttm 10\\l cuyo blomn.an 1 \aob n ~. 2 

o/l y ln mhA bnjn ,;n loqr-6 con~· !'!lJJfilY..! con uno blor.:nsa da 2.8 

q/I. 

Con lnJll. capnM t ~l\'\, 101"1\. Ml'4 y ~lU'6 titn obtuvb una blOlnR.Ra dn 

'1.tt. ti.O. :'.\.'/y :l.? rt1Mpnt'lt1vnntonlo, 

l!n lo t'lqurn :1 r•t~ i-npt·t>Mnlndn cr. \JK l• eonc•nti-nolt.n colulnr 

on nl C\lnd1·0 ~ ••ln N>l'NlMr.nU.dn o\ ., .. ...,,,.,..,,lo on q/1. 

\,n pi-odueol~n dn ~lfn•l\,.\ \nM t>Or ll· IÚ!lll!.UlJ! 1\1• d• 266 Uf11\ v 
111\11 nt'l.l\'ldrtd r•rnt'\f\en dt; ~~)., \'\\ tlll\t<'.I q\"' M\1'6 l'l"tld\l<>n ~· \l/M\ 

Y \ll"n ótlt.¡vtdnd 1Ht~lt?Ctt\~ d;_, ~.~. 



El último es 5 veces menor que el de.§. ~· AdemAs. AKP6 

tiene 10. 95 U/ml que es la mayor concentración de U/ml de 

Glucoami lasa de las levaduras aisladas. asi como de la actividad 

especifica que fue de 79.935. Sin embargo • .§. ~no produce 

la misma cantidad de U/ml de Glucoami lasa comparado con las 

levaduras aisladas. representando 5 veces mAs la producción de 

Glucoami lasa en las cepas aisladas que en .§. al luvius. 

Se presenta un mAximo en la producción de protclna en todas las 

levaduras a las 12 horas. obtcniendose la mAxirna producción en 

l\EP6 de O. 68 mq/ml de protc!na en el sobrenadan te y la mlnima 

producción con las cepas 18P4 y AEp4 con una concontraclón de O. 23 

mq/ml. AdcmAs la cepa lBPL §_. ~ y 15Pl tuvieron una 

concenlraclón. a las 12 horas, de 0.6. 0.53 y 0.45 respectivamente 

(fiqura 4). 



cuadro 2. - En esta tabla observemos el crcci•fcnto de las 5 

cepas aisladas del pozal en medio •ineral-cxtraclo de lcvadura­

almtdOn y su actividad amilol ilica en este medio. L."1 teaipcratura 

rué de Js•c y pH 4. 5. 

No. de cepa 

AEP4 

AF.P6 

l6Pl 

!OP4 

1 ~Pl 

CR~CitllY.NTO KN AIJ'IIOON. 

Cree. con almidón Actividad ami lasa 



Cuadro 3. - En este cuadro podemos constatar que la relaoiOn 

entro los halos y el ta.mano de las colonias fuó de 1.5-1.B. 

mientras que en Schwanniornyccs nl luvius la relación entre el halo 

y el tamano de la colonia fue de 2. 2. 

RELACION HALO/COLONIA. 

Levadura Temperatura RcJaclón halo/colonia 

§. alluvius 27 2. 2 

ARP6 3~ l. B 

AEP4 35 l. 6 

15PI 35 l. 5 

IBPI 35 l. 5 

IBP4 35 l. 5 
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Cuadro 4. - El crecimiento para las levaduras aisladas que nos 

dió mejor resultado fué a 35•c raicntras que para Schwanniomrccs 

al~ la temperatura más óptima fuO a 21•c. 

CRECIMIENTO EN AU'IIOON. 

Levadura Temperatura c·c1 Crecimiento 

27 

35 

40 

AEP4 27 

35 

40 

A1'1'6 27 

35 

40 

18Pl 27 

35 

40 

18P4 27 

35 

40 

151'1 27 

3~ 

40 

4E 



~ 

"' 

,;.:;f.4 

:/\ 
.~ 

• ? 

Cu:J•r• ~; .- ~¡;;.('tic .. ~" "!r ... ,..:!:11i.:t•t•. 

'.!i: 

lEI'4 

1/l 
lEPl l l'i?l 

1/1 ~/l 
.1· : 2. . .12e .0~2 .02 

125 -- .en .06• 

ª·~ 
,,!/l 

"~r:;j 

s/1 
.OQB 

.coe 

ri. 

t-.. :· ~. 

o 
J 

,(;2 

.c66 

.296 .2 

lL
' 3CC ,6 .123 .E 

r;to l . . '6 2. ':D i .6 .. afi .4(13 

"ºº 2.! ,_, }.2 -- ,739 12 
17'.iO ~.( .!,(. -- l.C.! .96 15 

22'io 1.c _ •.e l.24 i.2 le 

<ocu _ <;,2 -· 2.• 2.0 21 

2.B J.2 24 



._,, 
o 

111v:.1Jur1 

i·~ 

Hl'4 

1'::P6 

lBN 

l'iPl 

lBPl 

1 

1 

1 

1 

~1ulr• 6 .- Att::.'fi# ·• e .. iltli:lC_. 

'L'/t 1 ;.et. 1.· ¡,. TJ/"l 
;~~¡ :Jr:le1a ('J/•l/rt il!!! ¡:;:-•te!!l.'J} 1HU('tJ:-:..l._.IU 

2:::: :-1!2 '2.3 

ll.l 55.5 ll.9 

54 79.• l0.95 

l} 55 9.5 

l' 1 31.ll 110.c 

l• 1 2~. ~3 9 .c4 

;.o:"t.. ••r· ·.~ <U 

(U sl •C h r1te!•a ViC l 

l} .2 5.5E 0.12• 

.:t. .e3 , 5.77 10.12 

79,935 4 .s5 o.U2 

22.012 15 .54 1 0.125 

52 .€13 14 .01 1 c.n 

54 .481 '5.!:'.i o.1s 



Cutdr• T .• Caracteris'ticas celnialea 1 ~icrtsttpius de las ce pes ... 1tihlda!I. 

n...,til.L.4T ._.;;¡j,"~1j'.,:.10 :1l!.-...;..f{(J 

t.;.ZV'l .n.:..l .. 

ASP5 

líll'l 

<..:"RCAT..:Rl.'.,T!CW ~('li{'H)~li:S 

~o.t.~.r t.1.1.a11e", &u¡.r:::r11i;1• 

rv111a, borde f1l<rr~i;te•o. 

Color bhnce, .:;.,;.pert'1ciie 

rugo!•, borde f1Jae-entogo. 

Ctltr blai:ict, liUl'~r!¡cie 

rugou:, borde !ilal"~ntoso. 

J ;·1l .:.1Cr'""": ,._¡ 

f'••udumJ.ce111iJ, l0>rllíil uv~:d•ds 

con €emac1&• multipolar. 

tuu101ucel10, torm~ ovR1•da 

con eeai1ci60 ~ul't1rolnr. 

rseu.:!omicel1•, !1Jr,..,B ovqleJ• 

con ,geClaci6n 111ul tJl-ola.r. 
~1--~~1--~~~~~-+~~~~~~~~~-+-~~~~~~~~~ 
~ 

l8P4 

h Fl 

Color bJ911co, a:;pertic11 ru~os1 1 Pseudom1cel.10, fora-R ov~dsda 

borde hla°'e!ntoliltt. 

Coler ban.ze, supertioí• 

rugo.e•, borde 'ÍJ ianento5u. 

coo ~e111ci6n mult1pelar. 

I·seudomicis li•• !'orN oval1d1 

con eemac16n 11tvlt1p•l•r. 
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f'iaur• 6. ll•rt1l1&i• •icr1ae1pi11 de 1111 11v1durt1 

1ial11da1. 
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cuadro 8. - CarcateristJcas colon la les de Jas cinco copas 

siguientes. 

Tcmpcralura 35ºC 

plf 4. 5 

Tamano 

Forma 

Bordes 

Superftcic 

Color 

Luz rcf lcJada 

Luz tr-ansmi ti d<l 

Aspecto 

Rlcvación 

Consistencia 

4-íi mm 

Circular 

fo'l lamenlosos 

Ruqosa 

Blanco 

Mate 

Opaco 

ScmJ tlumodas 

Umbilicada 

Suave 



ESTA TESIS MO DEBE 
SA!líl BE LA l!LIOTEC~ 

cuadro 9. - Pruebas 8ioquf11icas. 

INDICES TI PO DP. SUSTRATOS 

Fermentaci 6n Glucosa • 

Ca lactosa 

Sacarosa • 

Maltosa •\ol 

Lactosa -

Rafinosa •W 

Asilni !ación de 

compuestos de Carbono Galactosa -

Sacarosa • 

1'1.éd tosa • 

Cclobiosa 

Trehalosa 

Lactosa -

[,-Sorbos.-1 

InuJ ina -

DL-dc. l;ic. 

Hafinosa • 

Almidón soluble 

O-Xi lo:m • 

L-Arab i nos~i -

D-Ribosa - 1 

1 

I.-Rnn:nosa 

Mel ibiosa 
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continuación del cuadro 9. - Pruebas bioqulmicas. 

IND!C&S 

Asimi loción de 

~ompucstos de Carbono 

Asimilación de Nitrato: • 

TI PO DE SUSTRATO 

D-Arabinosa -

al fa-mcti 1-0-q lucos ida 

Eritritol 

Rlbitol -

D-Mani tol 

Ac. Succ. 

Ac. Cit. 

lnosi t.ol -

l"'.clizitosa 

Salicina • 

Crecimiento en niedio libre de vitaminas: -

Crecimiento en NaCl lO't tt\l\s 5't de qlucosa en base Nitroqcnada de 

J cvaduras: • 

crecimiento a 37•c: • 

so 



DISCUSION V CONCLUSIONES. 

l..a capacidad de dcqradar ol almidón no cslA muy distribuido 

ontre las levaduras. La mayoria do el las son capaces solruncnto do 

producir una de las enzimas que degradan el o.lmldón. Por ejemplo. 

Saccharomyccs 9'revislao es cnpaz de producir solamente 

glucoami Jasa. t.as levaduras que degradan el almidón se han 

estudiado como microorqanismos para la conversión de matcri<-iles 

que contienen almidón a protclna unicelular o etanol (Laluco et 

al. 1988). 

Lalucc et .-11 (1986) aislaron n partir de muestras colectadas de 

fabricas de harina de yuca y del suelo que se encuentra alrededor 

de las fabricas, que cstll frccucntumcntu expuesto a los desechos 

ricos en almidón, cepas de Sncchnromyccs Cf~rcvlsiile. Rstas cepas 

teninn tmm de ft!nncntación del almidón y la dextrina, un !l't ~s 

rapida que Schwanniomrces ~- Hllo se puede deber a una 

menor producción de qlucoami 1asa con respecto a ~- corovl~lno. Con 

respecto a nuestro Lrnbnjo,. Schwanniomycos al luvius produjo una 

menor cantidad de U/ml de gluc0<1mi lasa_ lo que podrln sor una 

ventaja tanto para el aprovcchnmicnto del almidón como lo 

mencionan Lulucc et al (1988) como para ln producción do esta 

enzima para fines industrinlt.$. 

OQdon y Tubb (1985) presentan datos donde proponen el potcnclnl 

de §. !!ercvisiae en lu producción do biomnsa do levadura u otros 
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productos asociados al crecimiento de desperdicios que contienen 

almidón. Las cepas de§.. corovisiao con habilldnd para utilizar el 

almidón pueden tener un ampl jo rango de apl icacioncs en la 

industria. En cuanto n la cepa AEP6 fué la que presentó mayor 

capacidad para dcqradar el almidón. asl como unn 11layor producción 

de glucoami lasa, uti 1 ización de azucares totales. producción de 

protelna. Esta copa tiene una qran posibilidad de utilizarse en 

otros procesos. 

Oqden y Tubb (1905) demostraron que Saccharomycos cerevisiae 

utiliza el 62~ del almidón y l.ipomyccs utiliza el 92". Nosotros 

obtuvimos un 40'4. de utilización del almidón a 35•c y plt 4.5. 

Jo;n las cepas aisladas so obtuvó !> veces mds U/ral do 

glucoami lasa que la producida por SchwanniomYccs ~- Un dalo 

muy parecido lo obtuvó Laluce et al (1988) con Saccharomyccs 

ccrov.!...fil.!!.Q., que produjó 5 voces m<ls enzimas alli lol I tlcas que §.. 

al luvius. Pero Saccharomyccs cercvisiae produce solamente 

gluconml lnsa mientras que nucstrns levaduras producen adOllAs alfo 

omJ lasa. 

Se han a J slado levaduras cntér icils tormof l l i cas. que crecen a 

:n•c o a mas (Trilvassos y Cury. 19'11). osi colftO levaduras 

tcrmofilicas que asimilan el metanol (Klyoshi et al. 19'/8). 

aisladas do suelos tropicales en el sudeste de Asia. 

l~n este trnbajo, se Hislaron levaduras c;1paccs de degradar el 

almidón a J5•c y a pH 4. ~. lo que les confiere un gran atractivo. 

porquo il l crecer a c.1 I tn temperatura ex i stc 1 n pos i bi 1 i dnd de u_mt 

m¡:¡yor Lransfcrcncin de calor y de oxigeno en un fennentüdor. 

WJ 1 son o lngledew ( 1982) reporl-<1ron la actividad cnz imnticn de 



alfa ainilasa enª alluvius de 167 U/ml con una actividad 

especifica do 4 '/65 U/ml de proteína. mientras que nosotros 

encontramos un valor de la actividad de 266 U/mJ y una actividad 

especifica de 532. Hn cuanto a la actividad de la 9lucoami1asa. 

l.'iJson e Ingledew reportaron 5.4 U/mi y una actividad especifica 

de 138. muy semejante a la activid<Jd espccffJca obtenida por 

nosotros enª· alluvius. que fué de 132.25 y con una actividad 

cnzimjtfca de 5.4 U/ni!. 

Las levaduras aisladas en este trabajo presentaron una 

actividad enzi!Mtlca monor queª· ~con respecto a la alfa 

amilasa. Sin embargo. la actividad de la 9lucoamilasa fué hasta 5 

veces mayor que en.§. alluvfus. y la a~t!vidad especifica alcanzó 

una proporción Jqual. 

! ... '1 capacidad de la ~ aislada de crecer a 35•c, degradar 

el almidón y crecer a pH 4.5, permiten pensar que esta levadura 

podría utilizarse en el futuro a nivel industrial. 



BIBLIOGRAFIA 

l.- Abouzicd. M. M. and c. A. Reddy. 1987. Fenaenation of 

starch to othanol by a complcmcntary mixture of an arnylolitic 

ycast and Saccharomrccs corevisiao. Biotechnol. l..ctt. 9( 1): 59-62. 

2.- Atlas, R.M. ünd D. Bartha. 1961. Mlcrobial Ecoloqy, 

J\ddison ~esley, London. 

3. - Cal lo ja. G. B .• M. Yaguchi. S. Levy-Rtck. J, R. H. Seguin, 

C. Roy and c. V. Luscnn. 1986. Singlc-ccll protcin production from 

potnto starch by the yeast Schwnnniomyccs al Juvius. J. l'crmcnt. 

Tcchnol. 64(1):71-7~. 

4.- Casas-Campillo C. y S. !.arrea. 1971. Obtención de protclna 

de origen unicelular utilizando hidrocarburos de petroleo. Rcv. 

Inst. Mcx. Petroleo, MCxico. 3(1):58-71. 

5.- Colllns, C. H. 1967. Microbioloqical Mcthods. Butten.K>rths, 

London. 

6.- Dubois, c. A. 1956. Colorimctric mcthod for dotcrw1ination 

of sugars and rclatcd substances. ,\n. Chcm. 28(3):350-356. 

64 



7.- Dhanwant. K. s .. S. V. Kmnaljit and K. S. Sanjccv. 1987. 

Production alfa aaylase by SaccharomycopsJs fibul19era (Syn. 

End~ fJbuligera). J. Pen.ent. Tcchnol. 65(4):387-394. 

8.- Keith, o. and R. S. Tubb. 1985. A strain of Saccharomyccs 

cerevJsiac whJch qrows efficJently on starch. Enz. Microb. 

Tcchnol. 7:135-JJ'Z. 

9. - KJyoshf. M .• M. Yammnura. Sh. Shimizu. K. Oqawa y N. 

Sckfnc. 1978. ScrecnJnq l'ICthod for tcnnophflic and hiqh qrowth 

rate methanoJ yeasts. J. Gen. AppJ. Mícrobil. 24:155-164. 

10. - Kreqer-Van Rij. 1984. The yeasts a taxomoníc study. 

Hlscvtcr Scicnco PUbJ ishcr. D. V •• Amsterdam. 

lJ.- l.alucn. C .• M. Bcrt.olinL J. R. Rrnandcs. A. V. M<Jrtini and 

A. MartfnJ. 1988. Ncw amylol Jtic ycast straJns for starch and 

dcxtrfn fermcntatfon. Appl. Env. l'Ucrobiol. 54(10):2447-2451. 

12. - Lchninqcr. A. L. 1985. DJoqufmica. Omega. narcelona. 

13. - Majunath. P .• B. C. Shcnoy and l'I. R. Ra9havcndra. 1983. 

PunqaJ qlucoamyJ.:rscs. J. Appl. Biochcm. 5:235-260. 

14.- Malfaft, M. ff •• G. Moulin and P. Galzy. 1986. Rthanol 

Jnhibition of qrowt.h, fcnncnt.atJon nnd st.Drch hydrolisfs Jn 

SchwannJomyces C<:tslellit. J. Permcnl. Technol. 64(4):2'/9-284. 

65 



15.- Martin. P. M. R. 1907. Evnluación nutricional Y sensorial 

de un al !mento fermentado a base de maiz. Tesis para obtener el 

titulo de QFB. CINVESTAV. Mé>tico. 

16.- Martincz. C. J. 1986. Segundo curso internacional de 

tópicos sobre taxonomía y genetica de las levaduras Y su 

aplicnciOn en Biotccnoloqfa. CINVF.STAV. IPN. l'\óxico. 

1·1.- Mcycr, K. H. 19~1. Thc prcsent status of starch dcqradatlon 

and synthesis. Adv. P.nzymol. 12: 379-428. 

JB.- Nadahanl. H .• Y. Koyama. T. Yoshida. S. Pightang Kura, R. 

Ucda and H. Taguchi. 1982. Growth and cnzyme production in a 

sol id-stntc cul turc of Aspergí J lus oryzae. J. Ycnacnt. Tcchnol. 

60(40):311-319. 

19. - Pasar!. A. B .• A. R. l<orus and C. R. Hcimsch. 1968. 

Kinctics of t.hc arnylasc systerr. of Sch1Jannlomyccs ~- Enzymc 

Microbio!. Tcchnol. JO: 156-160. 

20.- Quintero. R. R. y A. Lópcz. 1987. Tecnoloqi;i cnzlrn.itica. 

Aplicilciones en alimentos y medicina. UNM. MCxico. 

21.- Spcncor-Martins. l. and N. Van Udcn. 19'/7. Yields of ycast.s 

growth on st.arch. Eur. J. Appl. Mícrobiol. 4:29-J!J. 

66 



22.- stcwarl.G. c. 1974. Some thouqhts on thc microbiological 

aspccts of brcwinQ and other Jndustrlcs utllizlng yoast. Appl. 

1'1icrobiol. J '/: 233-264. 

:23. - Takuo. s .• K. Koo. S. Kiyoshi and T. Katsuragi. 1986. Use 

of protoplast fusion for tho dovclopmcnt of rapid-fcrmcntinq 

sLrains of Saccharomyccs diastatfcus. Agric. Biol. Chcm. 

~0(2}:29'/-306. 

:24.- Travassos. l.. R. G. nnd A. Cury. Tr.rmophillc entorte 

ycasts. Ann. Rcv. l'Hcrobiol. 24(4):49-'/4. 

25.- UJJoa. M. y T. llcrrcra.1982. Estado actual del conocimiento 

sobre la microbioloqia de bebidas fcrmcnt;1das indigcnas do M~xico: 

pozol. tesqUino. pulque y lcpachc. An. Inst. Biol. Univ. Nal. 

/\uton. Móx. 47: 14~-163. 

26. - \.li lson. J. I'. and W. M. Inqlcdcw. 1982. Isolntlon and 

charactcrizaLion uf Schwannioinyccs ."llluvius amyJolilic cnzymcs. 

l\ppl. P.nv. Microbio!. '14(2):302-307. 

27.- Winficld. U. A. 19T/. Dolurmiflítlion of starch in rofusc and 

conapo:-.t. Co1nposl Scicncn. 14(3): 1978. 

28. - \.li lson. J. J .• G. G. Khachatourians and W. M. lnglcdcw. 

1982. Schwannicnyccs ~: SCP and othanol from starch. 

Ulotcchnol. l.cttcrs. 4(5): 331-338. 

6'/ 



29.- Young~ J. V. 1987. Ccnparlson of alfa ilNylase activities 

froe di ffcrcntc nssay mcthods. Diotechnol. Sioeng. JO: 147-151. 

r,e 


	Portada
	Índice
	Introducción
	Glucoamilasa
	Alfa Amilasa
	Almidón
	Materiales y Métodos   Método de Enriquecimiento (Casas-Campillo y Larrea, 1971)
	Cinética de Crecimiento
	Características Microscópicas de las Levaduras Aisladas
	Fermentación de Azúcares
	Actividad Amilolítica de las Levaduras Preparación de Enzima Cruda   Ensayos de Alfa Amilasa (Wilson et al, 1982)
	Cuantificación de la Glucoamilasa (Wilson et al 1982)
	Determinación de Azúcares Totales (Dubols 1956)
	Determinación de Proteína
	Determinación de Almidón (Winfield 1977 Nadahara et al 1982) Curva de Calibración
	Suelo
	Resultados
	Discusión y Conclusiones
	Bibliografía



