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Los objetivos de este trabajo fueron tres:

1.- El comparar la levadura aislada con Candida utilis, ya
que ésta filtima es una de las levadura mejor estudiadas y es utiliza-
da actualmente en la obtencidén de proteinas. Los investigadores ale-
manes lograron aislar y habituar Candida utilis, para hacerla crecer
en grandes cantidades, utilizando como medio de cultivo los desperdi-
cios de la remolacha y posteriormente se logrd adaptarla a un medio a
base de mieles incristalizables. Por lo tanto es una levadura que --
esta ampliamente estudiada y experimentada en este campo, por lo cual
es posible establecer comparaciones y observar si la levadura que se
estudia puede responder de una manera analoga a ella.

2.- El utilizar alguna de las especies de levaduras aisla-
das del aguamiel (producto que abunda en algunas regiones del pais),
las cuales en caso de poder reproducirse en la melaza-de igual mane-

ra que lo hacen Candida utilis y Saccharomyces cereviceae - puedan
ser aprovechadas para la produccién de levaduras a un nivel indus --
trial, con fines alimenticios, ya que son una buena fuente de pro --

tefnas y vitaminas.



3.- El utilizar una materia prima rica en aziicares y que
adem3s sea de bajo costo como lo son las mieles incristalizables --
que en gran parte desperdician los ingenios azucareros.

Resumiendo estos tres puntos, el objetivo de esta investi
gacion es el hacer un estudio comparativo de una levadura aislada -
del pulque o del aguamiel, como lo es Saccharomyces carbajali con -
Candida utilis que es una levadura ampliamente industrializada, ---
desarrolladas estas en un medio hecho a base de mieles incristaliza
bles, para saber si es posible que la primera se pueda aprovechar -
como una fuente de proteinas y asi posteriormente poder tener un --
alimento que ya sea solo o combinado pueda ser utilizado como fuen-
te de proteinas, aminoacidos y vitaminas en la alimentacidn del ga-

nado y de ser posible sea utilizado en la alimentacién humana.



~-INTRODUCCION O

Se podria decir que el problema nutricional de México tie
ne su origen en las caracteristicas de la dieta que consume la po -
blacién. Dicha dieta es el resultado de miy diversos factores que
han operado a lo largo de la Historia, entre los que destaca, de ma
nera muy especial, la disponibilidad de cierto tipo de alimentos ca
racteristicos de nuestra geografia. La evolucién cultural del mexi
cano ha desembocado en la consolidacidn de patrones dietéticos que
son bastante uniformes a lo largo del pafs, ya que las variaciones
observadas son, mds que nada, técnicas de preparacién. Este deter-
mina que las diferencias en los tipos de dietas que se consumen en
México - diferencias especialmente relevantes para el estado de nu-
tricion de los individuos - sean el resultado de factores de tipo -
socioeconomico.

México debe luchar en forma continua y creciente por lo -
grar un considerable aumento en la produccién de los alimentos nece
sarios para que sus habitantes alcancen el nivel de nutricién indis

pensable para el pleno goce de la salud.
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Hablando con franqueza debemos confesar que en México la
demanda comercial de alimentos es extraordinariamente baja. Esta-
mos lejos de alcanzar una situacion en la que nuestra demanda co--
mercial pudiera equipararse a nuestra demanda fisioldgica.

Resulta ser bien dificil el poder llegar a establecer so
bre certeras bases estadisticas, la cifra que nos indique la deman
da comercial actual de alimentos y la demanda fisioldogica. No bas
ta conocer la cifra que representa la produccidn anual de alimen -
tos en el territorio nacional, puesto que no todos ellos van desti
nados imicamente al pueblo, dado que una parte su utiliza para el
consumo animal. El maiz que es el grano de mayor empleo, se dis=-
tribuye entre los animales, las industrias y el hombre, y lo mismo
sucede con el trigo.

En la actualidad todas las estadisticas san aterradoras,
la FAO en su Gltima encuesta mundial indica que de cada 100 habi--
tantes del planeta, 72 estan hambrientos o mal alimentados. Pero
esto no es el aspecto grave del problema. ;Que nos revela la en--
cuesta sobre el plano calidad?. Que a duras penas un 17.2% de la
poblacién mmdial sobrepasa el nivel normmal de los 30 g. de pro --
teinas de buena calidad (6).

En México al observar el consumo de proteinas tanto ani-
males como vegetales, que se hacen en diversas fegiones del pais,
en areas rurales y urbanas; tanto a nivel de familia, como a nivel
infantil, la situacién es mds favorable en el area urbana, pese a

tratarse de un nivel socioeconamico bajo. De esta {iltima, es en -
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la zona Central, Sur y Sureste donde el problema reviste graves pro
porciones. Tenemos como ejemplo al nino preescolar, es decir de --
uno a cuatro afios, este nifio, en la zona Sureste del pafs sélo al -
canza a consumir 20 g. diarios de proteina total en promedio, de -
las cuales solo la cuarta parte es de origen animal, proteina que
por su cantidad y calidad no satisface sus necesidades minimas (9).

Ha sido notable el incremento observado en la produccién
de alimentos en los ultimos 25 afios, especialmente en lo que se re-
fiere a leguminosas y cereales; este fendmeno se ha acentuado a par
tir de 1955 y seguramente es consecuencia del desarrollo general --
del pais, pero también de programas y medidas especificas y ha teni
do como rasgo sobresaliente el haber superado el propio crecimiento
de la poblacién. Sin embargo, la disponibilidad real, que es el re
sultado del balance entre la produccidn por un lado y el crecimien-
to demografico, memmas, exportaciox}es e importaciones por el otro,
revela un panorama menos halagwﬁo..'}/!(}istas disponibilidades son de
2625 calorias y 76 g. de proteinas por persona por dia, que corres-
ponden muy bien con las cifras de 2600 calorias y 75 g. de protefna
por persona, que los organismos internacionales FAO/OMS consideran
como minimas para un pais en desarrollo’ (21).

Seria un error suponer que estas cifras representan una -
disponibilidad real de alimentos. De hecho, el consumo real es con
frecuencia inferior a ellas.

No es facil evaluar el estado de nutricién de un pueblo,
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puesto que no se trata solamente de alimentarlo bien, ni de evitarle
enfermedades sino también de colocar al individuo en un estado tal
de salud que logre vivir plenamente su vida. ¢Cuantos de los rasgos
fisicos y mentales que caracterizan al indigena mexicano, que se han
creido que son raciales, son en realidad signos de mala alimenta ---
cion?. Esta es quiza la principal causa de la insuficiencia de capa
cidad de trabajo de muchos mexicanos y de la actitud mental que se -
les ha creado.

Es necesario pensar en México, que el alimento del pueblo,
mds que un cbjeto de camercio, debe ser ante todo el principal sos--
tén de la vida y la salud de los habitantes.

(ONCLUSION.- El pais debe de producir un alimento comple-
mentario que debe proporcionarsele al pueblo al menor precio posible
Este debe de ser un alimento que venga a cubrir las deficiencias de
nuestros alimentos, o sea: a),- Proporcionarle proteinas en abun--
dancia, sobre todo aquellas que mas se asemejan a las del tipo ani--
mal; b).- Asegurarle la aportacidén cuando menos de 2 de los amino~
acidos que el organismo no puede sintetizar: triptofano y lisina; -
c).- Asi camo los factores vitaminicos de que carece. Todo esto en
un alimento conveniente y barato, que en su racidn alimenticia pro--
porcione también al organismo las calorias necesarias para reponer -

las calorias gastadas en su diaria actividad.



DISPONIBILIDAD DE PROTEINAS DE CRIGi.e AVIMAL N LL D.F.

Y EL RISTO DEL PAIS

(promedio de 1960 a 1970) (6).

pescados y
carne lcche 1Mariscos PESTO 1LL PALS
huevo
carne leche hucvo . Fe
pescados y
5 - . : - - . . . —WATiSCos |
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
DISPONIBILIDAD DE ALIMENTOS EN MEXICO (6)
kilogramos por aiio y por habitante
Alimento 1945 1950 1955 1960 1965 1970
Cereales 129.8 133.1 149.4 164.7 162.1 168.9
Leguminosas 12.6 14.4 18.8 22,0 24.4 25.4
Raices 5.9 6.3 6.8 8.7 7.4 8.1
Verduras 10.7 13013 13.8 14.0 16.8 21.2
Frutas 50.9 56.5 54.1 63.2 725 67.9
Carnes — 21.8 17.2 18.4 26.9 26.9 25.9
Leche 81.4 76.2 77.8 98.4 Q3.7 89.8
tHuevo 3.4 3.9 4.5 4.9 5.7 ' 6.1
Calorias 1991 2166 2277 2523 266¢// 2626
: {4+
Proteinas 55+1 55.3 58.8 62.6 72.0 78.1
totales <
Proteinas 17.1 16.2 161 22.6 23.3 239

animales

Cuadro Nimu. 1



GENERALIDADES

HISTORIA:

El pan de levadura, el mosto fermentado y el arte cervecero
son acaso tan viejos como el género humano, y puesto que en todos ---
ellos tiene parte primordial la levadura, se puede decir que Saccharo
myces, fué el primer microbio que aprovechd el hambre. En 1860 Anto-
nio Van Leeuwenhoek inventor del microscopio, vié por primera vez ---
Saccharomyces y registrd con claridad sus caracteres morfoldgicos.
Los origenes de la industria de las levaduras tal como se conocen aho
ra datan de 1859 cuando el gran quimico francés luis Pasteur fué el -
primero que en sus memorables experimentos acerca del "vino enfemmo',
observé el papel que desempefia la levadura en la fermentacidn 'nor --
mal". Pasteur fué uno de los primeros en estudiar también los efec--
tos del metabolismo microbiano.

Basado en ello Marquardt, ided un proceso de aeracifn en
la produccién de levaduras, logrando un notable aumento en su rendi--
miento en un tiempo menor que el empleado por los métodos enque no -

se aeraba el medio de cultivo.
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Al avanzar los conocimientos de mecanica y electricidad y
progresar los inventos de Dehne, quien en 1867 constituye la prime-
ra prensa filtro; los de Simnons quien disefio la primera maquina --
cortadora en 1878; al usarse la centrifuga para separar levaduras -
en 1905; al conocerse el cambio del proceso vienés o de baja aera--
cién, por métodos de aeracidn abundante en 1910 y por los estudios
que en las postrimerias del siglo XIX hizo Hansen quien inventd la
técnica del cultivo puro( que se ha aplicado a la produccién en --
gran escala de ciertas levaduras especiales para la elaboracidn de
pan); a que en el periodo de 1914 - 1915 se concedieron patentes a
los inventores alemanes Federico Haydruk y Alfredo Wohle, quienes -
dieron a conocer la manera en que se podia cultivar la levadura en
una mezcla de melaza y sales inorganicas; y debido a los estudios
de nutricién hechos por Maercker, Mayer, Delbruck y Hayduck etc.,-
pudo conseguirse que los rendimientos de las levaduras, aumentaran
enormemente y permitieran montar grandes instalaciones industria--
les que con el método de 'proceso continuo'' rinden diariamente ---
grandes cantidades de levaduras.

Al mismo tiempo que los perfeccionamientos técnicos, se -
desarrollaron los estudios sobre la alimentacién adecuada de la le
vadura, que camo es natural, constituye el fundamento de la multi-

plicacién. Las sales alimenticias comerciales mds acreditadas son

las amdniacas y los fosfatos de potasio y calcio. Sobre todo hay

‘que indicar en especial que el nitrdgeno inorganico se asimila --
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bicn y se transforma en proteinas, lo que constituye un descubrimien-
to de extraordimaria importancia en la p rictica. Tambiénu se ha com--
probado que en las melazas, producto final de la fabricacidén del azi-
car de cafa, ademds de las substancias organicas nitrogenadas asimila
bles en caso necesario y las sales nutritivas, existen substancias es
timulantes »icon lo que la melaza se ha convertido,héy dia en la mejor
materia prima. Se trata en este caso de 1c;sO§actones de crecimiento
y en especialde las vitaminas del grupo B. Para que la levadura no -
sufra perjuicios durante el cultivo, se procura amortiguar lo acidos
producidos y conservar un grado de acidéz moderado. Este tampoco de-
bé ser demasiado pequefio, para impedir que aparezcan bacterias infec-
tantes perjudiciales. Segin M. Hayduck, el contenido alcohGlico de -
la solucién mnutritiva no debe sobrepasar el 5%, en interés de la re--
produccion de la levadura.

M. Delbruck sospechaba que en la levadura de cerveza exis<-
ten una grancantidad de proteinas desaprovechadas. En la comproba--
cion de esta cuestién se demostrd, con los ensayos de alimentacién,
que se trata de un producto valioso, que puede servir también para -
la alimentacién humana. Pero puesto que la levadura en cuestién con
tiene las sustancias amargas de ldpulo, deben separarse éstas median
te lavados con ilcalis diluidps (carbonato séd.‘ico). Para obtener --
luego un producto de consumo de buena conservacién era necesario --
transformar la levadura himeda en seca mediante un secador de rodi -

1lo calentado con vapor de agua, con lo que se obtiene la siguiente
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composicién: agua 7-12%; proteina bruta 45-55%; grasa bruta 2:3%,
extracto exento de nitrégeno 20-30%, y companentes minerales 7-9%.

El conocido fisidlogo de la alimentacién von Noorden, -
sefialé el valor de esta levadura. E;té demostrado que las pro--
“tefnas existen en forma muy adsorbible, puesto que se digiere el
~ 80-88% de la proteina bruta.. Del extracto no nitrogenado se apro
vecha ¢l 100%, y de las sustanci:;s organicas—en-general,. del 70- -
94%.7 Entre los camponentes minerales salta a la vista especial--
mente la gran concentracién de acidos fosférico, el cual esta com
binado, en parte formando la lecitina. Igualmente estan presen--
tes en cantidad abundante, los 4cidos nucleicos, de los cuales el
importante componente Acido adenilico act@ia como hipotensor. “Tam
bién existe un alto contenido en glutatién. Muy notables son ade
mas, las altas dosis de la vitamina B. En vista del gran valor -
:;iimenticio de la levadura, es comprensible que durante la prime-
ra guerra mndial aumentara considerablemente la demanda de leva-
dura seca. Puesto que la cervecerfa no podia cubrir la demanda,
a propucsta de Q. Henneberg se cultivo en las fabricas de levadu-
ra con melaza y sales minerales nutritivas una levadura silvestre
Torula utilis, a la que se 1lamo levadura mineral.
METODO DE MELAZAS

La pelaza constituye hoy en dia la mejor materia prima ¥
para la fabricacién de levadura. La melaza contine, apro;cimda-

_ mente, el 50% de azficar, pero es relativamente pobre en nitrdge
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no asimilable (0.4-0.5%) y en fosforo asimilable (0.025% PZBS).
Por esta causa es necesario anadir sulfato amdnico o solucién amo-
niacal. También se puede usar el amoniaco camprimido en botellas
de acero. El fésforo que falta se aporta con fosfato diaménico o
superfosfato. Este se afiade a la solucidn de melaza cuando se -
clarifica por medio de superfosfato y de acido sulffirico, lo que
constituye una preparacién necesaria antes del cultivo. Gracias
a esto se aclara notablemente la solucién nutritiva por separa --
cion de pigmentos oscuros y en consecuencia, se cbtiene una leva-
dura clara./

ib3 Las melazas contienen aziicares femmentecibles, minera-- v
les esenciales (potasio, magnesio, f6sforo, zinc, fierro, cobre),
vitaminas (biotina, 4cido pantotenico, piridoxina, tiamina) y ni-
trogeno amfgeno (principalmente asparagina, dcido aspartico, aci-
do glutamico). La melaza de cafa es sustancialmente rica en mag-
nesio, calcio, biotina, piridoxina, &cido pantotenico y tiamina -]
(25).

El conocimiento de que un contenido alcchélico elevado
de 1a solucién nutritiva perjudica a la reproduccién de la leva-
dura, ha conducido al método de alimentacién diferencial. Se --
empieza el cultivo con una solucidn nutritiva de 1-2°Balling y -
se va anadiendo el resto del mosto al mismo ritmo que se consumen
las sustancias nutritivas. Las pequefias cantidades de alcohol -

que se producen se asimilan por la levadura gracias a la airea--
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cion _constante y se transforma en substancia,wlular.‘ Para reducir

el enome consumo de aire que se requiere se ha pasado de la aerea-
cion gruesa a la aereacidn fina. El aire sube en forma de niebla -
al salir de los finisimos orificios del sistema de tubos metdlicos
colocados en la proximidad del fondo de la cuba de fermentacidn.

Si el método diferencial se quiere 1levar favorablemente

hasta el fin, es necesaria una buena vigilancia de la operacion.

/2 'Camo_es natural, es sulfato aménico anadido produce &cido libre al

consumirse el amoniaco, y para evitar su accién perjudicial se de=

be amortiguar por medio de fosfatos o de substancias organicas ba-

sicas. Una vez consumidas las sustancias amortiguadoras de la me-

laza hay que emplear amoniaco o sosa. lil»p}{ debe establecerse en
4.0-5.0. La regulacién del nitrogeno se debe realizar por valo-
racién con formol, que no comprende solamente los aminoicidos, si
no también los polipeptidos inferiores y el amoniaco, después de
lo cu:fl se calcula la cantidad de nitrégeno a afadir.

) Después de diluir la melaza y de clarificarla con Super
fosfato y 4cido sulffirico, se aflade a la cuba de fermentacidn 1/8
de la melaza total y se diluye a 1.5°B. Luego se afade 1/8 del -

nitrégeno en forma de sulfatoy 1/8 a 1/10 de sulfato diaménico.

La cantidad de levadura de siembra, ailtivada segin reglas deter=
e et s

minadas, se calcula en el 15-20% de la cantidad total de melaza -

empleada. Si se ha ajustado con acido sul firico se obtiene un pH

4.7-4.8. Entonces se puede empezar con la aireacién fina en cuan
e
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to la temperatura de la cuba alcanza los 24°C. Durante la primera
hora se emplea una pequefia aportacién de aire. El sistema de aire

acién, que puede ser de distinta clase (tubos metdlicos con aguje-

ros finos, bujfas ceramicas, haces apretados de tubitos de acero),
inyecta 80-100 m por metro clibico de mosto y por hora,': Esta medi
da provoca wna multiplicacién de las enzimas respiratorias, y pues
to que por medio de ellas se consigue obtener ima cantidad.mucho -
mayor de energia que en la fermmentacién, debido al desdoblamiento

total de la molécula de azficar en (0, y H,0, dispone la célula de

mucha energia para la sintesis de su propia substancia. De este -7 (o L

¢
\®

modo_se produce una gemacidn muy activa. La multiplicacién de la

levadura es tan activa que de hora en hora hay que vigilar por me-
dio de anilisis el consumo de aziicar y la formacién de acido. Tam
bién el pH tiene gran importancia para informar sobre el estado --
del medio. / Si el consumo de nitrdgeno es normal, se empieza des -
pués de la segunda hora con 1# adicién de la solucidn de melaza --
restante, que debe durar unaﬁ 10-12 horas. Empezando con una can-
tidad relativamente pequefa '(6’.), se eleva de hora en hora la can-
tidad de solucion de melaza hasta el 11% del volumen total. Si --
hay defecto de nitrdgeno valorable al formol (0.15-0.2%) se compen
sa por adicién de sulfato aménico. Al hacer esto hay que procurar
que el pH no descienda por debajo de 4.4. En los mostos demasia--
do dcidos esto se corrige con solucidn de amonfaco o con NH; gaseo

so. Por el contrario, si el pH sube a 4.6 se reduce con &cido sul

=3
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fGrico,/ También se deja caer la solucidn de fosfato diaménico de un
modo regular desde la segunda hora de fermentacién. En la dltima ho
ra, que es el periodo de maduracién de la levadura, sélo se afiade el
5% de la melaza total y se reduce también la cantidad de aire a 1/3

de la cantidad nonﬁal. Asi se asimilan los Gltimos restos del nitrd
geno, de modo que la valoracidn con formol da resultado negativo o -
indica solamente trazas. Normalmente el pl permanece en el valor de
4.4, y la temperatura en las dos Gltimas horas asciende a 30°C. La

levadura estd madura cuando ya no presenta células en gemacidn.

o
- Durante la aireacidn intensiva de la levadura se produce,

la mayoria de las veces, una cantidad de espuma conciderable, que

se cambate por medio de aceite, La separacién de la levadura de la

solucidn nutritiva se efectua con separadores (centrifugas) hasta -
de 20 mil litros por hora de capacidad. FPuesto que el lavado de la
levadura aumenta mucho su conservacién, se realiza éste muchas ve--
ces a un pH de 4.4. Para separar el agua unida mecanicamente se --
lleva la levadura a una prensa, que la deja en condiciones de entre
garse al comercio. Las c€lulas vivas contienen shora um 75% de ---
agua unida a la sustancia celular.
Rendimiento: 803 referido a la melaza, con 47-49% de azi-
car(sin produc;ién de alcohol).
W La produccién de alcohol es muy pequefia en este método, -
de modo que el mosto residual no puede utilizarse como subproducto.

Si tiene interes la obtencién de una cantidad de alcohol determina-
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da, hay que conducir de otro modo la fermentacidén. Cuanto mayor Cs *
la produccidn de alcohol, menor es el rendimiento en levadura. El
cultivo de la levadura, que_se ‘airea poco o nada, produce cantida--
" des conciderables de alcohol... Para acostumbrar el cultivo puro a
los métodos de la gran industria, se necesitan 3-5 pasos sucesivos,
que establecen gradualmente las condiciones del método de fermenta-

cién recien descrita.

PROTEINAS DE ORGANISMOS UNICELULARES

DIAGRAMA IE FLUO

LABORATORI 0 — = CQULTIVO —————=TANQUE DE SIEMBRAS
’ FERPENTAIDR

TOMOGENEIZALO l MOSTO

EMPAQUE+——SECADO=—— 0+ BIOMAS Ad— < SEPARACION

LISIS MECANICA Y

LAVADO
EFLUENTE SEPARACION
——— ———
(PROTEINA EN MECANICA EFLUENTE
SOLUCION)
' SOLIDOS

PRECIPITACION
SEPARACION — o PROTEINA o SECADO EMPAQUE
MECANICA HUMEDA '
EFLUENTE

Cuadro Num. 2 (28)



18

-t

Ltapas cn el proceso de fabricacién de levadura seca utilizando un medio

de melazas (25).

indculo ;
anionidco melazas
',‘; antiespumante
refrigeracidn nutricente
) 1
A4
ik Gl clarificador
O
[ | |
| | O -'separnd
I I ]
lL ! | A esterilizador
P | I
| refrige
. acild
filtro J‘
i : tanquds ppra me
e dio dg cultivo
1 esterifl
|
|
| | fermentador
|
! [
| mezclador
|| wsnsusiuw
|
L

refrigerante t—L ¥
=l

concentrado y lavado

almacenaje de crema de
levadura

pasteuriza- || secador def—s molino |—« empaque
dor tambor

— almacen

S€Co

Figura ndm. 1




VALOR NUTRITIVO DE LAS LEVADURAS

El valor nutricional de las levaduras empezd a ser estudia-
do en la Giltima parte del siglo pasado, y su estudio a partir de en--
tonces va en aumento. El valor nutricional de la levadura ya tiene -
un lugar aceptado dentro de los alimentos actuales. La composicién --
quimica, contenido vitaminico, cantidad y tipo de aminodcidos en la -
proteina de la levadura y la existencia de uno o mas factores de cre-
cimiento que todavia no han sido identificados, han sido bien estable
cidos.

Los productos secos de levadura en el mercado se pueden a--

grupar como sigue:

1.- Levadura seca primaria S. cerevisiae

2.- Levadura seca primaria 'torula" C. utilis

3.- lLevadura secundaria; levadura seca de S. cerevisiae
cerveza S. carlsbergensis

LEVADURAS PRIMARIAS
La composicién de la levadura seca primaria disponible co-
mercialmente es especificada en la onceaba edicién de ' The National

Formulary' (paginas 395-396) de la siguiente manera(15) :

proteinas (Nx 6.25) minimo 45%

tiamina (vitamina B,) minimo 120 mcg/g
riboflavina (vitamina B,) minimo 40 mcg/g
acido nicotinico minimo 300 mcg/g

poder fermentativo inactivo
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auenta total de bacterias maximo 7 500 /g
cuenta de hongos méximo 50 /g
humedad maximo 7%
cenizas maximo 8%

Todos los productos de levadura seca primaria que cumplen
con las especificaciones del NF, con la excepcidén de los contenidos
de tiamina y riboflavina son usados principalmente camo saborizan--
tes. El contenido de tiamina de levadura seca primaria estd entre
12-15 mcg/g y el contenido.de riboflavina entre 35-45 mcg/g.

Un cierto nimero de productos de levadura seca primaria -
son vendidos con un alto contenido de vitaminas, provenientes de sus
tratos enriquecidos con vitaminas. Son vendidos con nombres en cla-
ve y sus contenidos de vitaminas y la proporciémn de éstas varia gran
demente; sus precios varian dependiendo del contenido de vitaminas.

Un andlisis tfpico de levadura seca primaria comercial pa-

ra fines alimenticios es la que sigue, (14):

humedad 5.0% calcio 0.3%
proteina 50.0% fésforo 2.4%
grasa (ext. etereo) 1.2% potasio 2.6%
1fpidos totales 5.5% magnesio 0.5%
carbohidratos 31,5% sodio 0.4%
cenizas 8.0%

El valor energético de la levadura seca es de aproximadamen

te 3.25 cal/g o 93 cal/oz.
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E1 contenido aproximado de aminodcidos expresados en por

ciento del contenido de proteina seca es como sigue(14):

alanina 9.0% lisina 8.2%
arginina 5.0% metionina 2.5%
dcido aspartico 4.0% fenilalanina 4.5%
cistina 1.0% prolina 2.5%
acido glutamico 13.5% treonina y serina 5.5%
glicina 0.6% triptofano 1.2%
histidina 4.0% tirosina 5.0%
hidroxiprolina 4.5% valina 5.5%
isoleucina 5.5% otros 9.4%
leucina 8.0%

En termminos generales, la levadura scca contienec no menos
de 40% de proteinas y cada gramo representa no menos de 0.12 mg de
clorhidrato de tiamina, 0.04 mg de riboflavina y 0.25 mg de acido -
nicotinico.

Cerca de la mitad del peso de la levadura es proteina cru
da (N x 6.25) constituida por 80% de aminodcidos, 12% de 4cidos.nu-
cleicos_y 8% de amoniaco. Alrededor del 7% de nitrdgeno total se -
encuentra como aminoicidos libres. La presencia de grandes cantida
des de purina y pirimidina, baja la proteina real de levadura a 40%
del peso seco.

El valor nutritivo de la levadura depende de la calidad -
de sus proteinas y vitaminas. La abundancia de lisina y triptofano

en la proteina de la levadura, ayuda para complementar dietas de cc
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reales. Cuando la proteina de levadura es suplementada con metioni-
na, su cficiencia es casi igual que la caseina.

Las levaduras contienen también mds de 10 vitaminas hidro-
solubles del camplejo vitaminico B, solo tres de ellas tiamina, ribo
flavina y niacina, estan especificadas en la levadura scca camercial,
pero sin embargo también proporcionan diversas cantidades de biotina,
dcido pantotenico, piridoxina, colina, estreptogenina, y quizas aci-

do félico y acido p-aminobenzéico.

PRODUCTOS E INTERMEDIARIOS QUE CONTIENEN O ESTAN CONSTITUIDOS POR

En la tabla siguiente, se enlistan 16 productos comerciales
o intemediarios en Procesos, Sus usos, sus aplicaciones y las espe--
cies d& levaduras empleadas. Estas sustancias son vendidas camo pro-
ductos primarios manefacturados o camo productos secundarics (sub-pro

ductos) obtenidos en la produccidn de algim producto primario, o son

intermediarios en un proceso de manefactura en la cual se ve envuelto
la levadura. Por conveniencia, las sustancias estan agrupadas en es-

tas categorias que no tienen sus fronteras bien marcadas.
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LEVADURAS Y DERIVADOS DE ESTAS, SUS USOS Y LA ESPECIE UTILIZADA (29)

Serie
nuit,
1

10

Sustancia camercial

lev. de panificacidn,
lev. comprimida.

lev. de panificacién

activa seca.

lev. alimenticia.

alimento de lev.

lev. usada como
suplemento vitaminico
derivados de lev.
usados como ingredien
tes en alimentos
tabletas de lev.
dieteticas

extracto de lev.

cano nutriente
microbioldgico.
derivados de lev.
para farmaceuticos
alimentos secos y
solubles de las
destilerias

Utilizacién

pani ficacién
cocina casera.
panificacidn,
cocina casera.
nutricién

humana.

nutricién
animal.

pan, alimentos
balanceados.
alimentos pro-
cesados, pan,
cereales.
suplemento en
las dietas
laboratorios
industriales
y clinicos.
medicina

nutricién

animal.

Especie de levadu
ra utilizada
Saccharomyces
cereviseae.

Saccharomyces
cereviseae.

S. cereviseae
C. utilis,
S.carlsbergensis
Oospora lactis
C.lipolytica.
vease el num. 3

S. cereviseae
S. carlsbergensis
vease el num. 5

S. cereviseae

vease el num. 5

vease el num. 5

vease el num. 5
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LEVADURAS Y DERIVADOS DE ESTAS, SUS USOS Y LA ESPECIE UTILIZADA

(continuacién)

1

12

13

14

15

16

inoculos de lev.

liquidos fermen-
tadores

sedimentos de
cerveza.

cultivos puros
de lev.

cultivos de lev.
usados en analisis
preparaciones de
cnzimas de lev.

a.-destileria
b.-vinateria
c.-cerveceria
d.-produccidn
de lev. prima
ria.

a.-destileria
b.-vinateria
c.-cerveceria
d. -produccién
de lev. prima
ria.

cervecerfias

laboratorics
industriales

y cientificos

laboratorios
cientificos
industrias

especiales

a.-S. cereviseae
b.-5. cereviseae
var. ellipsoideus
S. byanus,
Kloeckera apiculate
S. beticus,
especies de Pichia
Rhodotorula, etc.
c.-S. cereviseae
S. carlsbergensis
d.-cualquier fil -
trade deseado.
vease ¢l num. 11

S. cereviscae

S. carlsbergensis
ocasionalmente -
otras.

cualquier cultivo
de lev. conteniendo
c€lulas de un solo
tipo.

cualquier cultivo
puro de lev.

5. cereviseae

S. carlsbergensis
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CANDIDA UTILIS:

| Candida utilis se agrupa en la familia de 1las IEndomyceta-
ceaes que carecen de clorofila. Corresponde a la subfamilia de los
Sacaramycoideac dado que es un verdadero hongo gemante espordgeno.

El uso poco afortunado del temino ''levadura torula ha -
causado algunas confusiones, pero esta tan ampliamente utilizado de
una manera. comercial que es improbable que se deje utilizar. No --
obstante que la primera edicidn de The Yeast no enlistaba el género
Torula, como un género aceptado, ediciones posteriores tienen Toru-
la utilis, Torulopsis utilis y Candida utilis como sindnimos.

El género Candida comprende una coleccién heterogenea de
especies de levaduras esporfgenas, las culaes no califican para la
clasificacién en ninglin otro género homogéneo de levaduras imperfec
tas. El género Torulopsis es el otro género de levaduras imperfec-
tas con una similar heterogeneidad. Los hallazgos taxondmicos han
hecho posible el reclasificar un cierto ndmero de sus especies den-
tro del otro género, pero en el presente no hay infoﬁnaci&l disponi
ble con la cual se pueda basar una clasificacién ;1atural del grupo
Candida-Torulopsis. Ya que este grupono se puede resolver en el --
presente dentro de una taxonomia natural puesfo que csta divisién -
entre los géneros Candida y Torulepsis es arbitraria y artificial,
parecelogico el clasificar el grupo como un enorme grupo {nico, el
cual, la taxonomfa en un futuro, pueda dividir cuando se tenga dis

ponible la suficientc informacién para hacerlo. Esta medida, aun-
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que cs realizable, no sc ha realizado ya que sc pensé que seria ne-
cesario el renombrar provisoriamente a un gran nimero de especies,-
18 cual 1llevarfa inevitablemente a confuciones en las personas que
laboran con las levaduras de este grupo. Por lo tanto los géneros
Candida y Torulopsis sc mantienen scparados/

| Candida utilis se reproduce cn forma mds o menos redonda

con ascas fommadas por partcnogénesis en células que han intentado
conjugarse, con una o dos ascosporas redondas y lisas. LEstas célu-
las son hongos que vegetan en forma de sedimento y que no producen
pelfcula o anillo, o bien lo forman lentamente.

\Eandida utilis tienc la propiedad de fermentar los aziica

res aclimatandose perfectamente al uso de las hexosas, pudiendo -

tambien fermentar las pentosas y desarrollarsc en medios con un ph
mas bien dcido. Fementa la glucosa, levulosa, sacarosa, manosa,
- o

muy debilmente: la maltosa y la raf_inosa, no fermenta la lactosa -
ni la galactesa. L1 desarrollo miximo se logra cuando teniende un
medio azucarado, con una composicién conveniente y un pli adecuado

alrededor de 4.5 a 5.3, sc mantiene en constantc agitacidn con ---
aire a presifn; y tanto mayor es el volumen de airce distribuido en
el caldo de cultivo, tanto mayor scrd la produccién total de célu-
las de Candida utilis, TPucde aclimatarse bien a un medio de culti
vo formado por mclazasv-dc caiia o por melazas provenientes dc la --

hidrélisis de la cclulosa de la madera. \\

|| Candida utilis una vez Licn aclimatada al medio de - -

e
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cultivo, preparado con melazas, llega a consumir hasta el 91 o 92%
de los azficares presentes.l\,i’me una fuerte aercacién se puede obte-
ner entre 30 y 40 % de levadura seca calculada sobrc el total de --
los azficares rcductores presentes.

] Desde un punto de vista organoléptico presenta las si---
guienteé cualidades: su olor es agradable y su color ligeramente -
café es absolutamente uniforme. Su sabor no es amargo, Como el de

las levaduras de cerveza, sino mds bien ligeramente dulce. |

.‘Y

CRECIMIENTO DE LAS LEVADURAS:

~T En todos los sistemas biolSgicos el crecimiento o aumento
en la masa total, tiene una gran importancia, pero se presentan al-
gunas d1f1c111tadespract1cas cuando se le intenta valorar en los mi-
croorgamsmos. Probableménte se obtiene la mejor determlnac16 =
del crecimiento si se valora el nitrdgeno celular total, pero re--
sulta incémodo y corrientemente se concidera adecuado determinar -
el aumento en peso seco de‘ las células, aunque con freauencia este
valor pucde resultar demasiado alto debido a la acumulacidn en las
células de materiales de rcserva_. Otras medidas de crecimiento -
que son muy (itiles son; la turbiedad de los cultivos de microorga
nismos unicelulares (la densidad éptica es funcién del producto -

del tamafio celular por cl nfmero de células y se puede relacionar

con el peso seco por medio de wna curva de calibrado) y la centri
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fugacidn que permite cstablecer el volumen de células empaquetadas
o de micclio.“}':!ay métodos indirectos basados en la determinacidn de
la actividad celular (cantidad de células, produccién de annidrido -
carbénico o acido) que a veces resultan itiles, pero que pueden indu
cir a error si se emplean sin discriminacién.

El logaritmo del peso seco de un organismo unicelular que
crece en un cultivo sumergido, representado frente al tiempo de aul
tivo, proporciona una curva que tiene una forma caracteristica cu--
yos detalles particulares dependen del tipo de microorganismo y de-
las condiciones ambientales. Se trata de la curva de crecimiento y
tipicamente consta de cinco partes: la fase latente, la fase de ace
leracién, la fase exponencial, la fase de retraso y la fase estacio
naria.

| FASE LATENTE.- Para un microorganismo dado, la fase laten
te estd constituida por el tiempo que transcurre desde que se inocu
la el medio hasta que se pueden percibir las primeras sefales de --
crecimiento. Lstd constituida por el periodo de adaptacién a 155
nuevas condiciones del medio. Su duracién depende de la naturaleza
del microorganismo, del tamafio y estado fisioldgico del inoculo, de
la cantidad de medio transferido junto con el in6culo, el cambio en
las concentraciones de los metabolitos esenciales en el nuevo medio
la temperatura y a veces, la intensidad de la luz. Por lo general,
la fase laterite se puede acortar si se aumenta la temperatura hasta
llegar a un dptimo y realizando la transferencia a un medio que sea
mis completo bajo el punto de vista de la nutricidn. Se puede dis-

minuir mucho y afn suprimir el retraso si se inocula un aultivo que



29 i
ya se halle en la fase de crecimiento exponencial.
FASE LOGARITMICA O EXPONENCIAL.- La fase latente da paso a un corto
periodo en que se acelera el ritmo de crecimiento, antes de que co=-=-
mience la fase logaritmica o exponencial. En esta fase la velocidad
de crecimiento alcanza su valor maximo, constante para un microorganis
mo en particular y para la obtencién de condiciones bioquimicas que -
detemminen donde se encuentren los equilibrios de las multiples reac-
ciones de cuyo progreso depende el crecimiento. Esta velocidad cons-
tante de crecimiento presupone, para un microorganismo dado, que cada
una de las células se divida a intervalos de tiempo regulares y que -
el crecimiento en masa celular por unidad de tiempo tenga que estar -
fijado por la velocidad de crecimiento y por la cantidad de células
presentes en cada momento. Por lo tanto, el crecimiento acumulativo
de materia cclular se ajustard a la expresién matemitica: P = Poer’c
en donde P es el material celular acumulado al temmino del tiempo t;
P.es la masa celular presente al comenzar el periodo de crecimiento
logaritmico; r es el porcentaje de ritmo de crecimiento o de aumento
de masa celular por unidad de intervalo de tiempo y c¢ es la base de

ert y tomando --

los logaritmos naturales. Por lo tanto; P/Po=
logaritmos de los miembros de la eauacién:  log, P/Ps = Tt
resulta: 1ogeP = loge}’°= Tt y por lo tanto;

T = 1ogeP = logePo

M

La ecuacidn (1) indica que el ritmo de crecimiento (T)

viene dado por la pendicnte de la grafica en que sc representa --
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1ogel‘ frente al tiempo (t) de manera que en temminos generales;

lggel’z - log Py
B Y

Sucle resultar mds comodo representar la curva de creci--

miento empleando los logaritmos comunes con base 10. De esta mane

ra la pendiente viene dada por la expresién:

long2 - lo:)gwl‘1

t, - Y

A menudo suele ser conveniente y mds especialmente con mi

(2)

croorganismos unicelulares representar la curva de crecimiento con
logaritmos base 2, porque de esta manera una divisién en las orde-
nadas corresponde a la duplicacién de la poblacién o a un incremen
de una generacién. La pendiente de esta grafica (ru) es igual al -
recfproco del tiempo de una generacidn (g) que es el tiempo requeri

do para cada divisién celular, asi que:
1 - logzP2 - logzP1
By 5

Puesto que los logaritmos en base 10 se pueden convertir
en logaritmos en base 2 si se les multiplica por 3.322, se puede
swbstituir en la ecuacién (2) el valor de r por 3,322 r, para calcu

lar el tiempo de generacidon (g) con logaritmos vulgarcs:

3,32 1, = 2322 - logyoPp - 1og4oP
g >
= t;
y por lo tanto g 5,322 (t; - ty)

logmf’z - log")P1
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El tiempo medio de una genecracién (g) o el tiempo que la
poblacién necesita para duplicar su masa, puede variar entre unocs -
15 minutos para alguias bacteris y varios dias para ciertos hongos.

Es importante sefialar que con organismos unicelulares el
ritmo al que ocurre la divisién celular es lo que determina la velo
cidad con que se duplica la materia celular. Con organismos fila--
mentosos se puede consegir el mismo efecto, mediante la produccidn
de nuevos puntos de crecimiento en forma de ramificaciones.

Se determina experimentalmente cl crecimiento total con-
segido. El periodo de retraso se puede detemminar graficamente --
por extrapolacién de la porcion exponencial de la curva de creci--
miento hasta que corte el eje de los tiempos. Tarbién se puede de
temminar de otra manera, calculando el periodo de retraso a partir
de 1a diferencia que existe entre el tiempo que se necesita para -
la acumulacién de una masa protoplasmitica determinada (o su equi-
valente) y el tiempo que sc ha calculado que serfa preciso para -
consegir el mismo crecimiento, suponiendo que desde el principio -
el crecimiento haya sido exponencial.\ b )

FASE ESTACIONARIA.- El crecimiento ;xponcncial de la masa celular
llega finalmente a estar limitado por el agotamiento de los nutrien
tes del medio o la acunulacién en el mismo de los productos de des
echo. Las condiciones menos favorables del medio determinan una -
disminucién progresiva en la velocidad de crecimiento, hasta que -
se alcanza la fase estacionaria, en la cual la cantidad de masa cc

lular se mantiene constante.

f..
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En los organismos unicelulares puede ocurrir que el paso
a la fase cstacionaria se produzca de wna forma muy rdpida, pero
en los hongos filamentosos, en carnbio,,/rs; produce un periodo pro--
longado en el que el crecimiento es mas limitado y el peso seco
puede seguir aumentando considerablemente, pero en una proporcidn
" aproximadamente lineal. Esto puede ser debido a una disminucién -
gradual de la velocidad de produccién de nuevos filamentos ramifi-
cados a la vez que continda el crecimiento apical de las hifas ya
existentes., También se puede deber a la deposicidn de reservas --
alimenticias o a la produccién de antibifticos u otros metaboli--
tos, por medio de vias metabdlicas secundarias. Este periodo in -
termedio entre la fase logarftmica y la estacionaria se suele deno
minar fase de retraso.

Resumiendo, se puede concluir que la curva de crecimien-
to para un microorganismo dado representada en una escala logarit-
mica conveniente se puede describir por medio del periodo latente,

la velocidad de crecimiento y el crecimiento total alcanzado.



Curva de crecimiento tipica de un microorganismo en cultivo sumergido

logaritmo Fase estaciondria

peso seco

Fase de enlentamiento

Fase logaritmica

{exponencial)

tiempo

Grafica ndm, 1

¢
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PERSPECTIVAS FUTURAS:

En 4reas con poblaciones desnutridas, la levadura alimen-
ticia tendrd un papcl mucho mis importante que la levadura de pani-
ficacién. La levadura alimenticia, si se obtiene a bajo costo, pue
de suplir parte de las protefnas y gran parte de las vitaminas nece
sarias para el mantenimiento de la salud. La restauracién y ¢l man
tenimiento de la salud no puede depender de 1.0 a 1.5 Kg. de levadu
ra que se consumen anualmente en el pan. Un factor substancial en
la solucién de los problemas nutricionales de los paises subdesarro
1lados serd, el consumo per capita de 4.5 a 14 Kg. de levadura ali-
menticia seca anualmente, con 50% de proteinas y un alto contenido
de vitaminas del complejo B. ' Usando sus propias mieles como fuente
de carbono, agregando amoniaco y fosfato como nutrientes, y utili--
zando una pequefia planta, estos paises podrian producir suplementos
alimenticios de alto valor nutritivo para cubrir sus necesidades, -
si tales planes, en la actualidad pramovidos por varias organizz_acig
nes internacionales se volvieran realidad, un aumento sin preceden
tes se puede esperar en la produccién mundial de levadura de grado
alimenticio. Usando femmentadores y procesos en los que se trabaje
con altas concentraciones de medio de cultivo y de levadura, dis --
tribuidores efectivos de aire que requieran baja energia, y wn equi
po de control de operaciones, una planta compacta facilmente puede
suplementar la alimentacidon de 10 millones de personas. La conver-
sidn de las materias primas a proteina temminada de alto grado pue-

de llcvarsc a cabo en 24 horas.



CAPITULO 3

MEDIOS METODOS Y MATERIALES

3.1.- MEDIOS
3.1.1.- MEDIO DE MELAZA

Para preparar el medio de melaza, con un 10% de azicares -
reductores, dsta fué tratada de la siguiente manera: se sabia por -
analisis que la melaza tenia un 33% de reductores, por lo cual se to
marén 60 ml. de melaza y se disolvieron en 100 ml. de agua, se agre- ‘
garén 0.5 ml. de @cido clorhfdrico concentrado y se puso en autocla-
ve a una temperatura de 120°C que se mantuvo por 15 min. Después de
enfriarse, se filtrd en filtro buchner al vacio. De ésta solucién
se tomarén 50 ml. para preparar el medio de cultivo.

Este medio contiene ademds las siguientes sustancias:

extracto de levadura 1.0 g.
agua de cocimiento de maiz 1.0 ml.—
sulfato de amonio 0.5 g.
fosfato dipotasico 0.2 g.
agua destilada 100 ml.

El medio se esterilizd a 1 atm. de presién durante 30 min.

E1l pll del medio se ajustd ya sea con IiCl o con amoniaco, segin fuese

el caso.



36
3.1.2.- MEDIO DE AGAR MELAZA
Para este medio se utilizé el mismo medio anterior (3.1.1)

pero adicionado de 2 g. de agar para hacer el medio sélido.

3.1.3.- MEDIOS DE MELAZA A DIFCPLNTE CONCENTRACION DE AZUCARES
Para la preparacidn dc cstos medios, se empled el medio de
melaza (3.1.1) pero variando la cantidad de melaza tratada, la cual
se ajustd en los diferentes medios a 1.0%, 2.5%, 5.0% y 10.0% dc azd
cares. La cantidad de azficar se detemmind con un hidrémetro de ---

Brix, de escala 0°- 10°Brix y a una temperatura de 20°C.

3.1.4.- MEDIOS PARA FERMENTACION DE DIFEPRENTES AZUCARES

Para la preparacién de estos medios se utilizaron los si-
guientes azlicares: glucosa, xilosa, galactosa, maltosa, sacarosa, -
lactosa y rafinosa. Los medios fueron preparados haciendo una solu

cidn con los siguientes ingredientes:

azucar 2.0 .
sulfato de amonio 0.5 g.
fosfato dipotasico 0.2 g.
agua destilada 100 ml.

3.1.5.- MEDIO DE SABOURAUD
Se utilizd el medio normal de Sabouraud, preparado con -

las siguientes sustancias:
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neopeptona 1.0 g.
agar 2.0 g.
glucosa 4.0 g.
agua destilada 100 ml.

3.2.- METODOS PARA EL CRECIMIENTO EN MELAZAS

3.2.1. AISLAMIENTO DE SACCHAROMYCES CARBAJALI DEL AGUAMIEL

Para aislar las levaduras se realizaron varias siembras en
un medio de cultivo sélido, siendo este medio el de Sabouraud - - -
(3.1.5). Lstas siembras fueron hechas a diferentes diluciones - - -
(1/1 000, 1/10 000, 1/100 000) para lograr obtener asi las colo --
nias bien separadas unas de otras.y poder tener cultivos posterio -
res que procedieran de una sola célula. En el desarrollo prictico -
se ohservé que en las diluciones de 1/1 000 y 1/10 000, las colonias
eran numerosas y su diferenciac;ién resultaba diffcil, ya que se mez-
claban entre si, pero con las diluciones de 1/100 000 se obtuvieron
las colonias bien diferenciadas unas de otras y asi pudicron hacerse
resiembras que procedian de una sola célula. Los resultados obteni-

dos en el Sabouraud, se cncucntran indicados en el punto 4.1.1.
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3.2.2.- ADAPTACION DE LAS LEVAIURAS AL MEDIO DE “ELAZA

En este punto sc tratd de adaptar las levaduras al medio
que seria empleado posteriommente para su reproduccién. Para esto
se procedio a sembrar las ccpas en medio de agar melazas (3.1.2) -
en tubos de cultivo. La temperatura de inaubacidn a la cual se de
sarrolld esta prueba fué de 28°a 30°C, el pil del medio fué de 4.5.
Después de sembrada la levadura, se hicieron observaciones cada 24
y 48 horas alcanzandose este tiempo se resembraron los cultivos a
un nuevo medio y asi sucesivamente, realizandosc la observacién en
cada uno de los pasos a los mismos intervalos de tiempo que en la
primera siembra.

Esta prucba se realizd con las levaduras Candida utilis-
y Saccharomyces carbajali, haciendose por triplicado para evitar -
algin posible error obteniendose los resultados indicados en el --
punto 4.1.6.
3.2.3.- DETERMINACION DEL pH OPTIMO PARA EL CRECIMENTO DE LAS

LEVADURAS

Para esta deteminacién se utilizé un medio de melaza a
una concentracién de 1°Brix al cual se le hicieron variaciones de-
pH desde 3.0 hasta 7.0 haciendose estas con intervalos de 0.5 en -
la escala potenciométrica para cada una de las levaduras. EI1 pH -
del medio se detemind por medio de un potencidmetro. La prueba
se realizé a wna temperatura entre los 28° - 30°C.  Se mantuvo en
agitacién el medio para una buena aireacién del mismo. Esta deter

minacién se hizo con las dos levaduras estudiadas, fué hecha por -
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triplicado para cada variacién de pH. Los resultados obtenidos se
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encuentran indicados en el punto 4.1.7.

3.2.4.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION ADECUADA DE AZUCARES PARA
EL CRECIMIENTO OPTIMO LE LAS LEVADURAS

Se hicieron crecer las levaduras en cl medio 1liquido de -
melazas, pero a diferentes concentraciones de azicar (3.1.4). la
medicién de la concentracién de azilicares se realizé con un hidréme-
tro de Brix. Las concentraciones con que se trabajé, fueron de ---
1°B, 2.5°B, 5.0°B y 10°B, las cuéles al relacionarse con el porcen-
taje de azlicares se obtuvieron los siguientes valores: 1.006%, ---
2.5018%, 5.009% y 10.010% que fucron obtenidos en tablas (15).

El medio que se utilizd fué hecho con melaza tratada enti
quecida con caldo de cocimiento de maiz, sulfato de amonio y fosfa-
to dipotasico. La temperatura dc incubacién fué de 28°a 30°C, el -
pll del medio fué de 4.5. Este medio se colocd cn matraces baflea--
dos, los cuales fueron mantenidos en agitacién para lograr una bue-
na aireacidén del medio.

La inoculacién del medio se recalizé de la siguiente mane-
ra: la levadura que se utilizd, tenia 24 horas de haber sido sembra
da en medio de agar melaza y por lo tanto se¢ encontraba en la fase-
logaritmica de crecimiento. A estemedio con la levadura se leagre-
garon 10 ml de agua destilada estcril, con una asa se agitd hasta -
lograr la suspensién total de 1la levadura. De aqui se tomaron 5 ml
para sembrar cn cada uno de los matraces baflcados para la fermenta

cion.
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3.2.5.- DETERMINACION DE LA TEMPERATUPA OPTT'{A DE CPECIMILNTO DE
LAS LEVADURAS

Se preprararon varios mediocs de agar melaza, con wn pH de
4.5 y con un 10% de aziicares. Estos medios se inocularon y se incu
baron durante 48 horas a diferentes temperaturas (524202, 25,0307,
37° y 40°C) para encontrar en cual de ellas el crecimiento era ma--
yor. Los resultados de esta determinacién se cncuentran .indicados
en el punto 4.1. 8§

3.2.6.- METODO GENERAL DE LAVAID Y SECADO DE LAS LEVADUPAS

E1l procedimiento que se cmpled para secar las levaduras,
separar las sustancias extrafias y dar wn resultado cuantitativo en
peso de la levadura seca, fué el método de Kurth (30), el cual se
describe a continuacidn:

Se agregaron 10 ml. de la suspensidén de levadura cn un -
tubo de centrifuga tarado de 15 ml. de capacidad, se centrifugd, -
decantd y lavé con agua destilada procurando que la cantidad de -
esta fuera igual al volumen original pipecteado, se volvié a centri
fugar y decantar, se lavé con 20 ml. de HC1 al 0.35% dispersando -
unifommemente las levaduras, sc¢ volvié a centrifugar, a decantar y
se lavd inmediatamente con una solucién de carbonato de sodio al -
1%, se centrifugd y se volvid a decantar. [Inscguida se secd la lc
vadura en el mismo tubo en una estufa a una temperatura de 105°C
durante 2 horas, se enfrié en el desecador y sc pesé en una balan-

za analitica.
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3.2.7.- METODO ESPECIFICO DE LAVADD Y SECAID DE LAS LEVADUPAS

Después de haberse desarrollado en los fermentadores, la
levadura se centrifugd y lavd con agua hasta que ésta quedo comple
tamente clara. Hedio esto se lavé con alcohol otras dos veces y -
Se puso a sccar a 105°C para evaporar perfectamente el atrcofiol.
3.258.7 W‘IP_IPHDI:#M.SIRLQW%“FEMMPLS '

Para seguir paso a paso las fermentaciones, y poder ha--
cer las determinaciones a la levadura y al medio, se siguié el mé-
todo descrito a continuacidn para el muestrco en los fermentadores.

Se prepararon dos fermentadores para poder correr lasi ==
fermentaciones con doce horas de intervalo y tcner asf la oportuni
dad de muestrear de una manera continua, y que las fermentaciones
pudieran rcalizarse en igualdad de condiciones. E1 primer fermen-
tador se inoculd y 12 horas después el otro fermentador. Ll mues-

treo de estos fermentadores, se 1llevd a cabo durante dos dias, to

mandose las mucstras cada cuatro horas. Al témino de las fermen-
taciones, se tomaron porciones de las dos levaduras y se sometie--
ron a analisis de proteinas, hwnedad,‘ cenizas, fibra cruda, ribo -
flavina, tiamina y niacinamida.

A las nuestras tomadas durante la fermentacién, se les -
determing la cantidad en peso de la levadura y al medio, el conte
nido de azficares. Lstas muestras sc trataron de analizar inmedia
tamcnte pero cn los casos en que €sto no fué posible, la muestra
se almacend a wia temperatura entr 4° y 6°C para detener lo mas -

posible la fermentacidn.
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3.3.- METODOS ANALITI(OS

3.3.1.- DETERMINACION DE PROTEINAS

Método de Kjeldall (1, 4, 15, 29, 31).

Se pesaron alrededor de 1 g. o= levadura en papel glacine,
se introduce cn ¢l matraz de Kjeldall, se agregaron 0.3 g. de QuSO,
pentahidratado, 10 g. dec KZSO/‘, 25 nl. de 112504 y unos pedazos de -
porcelana porosa. Se colocd cl matraz dentro dc una campana de va
cio en una posicién inclinada en un soporte y se calentd con meche-
ro lentamente hasta que cesaron los humos blancos, se colocd un cm
budo de cola corta en la boca del matraz y se siguid calentando mas
fuerte para destruir la materia organica, hasta que la solucidn que
d6 completamente clara. Se enfrid y diluyd con 200 ml. dc agua des
tilada, se enfrié con hielo—y resbalando por las paredes del matraz
se agregd wna solucién concentrada de sosa (Ia cual también se habi
a enfriado previamente), y se conecto inmediatamente el matraz a -
wna trampa de Kjeldall la que estaba unida a un refrigerantc el --
cual llevaba una alargadera teminal que iba introducida en una so-
lucidn de Acido valorado (50 ml. de &cido clorhidrico O.IRN\TL Se
destilaron aproximadamente unos 150 ml. Se tituld el exceso de aci
do valorado ¢on una solucidn de sosa (0.1 N) utilizando rojo de re
tilo como indicador. Se hizo un blance utilizando 1 g. de sacarg
sa en lugar de levadura. |

Ny = (ml blanco - ml problema) (N de NaCii) (0.014) _(100)

peso de la nuestra

N, x 6.25 = $ dc proteina
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3.3.2.- DETERMINACIGN DE GRASA CRUDA

MBtodo de Soxihilet. (15,31)

Para la detemninacién de grasa cruda, se utilizd el ex-
tractor de Soxilet. Para pesar la muestra se pesé primero el car
tucho especial para estos extractores, después se puso la muestra
y se volvid a pesar. Se coloco el cartucho en el Soxhlet tenien-
do la precaucién de colocar lana de vidrio sobre la muestra, por
otro lado se pesd un matraz redondo de 300 ml. con unas piedras
porosas el cual se conectd al Soxhlcet y éste a su vez a un refri
gerante de bolas. Se agregb el &ter por el refrigerante poniéndo
le dos cargas y una tercera durante la noche para que cubriera la
muestra, después se empezo a calentar utilizando un bafio maria pa
ra evaporar el éter, la extraccién se mantuvo durante 12 horas.
Finalmente se 1levd el matraz a la estufa a 100°C hasta peso cons
tante.

Se calculd el por ciento de grasa cruda dividiendo el -
peso de la muestra seca sin grasa entre cl peso de la muestra ori
ginal multiplicado por cien.

Q

% grasa cruda = peso de la muestra (100°C)

(100)
peso de la muestra original
3.3.3.- DETERMINACION DE FIBRA CRUDA (1,4,15,29,31)
La fibra cruda se determiné en forma empirica. Para es
ta determinacién se partid de 2 a 4 g. de muestra, se utilizé la

nuestra que quedd al hacer la detemminacién de grasa cruda. Se -
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pasé a w1 matraz de 500 ml. en donde sc¢ adicionarén 0.5 g. de asbes
to digerido y después 200 ml. de solucién al 1.25% de dcido sulfuri
co, esta solucion estaba hirviendo al agregarse, se calentd de inme
diato utilizando un refrigerante dc reflujo, empezd a hervir antes

de 1 min. Se dejo hervir 30 min. y se filtrd a través de una tela-
de algodon y se lavd con agua destilada hasta que no di6 reaccién

icida al rojo de metilo. El residuo sc¢ agregd al matraz y Se repi-
tio el procedimicnto con sosa de la misma concentracién, pasados --
los 30 min., se filtr6 en un gooch que habia sido preparade con as
besto digerido, se lavd hasta que no dio reaccidn alcalina, después
se lavé con alcohol se seco a 100°C y sc pesd, luego se calcind a

900°C y se volvid a pesar. La diferencia de estos dos pesos nos --
did el contenido de fibra cruda y el resultado sc reaciona a $%.

Para la preparacién del asbesto se digirid a ebullicién -
durante 8 horas con NaQl al 5%. Sec lavé con agua caliente; se pusd
a digerir nuevamente pero con }HCl 1:3 durante el mismo tiempo, se -
lavd de nuevo con agua, se filtrd, se secd y se calcind al rojo bri
1llante.

3.3.4.- DETERMINACION LE HUMEDAD (1,4,15,29,31)

Se pesaron 3 g. de la muestra cn un pesafiltro pucsto a
peso constante, se secd en la cstufa por 5 horas a 100°- 110°C has
ta que ya no variardn las pesadas. Se dejo enfriar en un deseca--
dor.

Sc calculd % de humedad por diferencia de peso.
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3.3.5.- DETERMINACION DE CENIZAS  (4,15,31)

Se peso entre 2 y 4 g. de las levaduras, secadas al aire y
se colocaron en un crisol tarado, se incineraron a bajas temperatu -
ras tenicndose el cuidado de no pasar de un rojo muy tenue, hasta --
que ya no hubo carbén y se determiné el peso de las cenizas. Quando
las cenizas no pudieron quedar libres de carbdn por este método, se-
le agregaron a estas unos cuantos mililitros de agua caliente, para
poder filtrar el residuo insoluble en un papel filtro sin cenizas, -
se incinerd el filtro y el residuo hasta que las cenizas quedaron -
blancas o casi blancas, después se agregd el filtrado y se evapord a
sequedad y se calentd todo hasta tener un rojo tenue. En algunos ca
sos las cenizas no quedaron libres de carbdn, por lo-que se tuvo que
enfriar el crisol, agregar 15 ml. dc alcohol, se rompierén las ceni-

zas. Se calauld el porcentaje de cenizas por diferencia de pesos.

3.3.6.- DETERMINACION DE CARBOHIIDRATOS
Se sumarén los datos anteriormente dbtenidos de proteinas,
fibra cruda, grasa cruda, humedad y cenizas se restarén de 100, la -

diferencia se reportd como carbohidratos asimilables.
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3.3.7.- DETERMINACION DE AZUCARLS REDUCIORLS
Método de Underkofler  (32)

Reactivos: 4
i2

Oxala]
1.- Una solucién contenicndo 12.5% KI g. 25% I(VZ(.;:’)1 1,0
2.- Una solucién 7.5 N de 1,50, . Esta solucién deoe estar
libre de material oxidable.
3.- Solucidn 0.050 Nn\iuZSJOS
4.- Solucién indicadora dc¢ almidén conteniendo 1% de almi-

don soluble en un solucidn saturada de NaCL.

5.- Reactivo "'G"

Componentes Peso en g. por litro
CuS0, 5i1,0 37.5

NaKC,l1,0¢ 41,0 125.0

Na, (), (anhidro) 53.0

g1 1.0

N:IZSO3 (anhidro) 50.0

KIO3 3.5665 (exactoes)

NaOil aproximadamente saturada para ajustar pli= 2.48

El reactivo "'G2'" se prepara como sigue:

El carbonato de sodio y la sal de Pochelle se disuclven en 300 ml.
de agua destilada, después de lo cual es sulfato de cobre sc disuel
ve en cerca de 500 ml. de agua destilada, se agrega con agitacién -

continua de tal forma que no s¢ desprenda CO, libre. [l uso de un
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embudo con la salida debajo de la superficie dc la solucidn carbona-
to-tartrato es Gtil. El KI y el sulfato de sodio se agregan agitan-
do hasta que se disuelvan. La solucién es llevada a un volumen de -
cerca de 950 ml. con agua destilada. La fuerte solucién de NaOH es

después lentamente agregada con agitacién hasta que el pH ha alcanza
do €l valor de 9.48 . El pH es determinado con un elctrodo de vi --
drio a 25°C, el error de la sal es despreciado. Las muestras usadas
para probar el pl son siempre regresadas a la solucidn principal. La
solucién resultante se calienta a cbullicién fuertemente durante 10

min. en un recipiente cubierto. Después se enfria a 20°C . El KIO3
exactamente pesado, sc agrega, disolviendose completamente y el volu
men es llevado a un litro en un matraz volumétrico.

El reactivo cuando esta recien preparado siempre conticne
algunas materias suspendidas por lo que la solucién sc debe dejar re
posar por lo menos una semana en un recipiente Pyrex. Después de --
que las materias suspendidas se depositan, la solucién clara es fil-

trada a través de asbesto y almacenda en una botella Pyrex. Siguien

do el procedimiento anterior la autoreduccién sc¢ reduce a un minimo.
Procedimiento:

Exactamentc 5 ml. de reactivo 'G" se colocan en un tu
bo de 25 x 100 rm Pyrex, se agregan 5 ml. de la nucstra y se mezclan
perfectamente por agitacion. El tubo debe estar acondicionado con -

w tapdn de hule que tenga un pequeno pedazo de tubo capilar. El tu

bo se sumerge por lo menos 2/3 partes de su largo en un baio marfa y
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¢s calentado durante nedio hora, quc cs el ticmpo de calentamiento
apropiado para que el azilicar sc¢ deteminc. Ll contenido del tubo
se enfria a 30°C por inmersién en agua fria. Se agregan 2 ml. de
la solucién KI-oxalato (reactivo 1) y se mezclan por agitacidn. A
esta mezcla se agregan cuidadosamente 1 ml. de ”2804 7.5 N por -
las paredes del tubo inclinado, de tal manera quc se evite un des
prendimiento demasiado rdpido de @, . Ll mejor procedimiento es
inclinar cl tubo de tal manera que quede una gran superficie del
1fquido, después se decja resbalar el acido por las paredes del tu
bo y sc mezcla lentamente revolviendo el tubo en la posicién in--
clinada hasta que el primer desprendimiento violento de CDZ ha ter
minado, la solucidn cs entonces mezclada por agitacién. Después
de la adicién del dcido sulfirico se debe dejar el suficiente ticm
po para que todo el 6xido auproso se disuelva y que la solucién se
vuelva corpletamente clara. -

El exceso de yodo e¢s finalmente titulado con la solu --
cién de tiosulfato ).05 N usando el indicador de almidén ccrca del
punto final. Un blanco se corre de la misma manera utilizando 5
ml. de agua cono muestra. La diferencia correspondiente al volu--
men de tiosulfate consumido por el éxido de cobre es convertido a
miligramos dc azficar por 5 ml. de solucién por la lectura sobre --

una curva estandar.
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Curva estandar:
Para realizar el anilisis de azficares por el método de Un-
derkofler, fué necesario realizar una curva estdndar de sacarosa.
Para realizar la curva cstandar dc sacarosa se pesaron 1 g.
del azicar y se diluyé en 50 ml. de agua cn un matraz aforado de 500
ml. , a esto se le agregaron 100 ml. de HC1 IN. Se calentd en bafio
maria a 70°C durante 30 min. Después de esto sc llevé a un pil de -
7.0 con Nalt 1IN y sc aford a 500 ml. De esta solucién se tamaron --
aliauotas de un mililitro en un mililitro dc 1 a 10, cn tubos de en-
saye y se llcvaron a un volumen de 10 ml. con agua. A estas solucio

nes se les determinaron los azficares por el método anterior.

3.3.8.- DETERMINACION IE FOSFORO  (1,29,30)

Para la detemminacién de fésforo en las levaduras, el méto
do colorimétrico de azul de molibdeno usando dcido 1-amino-2-naftol-
4-sulfénico como agente reductor cs el recomendado po la AACC

Reactivos:

La mezcla digestora se prepara de la siguiente mancra: A
60 g. de molibdato de sodio disueltos en 300 ml de agua, se agregan
300 ml de Acido sulfGrico concentrado. La solucidn sc enfria cn un
bafio de hielo; cuando la temperatura llega a los 10°C, sc agregan
400 ml. de dcido perclorico al 70%.

Ll agente rcductor se conace con c¢l nonbre de reactivo de
iske-Subbarow y se prepara de la sipuicite mancra: Sc mezclan 0.5

5. de sodio 1-anino-2-naftol-4-sulfatc, 195 ml. de solucién dec bi--
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sulfito de sodio al 15% y 5 ml. dc wna solucion al 20% de sulfito
de sodio. Sc calicnta hasta lograr la disolucidn total dc los 50
lidos. Se debe de tapar ¢l matraz para prevenir la perdida de --
dioxido dc azufre. Il rcactivo es estable por varias scmanas.
Determinacion:

Poner una nucstra exactamente pesada corrcspondicnte d
0,02 g. de sdlidos cn un matraz de digestién de Kjeldhal de 100 -
ml. y se mezcla completamente. De una manera similar se prepara
w1 blanco contenicendo las cantidades equivalentes de los reacti--
vos. Sc deja que se desarrolle cl color durante 30 min. después
se lec a 660 nm contra el blanco.
Clibracidn:

Se prepara una curva patron analizando muestras de --
NaznP04'ﬂiZO correspondicntes a 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg. de
PJUS’ de la wisma mancra descrita con anterioridad.; 3.777 my. -

de .‘inZHI‘()4 A0 corresponden a 1.0 mg. de P,0c.

3.3.9.- DETERMINACION DE TIAMINA (15)

Soluciones especiales y solventes.
Solucidn de cloruro de potasio.- Se disolvieron 250 g. de cloru
ro de potasio en 1 000 ml. dc agua.
Solucidn Acida de cloruro dec potasio.- Se ponen 8.5 ml. de iiCl
en 1 000 ml. de solucién de cloruro de potasio.
Solucién al 2% de ferricianuro de potasio.- Se disuclve 2 g. de

ferricianuro en 100 ml. Sc prepara el dia en que se va a usar.
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Qeactivo oxidante.- Sc rezclan 19 ml. de solucidn de [erricianuro
con suficiente NaQil 3.54 para nacer 100 ml. Usar esta solucién an
tes de 4 horas.
Solucién patrdn de tiamina IICl.-  Se llevan 25 mg. de un patrdn --
US’ de referencia, previamente secado a 105°C por dos horas, pesa
dos con cxactitud a un matraz volumétrico de 1 000 ml., teniendo --
cuidado con la absorcién de awnedad durante cl pesado del patrén.
Se disuclve este en 300 ml. de wma solucidon diluida de alcoiol - =
(1 en 5) y sc ajusta el pll a 4.0 con [iC1 diluido, y aforar con al-
cohol diluide. Esta solucidn se¢ almaccna solo durante un mes cn -
un recipiente resistente a la luz y en ¢l refrigerador.
Preparacion del patrén.- Se pipetea un voluren de la solucién es-
tandar stock de tiamina equivalenta a 100 mcg de tiamina iiCl pa --
trén de referencia, en un matraz volumétrico de 100 ml y sc diluye
con una solucién dcida de cloruro de potasio hasta el aforo. Se -
diluye 10 ml. de &sta solucidn a 50 ml. con solucién dcida de clo-
ruro de potassio. Cada ml. de la solucién resultante ceontienc 0.2
mcg de tiamina IIC1 patrdon de referencia.
Preparacidn de la muestra:

Se pesan con precision cerca de 1 g. de levadura seca en
un vaso, sc agregan 20 ml, de 1.2504 0.1 Jdy sc mezclan., Se lavan
las paredes del recipiente con una pequena cantidad de dcido sulfi
rico 0.1 il y se calienta la mezcla bajo presidén a 121 C durante 30

min. Se enfria y se dispersan los grumes que sc uayan formado. Se
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transficre a un natraz volumétrico de 100 ml. y se afora con agua.
Se tramsfierc wia alicuota de esta solucién cquivalente a aproxima
camente 20 mcg de tiamina liCl a w tubo de centrifuga de 100 ml.
Se ajusta el pil a 4.0 4.5 con acetato de sédio 2 ', usando bromoe-=
cresol verde como indicador. Se agregan 5 ml de una solucion o --
dispersién al 10% de enzimas diastédsicas, y se calienta a 45-50°C
durante 3 horas. Se enfria y sc centrifuga la mezcla. Cuantitati
vamente se transfiere el liquido sobrenadante a un matraz volumé--
tricode 100 ml. Se lava el residuo con 10 ml. y con 5 ml. de acido
sulfirico 0.1 W, centrifugando cada vez y agrcgando los lavados al
extracto principal. Se afora con aguay se mezcla.
Procedimiento:

A tres tubos o vasos de precipitado de aproximadamente
40 ml. de capacidad, se pipetcan 5 ml. de la solucién patrén. A
cada wo de dos de estos tubos agregar rapidameiite (en 1 o 2 seg»)
y agitando, 3 ml. del reactivo oxidante y después de 30 sep. agre-
gar 20 ml, de alcoiol isobutilico, después mezclar vigorosamente -
durante 90 scg.

Preparar un blanco con el tubo restante para el patron,
swstituyendo @ lugar del reactivo oxidante, un volunen igual de
~a0H 3.5 Ny procediendo de la misma manera.

A tres tubos similares se¢ pipetcan 5 ml. de la muestra
preparada y se tratan de la misma manera que la descrita para los

que contienen la solucién patron.
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A cada uno de los tubos de la muestra y del patrdn, agre-
gar 2 ml. de alcohol deshidratado, agitar y dejar que se separcn -
las dos fases, decantar o pipetear 10 ml. del scbrenadante. lledir
la flourcscencia.

Calculos:

La cantidad de mcg de C;pH,,CIN,(5-1Cl en cida 5 ml. de
la nucstra preparada estd dado por la férmula (A-b)/(S-d), en donde
A es el promedio de las lecturas de la muestra, b es la lectura del
blanco de la muestra, S es el promedio del patrén y d es la lectura
de el blanco del patrén. Calcular la cantidad mcg de tiamina HCl -

en la muestra basindose en la alfcuota que se tomd.

3.3.10.- DETEPMINACION DE RIBOFLAVINA (15,31)
Soluciones especiales:

Solucidn estdndar concentrada de riboflavina.- A 50 mg. de ribofla
vina patrén USP de referencia, previamente secado a 105°C durante -
dos horas en un desccador sobre pentdxido de fésforo y protegido de
la luz, agregar 300 ml. de Acido acético 0.02 Ny calentar la mez--
cla cn un bafo de vapor, agitando frecuentemente, hasta que la ribo
flavina se haya disuelto. Enfriar y agregar suficiente Acido acéti
co 0.02 ¥ para hacer 500 ml. Almacenar bajo tolueno o con nitrége
no en el refrigerador. Diluir wna porcidn dec ecsta solucién usando
dcido acético 0.02 N hiasta tener una concentracidn de 10 meg de ri
boflavina por ml., para tener asf la solucién cstandar concentrada

de rivoflavina. Almacenar bajo teolucno cn el refrigerador.
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Preparacion del patrén.- Diluir 10 ml de la solucién cstandar con-
centrada dJe riboflavina con agua para hacer 100 ml. Cada ml. con -
tiene 10 mcg de riboflavina. Preparar esta solucién fresca para ca
da ensayo.
Preparacion de la muestra:

Poner 5.0 g. exactamente pesados de levadura scca en un -
matraz con 50 ml. de HC1 0.1 , dispersar bien la muestra en el 1i-
quido. Calentar la mezcla en un autoclave a 121°C durante 30 min.
y enfriar. Si se forman grumos, agitar la mezcla hasta que estos
queden conpletamente dispersados. Ajustar el pH de la mezcla agi-
tando vigorosamente a pli 6-6.5 con NaOll 0.1 N, después agregar - -
{IC1 0.1 N inmediatamente nasta que ya no se forme precipitado <---
(usualmente a phi aproximadamente de 4.5 el punto isoeléctrico de
muchas de las proteinas presentes). Diluir la mezcla con agua has
ta un volumen de 250 ml. Filtrar y a una alicuota del filtrado de
25 ml. agregar con agitacion vigorosa, una solucidn de NaCH 0.1 N
para tencr wn pl} entre 6.6 y 6.8 diluir esta solucidn con agua a -
un voluen de 200 ml. esta solucidn contendrd aproximadamente - -
0.1 mcg de riboflavina por ml. Si se produce wma turbiedad en la
solucidn, sec deve filtrar nuevamente.

Procedimiento:

A cuatro tubos o vasos de precipitado, agregar 10 ml. de
la mucstra preparada. A dos de estos tubos agregar 1 ml de la so-
lucidn estandar y mezclar, a los dos tubos restantes agregar 1 ml.

de agua y mezclar. A cada uno de los tuvos agregar 1 ml de acido
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acético glacial, mezclar,después agregar con agitacién 0.5 ml de la
solucién de permanganato de potasio (1 en 25) y dejarla reposar por
dos minutos. A cada tubo agregar agitando 0.5 ml de “202' El co-
lor del pcrmanganato se destruye en 10 seg. Agitar los tubos vigo-
rosamente hasta quec el exeso de oxigeno se haya liberado. tledir la
fluoresencia de todos los tubos designando la lectura pramedio de --
los tubos que contienen solo la muestra tratada como Iu’ y el prome
dio de los tubos que contiencn la muestra y cl patron como IS. Des.
pués a cada uno de los tubos de los dos tipos agregar 20 ml de hi-
drosulfito sodico y después de 5 seg medir nuevamente la fluoresen-
sia designando el promedio de las lecturas como Ib.
Calculos:

Calcular la cantidad de mg cn base scca de C17“20N406 por
cada ml de la muestra preparada por medio de la formula:

0.00010 1 -1, ) /(I -1,).

u
3.3.11.- DETEPMINACION DE NIACINAMIDA (15,31)

Soluciones especiales:
Solucién estandar concentrada de miacinamida.- Sc disuclven 50 mg
de estandar WF de referncia de niacinamida, previamente secada y =
almacenada protegida de la luz en un desecador con pentdxido de --
fos foro, en suficiente solucién de alcohol (1 en 4), para hacer --
500 ml. Almaccnese en el rcfrigerador. Cada ml de esta solucién
contiene 100 mcg de niacinamida.

Ireparacion del estandar.- Transferir 5 ml de la solucién estan--
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dar concentrada de niacinamida a wun matraz volumétrico de 100 ml, di
luir a volumen y mezclar. Cada ml de esta solucidn contienen S mcg-
de niacinamida NF estandar dc referencia.
Preparacion de la mucstra:

Se pesan con exactitud alrededor de 1.5 g de levadura seca
y se colocan en un vaso de precipitado. Se agregan 20 ml de acido -
sulfirico 1 ¥ y sc mezclan. Se lavan las paredes del recipientc con
una pequeila cantidad de icido sulfirico IN y se calienta la mezcla -
bajo presién a 121°C por 30 min. Se enfria y se dispersan los gru--
mos que se hayan formado. Sc ajusta el pll a 6.8 con solucidn de so-
sa, y sc¢ transfiere a un matraz volunétrico de 100 ml y se afrora --
con agua. Si después de reposar el 1lfquido sdbrenadante no es cla-
ro, hay quec filtar.

Procedimiento:

Transferir a una serie de tres tubos los volumenes de so-
lucidn que se indica a continuacién: a dos de los tubos transferir
1 ml de la muestra preparada y 0.5 ml de solucién de hidroxido de a
monio (1 en 5). Tratande cada uno dc los tubos individualmentc, a-
gregar 5 ml de solucidn de vromuro de cianégeno{ 1 en 10). Después
dc treinta segundos sc agregen 2 ml de solucién de dcido sulfanili-
co(el cual se prepara disolviendo 2.5 g de acido sulfanilico en 15
ml de agua y 3 ml de amonfaco T.S., mezclando y agregando con agita
cidn mas amonfaco TS si es necesario, hasta que el acido se disuel-
va, se ajusta el pll se la solucion a 4.5 con lIC1 diluido y usando -

verde de bromocresol TS camo indicador y diluyendo a 25 ml). se ta-
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pa el tubo y se agita bien. Dos minutos después de la adicidn de la
solucidn de 4cido sulfanflico colocar cl tubo en un colorimetro y de
temminar la absorbancia a una longitud de onda de 450 milimicras, con
tra u cero marcado por el blanco. Los blancos se preparan como la
muestra, excepto que se subtituye la solucién de bromuro de ciandgeno
por 5 ml de agua. Se repite el procedimiento utilizando 1 ml del es
tandar preparado en lugar de la mucstra preparada.
Calculos:

Se calcula la cantidad de mg de niacinamida en cada gramo
de la muestra tomada por la formula: 0.5( P\‘/AS) / W en donde Au
y As son los promedios de las absorbancias de las soluciones de la
muestra preparada y del estandar respectivamente y W es el peso en

gramos de la muetra tomada.
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3.4.- LATERIALLS
3.4.1.- FERMENTADOR

Para llevar a cabo las fementaciones utilizando un medio
de cultivo mayor al emplcado para las fermentaciones en matraces ba
fleados, se¢ recurrio a unos fermentadores de acero inoxidable que -
son propiedad del departamento de Microbiologia de la Facultad de -
Quimica. FEstos fementadores consisten en un cilindro de accro ino
xidable cuyas dimenciones son: altura 50 cm. didmetro 30 cm. En la
tapa superior del cilindro se cncuentran unos tubos tanbién hechos
de acero y que sirven para la entrada y salida del aire y otro para
el muestreo. Ademds posee una flecha metdlica colocada en el cen -
tro de la tapa en wn dispositivo con baleros sellados que sirve pa-
ra agitar el medio de cultivo.

Para hacer wna descripcién mas detallada del fermentador
hay que tocar los puntos inportantcs para su uso que son: la agita-
cidn, la aireacidn y el mues treo.

-Agitacién.- Para llevar a cabo la agitacion del medio de cultivo,
sc utilizdo wn motor de medio caballo de fuerza el cual sirve para

hacer girar la flecha trasmisora y &éta a su vez a la flecha coloca
da en el centro de la tapa del fermentador. Ista tienc dos palctas
colocadas cn dngulo recto a la mitad de la flecha y otras dos colo-
cadas en la misma posicién pero en la parte inferior. Estas pale -
tas al girar son las que mucven cl medio de cultivo. Para ayudar a
la agitacidn, el tanque posec ademds cuatro bafles dec 2.5 an. de

ancho y 20 cm. de largo, colocados transversalmente a las paredes -
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del fermentador y que sirven mra fommar turbulencias en el medio dc
cultivo.
-Aireacién.- Para llevar a cabo la aireacién del medio de cultivo,
sc utilizé un compresor cléctrico para bombear el aire. Este pasa -
despufs a una valvula con la cual se regula la cantidad de aire in -
yectado al medio. bUespués de esto sigue un filtro el cual esterili-
za ¢l aire, éste filtro estd hecho con un tubo de acero de 3 pulga ~-.
das de didmetro y de 20 am. de largo, el cual ticne en sus extremos
wnas tapas fabricadas del mismo matcrial que sc unen al tubo por me
dio de roscas, éstas tapas tienen en su centro un pequefio tuo metd
lico que sirve para hacer las conexiones con la tuberia del aire.
El aire se filtra a través de capas de algoddn colocadas en todo cl
interior del filtro. Lstas capas de algodén fueron cambiadas cada
vez que se llevd a cabo wna nueva fermentacidn, y se esterilizé jun
to con el fementador.

Después del filtro, el aire entra por wn tuwo metdlico co
locado en la tapa del fermentador, que tiene una forma de "L'", para
que su extremo (uede colocado exactamente debajo de las palctas agi
tadoras con el objcto de que Gstas, ademds de agitar el medio, sir-
van para ayudar a la incorporacién del aire cn el medio de cultivo.
La Giltima parte del sistema de aireacidn lo forma un pequefio tubo
colocado cn la tapa del fermentador que sirve para la salida del --
airc, 8ste tubo cuyo extremo no llega a tocar cl medio tienc cn su
otro cxtremo un filtro heciio can algodén a fin de cvitar la cntrada

de microorganismos contaminantes al medio al variar la presidn den-
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tro del fementador.
-Muestreo.- Para llevar a cabo cl muestreo del medio durante la fer
mentacién se utilizd un tubo colocado en la tapa del fermmentador cu-
yo extremo mis largo penetra dentro del medio de cultivo dentro del
fermentador. El otro extremo del tubo se conectd a una mangera de -
hule lo suficientemente larga como para que se puede sifonear, la --
cual temmina en un tubo de vidrio de wnos 10 an. de longitud. En -
csta mangera de hule se colocé una pinza de Mohr con el ochjeto de ce
rrarla y abrirla cuando fuese necesario. El cxtrermo libre del tubo
de vidrio se colocd sumergido dentro de un tubo de ensayo con alcohol
al 75% , detenido por medio de wn tapdn de hule, en esta forma se -
trataron de cvitar las contaminaciones al muestrear.
3.4.2.- CEPAS

Las ccpas utilizadas en el presente trabajo fueron las si-
guientes:
- Candida utilis, (Torula utilis).- [Esta levadura fué proporcionada
por el departamento de Microbiologia de la Facultad de Quimica de la
U.NJAM,
- Saccharomyces carbajali.- Ista levadura no fué posible conscguir-

la, por lo cual tuvo que ser aislada del aguamicl. Para esto se uti

lizo un aguamiel obtenido en Tulancingo en el Estado de iidalgo.
3.4.3.- MELAZAS

Las melazas que sc ermlearon para llevar a cabo la investi
gacién, fucron proporcionadas por cl departamento de ‘licrdbiolegia -

“de la Facultad de Quimica de la U.N.A.M.



61

3.4.4.- EQUIPU IE LABORATORIO

Los principales aparatos de laboratorio que se cmpleardn
para llevar a cabo los anilisis y experiencias del presente traba-
jo, son los que sc¢ ehuncran a continuacion.

1.- lispectrofotdmetro.- Beckman, modelo IB-G, fabricado
en Fullerton, Calif. USA.

2.- Potencidmetro.- Becinan, modelo Zeromatic IT Beckman,
Calif, USA.

3.- Balanza Analitica.- !lettler, De la casa Mettler de --
Zuricy, Zuiza.

4,- Fluordmetro.- Modelo num. 110, de la casa G K Turner
Associates, Palo Alto Calif, USA.

S.- Estufa.- Thelco, modelo 19, de la casa Precision --
Scientific Company. Chicago Illinois, USA.

6.- Microscopio.- lodelo Bactil - 60, de la casa Watson

Barnet, Lngland,

3.4.5.- CRISTALERIA
El material de vidrio que se utilizé, fué el matcrial nor
mal de cualquier laboratorio, (tubos de ensayo, pipetas, matraces,

matraces voluétricos, ctc.) .



CAPITULO 4
RESULTADOS

4.1.1.- AISLAMIENTO DE SACQAPOMY(LS CARBAJALI LLL AGUAMIEL

Para llevar a cabo el aislamicnto de la levadura, se recu
rridé a los estudics hechos por Rufz Oronoz (26), sc procedid de la
siguiente manera:
Se realizardn varias sicmbras en un medio de Sabouraud. FEstas ---
siembras fuerdén ncchas a diferentes diluciones 1/1 000, 1/10 000 ,_
1/100 000, para lograr obtencr asi las colonias bien separadas unas
de otras y poder tener cultivos posteriores que procedan de una cé-
lula. in el desarrollo prictico se dbservd quc con las diluciones
de 1/1 000 y 1/10 000, las colonias cran numerosas y su di ferencia-
cién resultaba diffcil, ya que se mezclaban entre s, pero con la
dilucidn de 1/100 000 se obtuvieron las colonias bien diferenciadas
unas de otras y asi se pudieron hacer resiembras que procedian de -
una sola colonia.

los resultados obtenidos en el Sabouraud, después de nacer
tres resiembras, fueron que aabfa cuatro tipos de levadura diferen .=
tes por sus caracteres macroscépicos. De Gstas sc escoglé una para
su identificacién y fué elegida por ser la que nds se habfa desarre-

1llado.
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Las colonias sc¢ incubaron a una temperatura cntre 28°
30°C y se observardn a las 48 horas, resultando que la levadura
selcccionada, sc desarrolld en forma de colonias circulares, de
color blanco grisacco, con bordes enteros, de superficie convexa
y algunas casi planas, himedas y brillantes, lisas menos en el -
centro donde son w1 poco rugosas y levantadas, la parte central
toma con el tierpo un color moreno mientras que en la periferia
continfia de color blanco grisdceo, asi mismo sc conservan .iGme--
das y con bastante brillo.
4.1.2.- CARACTERLS MACROSCOPICOS Env MEDIO LIQUILO

Ln el cultivo de la levadura utilizéndose aguamiel sim
ple como medio de cultivo 1liquido, se cbtuvieron los siguientes
resultados: La levadura a las 24 horas de haber sido sembrada,-
¢ incubada a una temperatura de 28°a 30°C, se cncontraba en cl -
fondo dec los tubos, en forma de un abundante depdsito de coler -
blanco grisdceo, teniendose también un enturbiamiento del medio,
al mismo tiempo que un desprendimiento de gas debido a una fer -
nentacién ruy activa. A los cuatro dias, la fermentacidn se de-
tuvo, a los diez dias el medio sc nabia clarificado y se habia -
formado un deposito de color blanco amarillento. .o se observd
ni la formacién de anillo ni de velo en el medio.
4.1.3.-  CARACTLRLS "TCPOSQIPIQS ix LAS CELULAS I LA LLVADUPA

Las levaduras del aguamicl, fucron obscrvadas a las 48
horas de haber sido sembradas en ¢l medio, teniéndose que cran -

c€lulas de diferentes formas y estructuras, que las habfa de for
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ma alargada y redonda con vacuolas, quc formaban ciertas cadcnas que
tenfan brotes laterales y alpunas con granulaciones ocbscuras en els-
protoplasma. Se notaban pocas vacuolas en las células, la mayoria -
ho las tenfan. A los tres dfas, aparccieron gldhulos de grasa que -
llegardn a hacerse my NUMCTOSOS. Lespuls de varios dias, aparecic-
ron las primeras ascas, con tres y.cuatre ascosporas, aumentando des
puds cn gran cantidad.

Al observarse las levaduras del medio de Sabouraud, se tu-
vo que la gran mayoria de las cflulas tenian forma cliptica alargada,
formandose falsos micelios con gran cantidad de brotes laterales, al
principio el protoplasma se notaba granulcso, después adquirid vacuo
las y grasa. A los 45 dias aparccieron las primeras ascas, tarbicn

con tres y cuatro ascosporas.

4.1.4.- CARACTERLS BIOQUIMICOS

Se hicierdn prucbas de fermentacidn utilizando para ello
tuvos con 10 m. de medio 31.4 hedhos con los siguientes azdcares: Xi
losa, galactosa, maltosa, lactosa, sacarosa, rafinosa y glucosa.. 2
Las expcriencias se realizarén por triplicado para evitar algim posi

ble crror, teniéndosc los resultados que sc¢ presentan:

xilosa| galactosa| maltosa | lactosa | sacarosa rafinosa| glucosa

+ -— + — + + +
+ — + — + + +
o — + -— + + +

Cuadro num. 4



65

4.1.5.- CUADI) GLNERAL DE LA LEVADURA

Basindome en los resultados obtenidos en los puntos 4.1.1.
a 4.1.4,, se pudo concluir que la levadura pertenece al género Saccha
romyces, por los caractéres siguicntes: originar una fermentacidn al-
coholica ¢ intensa; poseer células esféricas, ovales, elipticas y = =
alargadas; formar rudimentos micelianos, ascas obtenidas por conjuga
cién o partenogénesis , con esporas redondas de paredes lisas; vegeta-
cién en los 1fquidos formando depdsito y en ningm caso anillo o velo.

A continuacién se presenta el cuadro completo de clasifica-

cion de esta levadura

Reino Vegetal

Phy 11um Tallophyta
Subphy1lum Fungi

Clasc Ascamycetes

Orden Endomycetales
Familia Endomycetaceae
Subfamilia Saccharomycoideae
Tribu Saccharomycetaceae
Género Saccharomy ces

Lispecie carbajali



Cuadro num. 5
lo. paso 20. paso 30. paso 40. paso So. paso 60. paso 70. paso 80. paso
horas 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
+ + : + ++ ++ ++ +++ ++ +++ +++ +++ ++4+ ++4+4 +4+4+ +++4+
Torula utilis + + + ++ ++ ++ +4 ++4+ ++ +++ ++4+ 4+ +++ +4+4+ ++4+ ++4+4+
+ + + + ++ +4+ ++ +++ ++ +++ +4+4+ +++ +4++ ++++ +++ ++++
+ + +* ++ ++ +4+4 ++ +++ ++4+ +4++ +++ +++4+ +4+4+ ++4++ ++4+ 44+
Sacch. carbajali + + + ++ ++ +++ ++ +++ +4+4 4t 4+ 44+ 44+ 4
+ + + ++ ++ +++ ++ +++ +4+4+ 444 +4+ ++44 +4++ 44+ +4+4+ ++4++
medio utilizado: agar melaza * crecimiento pobre
terperatura de incubacién: 28°-30°C ++ crecimiento regular
pil del medio: 4.5 +++ crecimiento bueno
++++ crecimiento abundante

4.1.6.- Adaptacidn al medio dc melazas

Método 3.2.2,

99
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4,1.7.- DETERMINACION DEL pH OPTTMO PAPA CEL CRECIMIINTO DE LAS
LEVADURAS
pti 3.0 35 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0
++ +++ ++++ +4+4++ 4+ ++ ++ + +
C. ++ +++ ++++ +++4 +++ ++ ++ + +
utilis ++ +++ ++++ 444+ +++ ++ ++ + +
++ 4+ +++ ++4++ +44++ ++4+ ++4+ ++ +
S. car + 4 ++4+ +4++ +4+++ 44+ 4+ 4+ ++ +
baJall ++ +4++ +4++ ++++ ++++ 44+ +++ ++ +
Cuadro num. 6
+ crecimiento pobre terperatura 25°- 30°C
++ crecimiento regular medio de melaza
++4 crecimiento bueno concentracién de azicar
++++  crecimiento abundante 10%
Método 3.2.3.
4.1.8.- TEMPERATURA OPTIMA DE CRECTIENTO DE LAS LEVADURAS
\étodo 3.2.5.
levadura S°€ 20°C 258€ 30°C 37°C 40°C
Saccharomy ces + ++ +44 +4+4+4 +4+4+ +
carbajali + ++ ++4 +44+4 ++4+ +
Candida + ++ +++ +H4+ ++ +
utilis + ++ +4+ TOTe ++ +
Cuadro num. 7
pH del medio 4.5 medio de melaza agar

tiempo de incuboacién 48 hr.
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4.1.9.- CRECIMIENTO DE LAS LEVADURAS EN AGITACION EN MATRACES
BAFLEADOS

Cuando se hizo la determinacién de la concentracion adecua
da de azficares para el crecimiento dptimo de las levaduras (método -
3.2.4.), se obtuvo el crecimiento de éstas expresado en peso. Para
saber cual era la concentracién Gptima de aziicares se calculd el ren
dimiento de cida una de las levaduras a las diferentes concentracio-

nes de azdicares, teniendosc los siguientes resultados:

Saccharomyces carbajali

1% de azilicares 2.5% de azlicares

hr. mg lev./100 ml promedio" hr. mg lev./100 ml  promedio

0 100 100 100 || 0 100 100 100

6 135 126 130 6 135 141 138
12 162 149 155 12 193 212 202
24 200 290 245 24 424 510 467
48 210 237 263 48 560 495 527
72 216 289 252 72 540 503 521
a 5% de azlicares 10% de azicares

hr. mg lev./100 ml1  promedio hr. mg lev./100 ml promcdio

0 100 100 100 0 100 100 100
6 165 142 155 6 135 123 129
12 230 291 260 12 320 295 307
24 974 1010 992 24 2735 2833 2634
48 1025 993 1009 48 2816 2714 2765

72 1013 1090 1055 72 2825 2730 2778
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Candida utilis

1% de azlcares

2.5% dc azilcares

hr. mg lev./100 m1  promedio hr. mg lev./100 ml1  promedio
0 100 100 100 0 100 100 100
6 108 115 112 6 145 150 148
12 122 119 120 12 190 187 188
24 198 179 188 I 24 465 493 479
48 195 195 195 48 495 500 498
72 200 190 195 72 504 555 529
5% de aziicares 10% de aziicares
hr. mg lev./100 ml1  promedio hr. mg lev./100 m1  promedio
0 100 100 100 0 100 100 100
6 150 152 151 6 150 168 159
12 198 261 229 12 380 410 395
24 970 900 936 24 2740 2798 2769
48 1025 1040 1032 48 2810 2890 2850
72 1095 1100 1097 72 2875 2870 2873
Saccharomyces carbajali Candida utilis
% azGcarcs rendimicnto § % azilicares rendimiento %
1.0 25.2 1.0 19.5
2.5 20, 84 2.5 21,16
5.0 21.02 5.0 21.94
10.0 274:18 10.0 28.73

Cuadro num. 8
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4.1.10.- QONSIMD DE AZUCARES RLEDUCTORES

La detemminacién de la cantidad de aziicarcs reductores to-
talcs presentes en el medio de cultivo, sc 1levd a cabo siguiendo 1la
técnica de Underkofler( 3.3.7.).

Fué necesario hacer diluciones de las muestras que se ha -
bfan tomado del fermentador, para poder llegar a una concentracién -
que estuviera entre 1 y 10 mg. de azlicar por cada 5 ml. de solucion,
ya que es en este rango de concentraciones donde se puede determinar
la cantidad de azicares utilizando este método dc andlisis. Las di-
luciones que se realizar6n fucron las siguientes: Para las primeras
detemminaciones en las etapas mas tempranas de la fermentacidn a la
muestra tomada del fermentador, después de haber separado la levadu-
ra del medio, se tomaron 10 ml. de &stec y sc llevaron a 500 ml. para
realizar el an3lisis. Para las Gltimas determinaciones en las faces
finales de la fermentacidn se hizo la siguiente dilucion; del medio
ya separado de la levadura, se tomo una alicuota de 4 ml. los cuales
se aforaron a 50 ml con agua destilada. De ésta Gltima dilucién, sc
tomaron 5 ml. para el andlisis.

Para saber la concentracién del azlicar fué necesario reali

zar una curva patrén. Los resultados de esta curva, al graficar, --
dan una linea casi reccta sobre la cual se calaularon las concentra -

ciones de las nuestras diluidas.



Consumo de azficares reductores (método 3.3.7)

Saccharonmyces carbajali Candida utilis
ml tio- muestra  conc. azicar ml tio- muestra conc. azlcar
aora  sulfato ai1iufda real en  residual sulfato diluida rcal en residual
gastado mg/5ml ¢/100m1 % gastado mg/5ml g/100ml %
0 2.4 11.6 11.6 100 2.8 11.0 11.0 100
4 2.8 11.0 11.0 97.06 3.1 10.6 10.6 96.5
8 32 10.7 10.7 86.7 3.25 10.25 10,25 93.3
12 3.4 10.0 10.0 86.2 3.8 9.4 9.4 85.1
16 4,0 9.0 950 77.58 4,75 775 7:75 70.8
20 4.2 8.6 215 18.53 4.6 7.9 1.98 18.1
24 Sl RS 1.83 15.77 5.2 7:1 1.79 16.3
28 5.8 6.0 1.5 2,93 6.25 5.58 151 12.0
32 5.5 6.6 1.65 14,22 6.6 4.8 1.2 11.0
36 6.1 5.7 1.43 12.32 6.8 4.6 1.16 10.58
40 5.8 6.0 1.50 12.93 6.55 4.9 1.24 11.32
Curva patron
mg sacarosa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 blanco
ml tiosulfato
gastado 9.0 8.5 7.7 7.3 6.5 5.8 5.4 4.9 3.9 3.4 9.7

Cuadro nim. 9

LL
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4.1.11,- CRECIMIENTO DE LAS LEVADUPAS LN LOS FEPMENTADCRES

Cuando se llevaron a cabo las fermentaciones para obser-
var el consuro de azicares reductores totales, se obscrvd de una -
manera simultanea el crecimiento de las levaduras, ya que a todas
las muestras tomadas del fermentador cada cuatro horas se le deter
mind la cantidad cn peso de la levadura. Para saber el peso exac-
to de las levaduras, fué necesario detemminar el porcentaje de hu-
medad que tenian éstas después de haber sido separadas del medio -
de cultivo por centrifugacidon. Se cncontrd que la humedad prome--
dio de las levaduras asi tratadas fué de 46.6% en ¢l caso de Sacha
romyces carbajali y de 38.8% cn el caso de Candiaa utilis. EI1 mé-
todo por el cual se hizo la determinacién de humcdad es el expues-
to en el punto 3.3.4.

Cuando se tuvo la humedad promedio de las levaduras, fué
posible calcular el peso de éstas en base seca y con estc dato, al
dbtener su logaritmo, trazar una grafica en donde resulta claro ob
servar el crecimiento de las levaduras (grafica num. 2).

Los resultados del crecimiento de las levaduras en los -
fermentadores se encuentran en el cuadro nmum. 10, en donde se dan
los siguientes datos: el peso de la levadura humeda, el peso cal-
culado de la levadura seca y el logaritmo de éste Gltimo dato. A-
demds se encuentra indicada la humedad encontrada para cada una -

dc las levaduras.
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Crecimiento de las levaduras en los fermentadores

Sacciaraniyces carbajali

ng de lev. mg de lev.
hora himeda/100 ml seca/100 ml log.
0 18.7 10 1.0000
4 9.3 21 1.3322
8 50.6 27 1.4313
2 61.8 33 1.5185
16 1846.4 986 2.9938
20 6850.0 3658 3.5632
24 7300.0 3898 3.5908
28 7410.0 3957 3.5973
32 7576.0 40.45 3.60069
36 7528.0 3913 3.5925
40 7235 3863 3.5869

llumedad promedio de la levadura: 46.6%

Candida utilis

mg de lev. ng de lev.

hora htmeda/100 ml seca/100ml log.
0 20.0 12.2 1.0863
4 3351 2052 1.3053
8 5503 33,7 1.5276
12 181.0 110.8 1.5276
106 1997.1 12222 3.087
20 6960.0 4259.5 3.6293
24 7575.0 4624.9 3.6651
28 7600.0 4651.2 3.6676
32 7603.0 4653.0 3.6077
36 7580.0 4638.9 3.6664
40 7590.0 4645.0 3.6669

Ihmedad promedio de la levadura: 38.8

Cuadro num. 10
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Curvas corparativas de crecimiento de las levaduras y consumo de azicar.
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4.1.12.- ~ RENDIMIENTOS
Con los datos obtenidos de las levaduras en los fermenta
dores (4.1.11) y los del consumo de azdcares reductores (4.1.10),-
fué posible calcular el rendinmiento de cada una de las levaduras.
Para esto se tomd como crecimiento miximo de la levadura, un pro-

medio de los pesos de estas de los datos que se obtuvicron entre -

las 24 y las 40 horas de fementacién. Este resultado fué relacio
nado con el promedio de azficar consumido por las levaduras en esc
mismo lapso de tiempo expresado en forma de porcentaje. Los rendi

mientos que se obtuvieron se encuentran indicados a continuacidn:

Saccharomyces carbajali “ Candida utilis

g lev./100 ml $ azlcar ¢ lev./100 ml % azicar

base seca consurida base secca consumida
3.9352 87.07 4.6426 88.77

Rendimicento: 45.19% cn peso Rendimiento: 52.3% cn peso

Cuadro nim. 11

4.1.13.- PROTEINAS

La deteminacién de proteinas cn las levaduras, se recall
26 después de haberlas tratado por el método (3.2.6). L1 ensayo -
se 1levd a cabo empleando cl método de Kjieldhal (3.3.1).

Se realizaron dos series de analisis para cada una de -
las lcvaduras para detemminar la cantidad de protcinas: una a la -
levadura desarrollada cn los matraces bafleados y otra a la de los

fermentadores. L1 andlisis se rcalizd por triplicado para la leva
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dura desarrollada en matraces bafleados y por gquintuplicado para la

obtenida en los femmentadores.

valor promedio 5 en neso scco

levadura

levadura

matracces balleados

Fermentadores

5. carbajali

Candida utilis

49.43

50.15

19.63

5075

4.1.14,- GRASA

Cuadro nfm. 12

La determinacidn de grasa en las levaduras obtenidas en -

los fermentadores, sc llevé a cabo siguiendo la téciica indicada en

el punto (3.3.2).

Ista deteminacién

ra cada una de las levaduras obtenidas en los fementadores,

niendose los siguientes resultados:

se realizd por duplicado pa-

obte--

levadura valor promedio expresado en % en
peso scco

Saccharomyces carbajali 1.061

Candida utilis 199

4.1.15.,- TFIBRA CRUDA

Cuadro nim. 13

La deteminacion de fibra cruda se realizd cn las levadu

ras desarrolladas en los fermentadores, de acuerdo con la técnica-

indicada en el punto (3.3.3.).

duplicade para cada wuna de las levaduras .

L1 analisis se llevé a cabo por --

levadura valor promedio expresado en % pesc
SCCO

Sacclhiaromyces carbajali 155

Candida utilis 1.99

Cuadro nim. 14
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4,1,106.- HUMEDAD
Para hacer la determinacién de lumedad cn la levadura, €sta
tuvo que ser tratada primeramente siguiendo la técnica indicada en el
punto (3.2.6.) para scr lavada y secada. )1 andlisis se llevé a cabo
de acuerdo con la metodologia expucsta cn cl punto (3.3.4.). Lade -
terminacidén se realizd en las levaduras tanto de los matraces bafleca-

dos como en la de los fermentadores.

levadura valor promedio % en peso seco de levadura
matraces bafleados Tfermentadores
>. carbajali 7.82 7.90
Candida utilis 7.96 8.04

Cuadro nim. 15

4.1.17.- CENIZAS
La detemminacidon de cenizas se 1levo a cabo siguiendo el mé
todo indicado en el punto (3.3.5.) apllicandose tanto a las levaduras

obtenidas en los matraces bafleados como en los fermentadores .

levadura valor promedio % en peso seco de levadura
matraces bhafleados fermentadores

5. carbajali 7.82 7.90

Candida utilis 8.12 8.21

Cuadro ntm. 16

4.1.18.- CAPBAITDRATOS
Ista determinacién se¢ 1levé a cabo de acuerdo con el método
(3.3.6.), obtenicndose los resultados utilizando los valores promedio

de 1as determinaciones anteriores

levadura valor promedio expresado en % en
peso scco

Saccharoryces carbajali 30.43

Candida utilis 30.41

Cuadroe nim. 17



78
4.1.19,- FOSFORO
La determinacidn de fosforo se realizd siguiendo cl método
indicado cn el punto (3.3.8.). Ll fosforo se detemind en forma de

PZ()S'

levadura valor promedio expresado cn % en
peso seco

Saccharomyces carbajali 1.61

Candida utilis 1.88

Cuadro nim. 18

4,1.20.- TIAMINA

A las levaduras obtenidas en los fermentadores, se les de-
temind la cantidad de tiamina que contenfan, de acuerdo con la téc-
nica especificada en el punto (3.3.9.). Para hacer esta determina -
cién se pesé aproximadamente un gramo de muestra, el cual se diluyd
hasta tener una concentracién de aproximadamente 0.2 mcg/ml. Al cal
culara el factor de dilucidn, se encontré que tenia el valor de - -
133.3333. .

Para conocer la cantidad de mcg de tiamina en cada 5 ml de
la nuestra preparada, se aplicd la siguiente férmula: (A-b)/(S-d), -
en donde( A) es el promedio de las lecturas de la nuestra, (b) el la
lectura del blanco de la muestra, (S) es el promedio de las lecturas
del patrén y (d) es la lectura del blanco del patron.

Para conocer la concentracién real de la muestra, la canti
dad de mcg de tiamina en cdda 5 ml de la mucstra fué multiplicado -
por el factor de dilucién y dividido entre cl peso de la muestra to-

mada.
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Los resultados obtenidos son los que se indican a continua-

cién:
lecturas fluorémetro mucstra | peso mcg/g
levadura tratada | muestra | resultadd
blanco | muestra | promedio| mcg/5ml g.
patrdn 0 80 80.5 80.25
S. carba-
jali 7 83 83.5 83.25 1.013 1.000 134.99
C. utilis 2 86 87.0 86.50 1.053 1.000 140,40

Cuadro nfm. 19

4.1.21.- RIBOFLAVINA

A las levaduras desarrolladas en los fermentadores, se les
determing la cantidad de riboflavina que poseian, utilizando la téc-
nica especificada en el punto 3.3.10. Para llevar a cabo csta deter
minacién, fué necesario hacer diluciones a los 5 g. de muestra que -
se tomaron, para poder llegar a una concentracién de riboflavina de
0.1 mcg/ml. Al calcular el factor de dilucién, sc¢ encontrd que te--
nfa el valor de 2 000,

Para conocer la cantidad de riboflavina que habfa en 10 ml
de la muestra preparada, sc utilizé la formula: 0.0001(Tu-Ib)/(Is-1u)
en donde (Iu) es la lectura promedio de los tubos que contienen solo
la muestra preparada, (Is) es cl promedio de las lecturas de los tu -
bos que conticnen la muestra y el patron y (Ib) es la lectura prome-
dio de los tubos después de haberles agregado el hidrosulfito de so-

dio.

& litpaLsm .
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Los resultados que se obtuvicron son los que se indican a

continuacidn:
muestra peso resultado
lecturas promedio | tratada muestra | en mg/g
levaduras Tu Ib mcg/10ml g.
S. carbajali 56 31 0.1041 4.9989 | 0.04169
C. utilis 52 21 0.1107 5.0000 | 0.04428
Cuadro nim. 20
4,1,22.- NIACINAMIDA

La cantidad de niacinamida que poscfa cada una de las levadu-

ras se determind siguiendo la técnica indicada en el punto 3.3.11. Pa-

ra calcular esta cantidad se utilizé la siguicnte férmula:

0.5 x (Au/As)/W en donde Au y As, son los promedios de las absorbancias

de las soluciones de 1a muestra preparada y del patrdn respectivamente

y W es el peso en g. de la muestra tomada.

Los resultados que se obtuvieron son los siguientes:

levadura absorbancia | promedio | muestra |[resultado
g. meg/g

S. carbajali | 0.475 0.460 0.4675 1.500 296.0

C. utilis 0.480 0.485 0.4825 1.500 306.4

Cuadro nam. 21



CAPITULO 5

DISCUSION

El primer problema que se tuvo que afrontar al llevar a ca
bo este estudio, fué el dc conseguir la cepa adecuada de levadura, -
ya que las que se pudieron conseguir, presentaban diferencias al ser
comparadas con los datos encontrados en la bibliograffa (26-30); por
lo cual se decidié no utilizarlas. Debido a csto, fué necesario ais
lar la levadura dircctamente del aguamiel.

Al sembrar el aguamiel en un medio de Sabouraud, sc desa -
rrollaron principalmente tres tipos de levaduras. De entre éstas, -
se escogi6é de una manera arbitraria a la que mis se habia desarrolla
do. La levadura aislada en el Sabouraud, para ser identificada, tu-
vo que ser estudiada en sus caractéres macroscopicos en medio sélido,
caracteres microscdpicos de las células de la levadura y cn sus ca -
ractéres bioquimicos, encontrindese que los resultados obtenidos in-
dican que la levadura pertenece al géncro Saccharomyces y que es la
levadura que el Dr. Ruiz Oronéz clasificd como Saccharomyces carbaja
1i.

Posteriormente, se desarrollé un medio de agar melaza, el
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cual fué utilizado en la adaptacidn y crecimiento de las levaduras.
Se 1levarén a cabo determinaciones del crecimiento de las levaduras
a diferentes concentraciones de azicar, pli, temperatura, con el ob-
jeto de encontrar cuiles eran las condiciones optimas para el desa-
rrollo de cada especie de levadura.

En la clarificacién de las melazas utilizadas para el me-
dio de cultivo, se presentd el problema de no lograr una completa -
eliminacién de las sustancias indeseables al precipitarlas al este-
rilizar el medio en el autoclave. Al principio se obtuvierdn las -
levaduras en un medio con melaza sin tratar, observandose que las -
colonias presentaban colores obscuros y que en los medios ifquidos,
al ser centrifugados, se formaba una mezcla de levaduras y sustan -
cias extrafias. Para resolver este problema, se encontrd que al cla
rificar el medio, durante el cambio de pil de basico a 4cido, el pre
cipitado se formaba en gran cantidad, por lo cual se decidid tratar
la melaza de esta forma.

Para enriquecer el medio de cultivo, se utilizé uma cier-
ta cantidad de agua de cocimiento de maiz, para facilitar factores
de crecimiento para el mejor crecimiento de 1la levadura. Respecto
al nitrdgeno y al fésforo utilizados en forma de sales inorgdnicas
en los medios de cultivo, no se reali 26 un cstudio de la cantidad
dptima de cada uno de ellos para cada una de las levaduras, ya que
las cantidades utilizadas dieron buenos resultados para ambas, €s-
tando de acuerdo a las tesis expuestas cn la bibliografia (7-30).

* La concentracién de azficares del medio se tomé en grados
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Brix, varidndose esta concentracién entre uno y diez grados Brix en
las diferentes fermentaciones realizadas, con el objeto de determi-
nar la concentracién dptima de azGcares para el mejor crecimiento -
de las levaduras.

Sabiamos que las levaduras al llevar a cabo la fermenta -
ci6n producen una cantidad considerable de alcohol y se sabia tam -
bién que a mayores cancentraciones de alcohol, el desarrollo de la
levadura se veia inhibido, por lo cual para evitar esto, s€ utiliza
rén medios de cultivo con un maximo de 10°Brix y se le proporciond
una aireacién adecuada con el mismo motivo.

Con los resultados del crecimiento de las levaduras en -
los matraces bafleados, se encontrd que la levadura tenia un rendi-
miento en relacidn con la concentracién de azlcar mds elevado cuan
do ésta era de un 10% .

Posteriomente se decidié observar el comportamiento de
Sacdlaromydes carbajali en un medio de cultivo de mayor voldmen con
las condiciones que se habian encontrado como Sptimas. Durante las
fermentaciones se detcrminaron el consumo de aziicares y la cantidad
en peso de le;adura que se desarrollaba, para posteriormente calcu-
lar el rendimiento de cada levadura. Sec encontrd al graficar estos
resu],;\ados que las levaduras tenfan el crecimiento muy similar al -
tipico de los microorganismos desarrollados en medio de cultivo 11-
quido, en estas grificas es posible obscrvar las diferentes fases -
que la componen, encontrandose que las fases son muy similares para

las dos levaduras.
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De 1a serie dc datos obtcnidos del crecimiento de las leva
duras, consumo de azlicares y rendimientos, se puede decir que Saccha
romyces carbajali da unos resultados similares a los de Candida uti-
1is, aunque un poco mas bajos. Esto se puede deber a que la levadu-
ra no este todavia bien adaptada al medio de cultivo, pero en st; ==
los resultados si son comparables.

Respecto a los andlisis quimicos a los que fueron someti -
das las levaduras, éstos fueron los que recomiendan el AOAC, el AACC
la NF y la USP, para las detemminaciones de protefnas, grasa, fibra
cruda, cenizas y humedad.

Para la deteminacién de aziicares reductores, se escogid
el método de Underkofler, por las siguientes razones: la cantidad de
mues tra que se tenia que analizar de una misma fermentacién debfa --
ser pequefia, y éste siendo un método semi-microquimico, nos pemitid
aprovechar una pequefia cantidad de medio para que se hiciera la de -
terminacién de aziicares, aprovechando el resto de la muestra para -
los demis analisis. Los azdcares reductores del medio se reportartn
siempre como totales. No se tamar6n en cucnta los reductores dircc-
tos porque por el método de clarificacién de la melaza, los aziicares
no reductores se hidrolizaban, lo cual se comprobé determinando los
reductores totales cn el medio antes y después de clarificar.

E1 método empleado para la determinacidn del fésforo en la
levadura, fué seleccionado ya que presenta la ventaja de que en el -
medio excesivamente dcido evita la formacién de dcido silicomolibdi-

co el cual interfiere en la reaccion de coloracién alterando los re-
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sultados (30). El bisulfito de sodio se empleca para evitar la posi
ble interferencia de nitritos.

En cuanto a los andlisis de las vitaminas se siguierdn -
las técnicas usuales proporcionadas por la NF y la WSP. Se detemmi
naron solo la tiamina, riboflavina y niacinamida, por ser éstas las
vitaminas que normalmente se analizan para abrir los requerimien -
tos de la USP y del NF.

Los resultados de los andlisis de estas tres vitaminas -
nos dicen que la cantidad de éstas en Saccharomyces carbajali es un
poco menor que la cantidad presente en Candida utilis, sin embargo,
resultan superiores a las especificadas caomo minimas en la biblio -

grafia anterior.



CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Toda la scrie de resultados tanto del crecimiento de las le
vaduras, como los del andlisis quimico de éstas, nos dicen que Saccha
romyces carbajali es una levadura similar a Candida utilis.

La levadura Saccharomyces carbajali, obtenida del aguamicl
o del pulque, puede ser una levadura que esté a la altura de competir
cuantitativamente con Candida utilis para la obtencién en gran escala
de biomasa.

Es de hacerse notar, que para dar una ditima palabra cn --
cuanto al uso de Saccharomyces carbajali como una levadura adecuada -
para la obtencién de protefnas o de vitaminas, aptas para el consumo
humano o animal, es necesario realizar un estudio cualitativo de esta
levadura no sdlo de sus protefnas, sino también de sus vitaminas y de
todos los demds factores que pueden influir en su toxicidad, en su va
lor biolbgico, en su valor cnergético, en su digestibilidad, etc. --
Mientras tanto, con los datos obtenidos en el presente estudio,fpodc-
mos concluir que Saccharomyces carbajali es una levadura que merece -
ser estudiada de una manera mas profunda ya que es apta para su pro-
duccién en gran escala, ademads de poseer los requisitos cuantitativos
necesarios para ser wna levadura quec se emplec para la produccidn de
proteinas {

Hay que recordar que Candida utilis ha llegado a su estado

actual de productividad y de calidad, después de mas de 60 afos dc -
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estudio, habiendose realizado cn clla varias ncjoras para optimizar
sus cualidades. VAl obscrvar esto, nos atrevemos a pensar que Saccha
ronyces carbajali es suseptible de realizar en ella adaptaciones si-
milares tendientes a hacerla mas productiva y a mejorar su calidad -
nutritiva, con lo cual puedan alcanzar un nivel tan elcvado en cstos

aspectos como el que actualmente tiene Candida utilisj
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