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A, 

O B J E T I V O S

Los objetivos de este trabajo fueron tres: 

1.- El comparar la levadura aislada con Candida utilis, ya

que ésta última es una de las levadura mejor estudiadas y es utiliza- 

da actualmente en la obtención de proteínas. 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 logró adaptarla a un medio a

base de mieles incristalizables. Por lo tanto es una levadura que -- 

esta ampliamente estudiada y experimentada en este canino, por lo cual

es posible establecer comparaciones y observar si la levadura que se

estudia puede responder de una manera análoga a ella. 

2.- El utilizar altea de las especies de levaduras aisla- 

das del aguamiel ( producto que abunda en algunas regiones del país), 

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 producción de levaduras a un nivel indus -- 

trial, con fines alimenticios, ya que son una buena fuente de pro -- 

tefnas y vitaminas. 
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3,- El utilizar una materia prima rica en azúcares y que

además 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

gación es el hacer un estudio comparativo de una levadura aislada - 

del pulque o del aguamiel, como lo es Saccharemyces 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 proteínas y as¡ posteriormente poder tener nn -- 

alimento que ya sea solo o combinado pueda ser utilizado cono fuen- 

te de proteínas, aminoácidos y vitaminas en la alimentación del ga- 

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



I N T R 0 D U C C I 0 N

Se podría decir que el problema nutricional de México tie

ne su origen en las características de la dieta que consume la po - 

blación. Micha dieta es el resultado de muy 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

racterísticos de nuestra geografía. La evolución cultural del mexi

cano ha desembocado en la consolidación de patrones dietéticos que

son bastante uniformes a lo largo del pais, ya que las variaciones

observadas son, más que nada, técnicas de preparación. Esto deter- 

mina que las diferencias en los tipos de dietas que se consumen en

México - diferencias especialmente relevantes para el estado de nu- 

trición de los individuos - sean el resultado de factores de tipo - 

socioeconcmico. 

México debe luchar en forma contínua y creciente por lo - 

grar un considerable aumento en la producción de los alimentos nese

sarios para que sus habitantes alcancen el nivel de nutrición 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 situación en la que nuestra demanda co— 

mercial

o- 

mercial pudiera equipararse a muestra demanda fisiológica. 

Resulta ser bien difícil el poder llegar a establecer so

bre certeras bases estadísticas, la cifra que nos indique la deman

da comercial actual de alimentos y la demanda fisiológica. No bas

ta conocer la cifra que representa la producción anual de alimen - 

tos en el territorio nacional, puesto que no todos ellos van desti

nados únicamente al pueblo, dado que una parte su utiliza para el

consumo animal. El maíz que es el grano de mayor empleo, se dis— 

tribuye entre los animales, las industrias y el hombre, y lo mismo

sucede can el trigo. 

En la actualidad todas las estadísticas son aterradoras, 

la FX) en su última encuesta mundial indica que de cada 100 habi- 

tantes del planeta, 72 están 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 in 17. 21 de la

población mundial sobrepasa el nivel normal de los 30 g. de pro -- 

teínas de buena calidad ( 6). 

En Nrexico al observar el consumo de proteínas tanto ani- 

males cano vegetales, que se hacen en diversas regiones del pais, 

en áreas rurales y urbanas; tanto a nivel de familia, cano a nivel

infantil, la situación es más favorable en el área urbana, pese a

tratarse de tn nivel socioeconcmico bajo. De esta última, es en - 
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la zona Central, Sur y Sureste donde el problema reviste graves pro

porciones. Tenemos como ejemplo al nitro preescolar, es decir de -- 

uno a cuatro años, este niño, en la zona Sureste del país sólo al - 

canza a consumir 20 g. diarios de proteína total en promedio, de - 

las cuales solo la cuarta parte es de origen animal, proteína que

por su cantidad y calidad no satisface sus necesidades mínimas ( 9). 

Ha sido notable el incremento observado en la producción

de alimentos en los últimos 25 años, especialmente en lo que se re- 

fiere a leguminosas y cereales; este fenómeno se ha acentuado a par

tir de 1955 y seguramente es consecuencia del desarrollo general -- 

del país, pero también de programas y medidas específicas y ha ten¡ 

do como rasgo sobresaliente el haber superado el propio crecimiento

de la población. Sin embargo, la disponibilidad real, que es el re

sultado del balance entre la producción por un lado y el crecimien- 

to demográfico, mermas, exportaciones e importaciones por el otro, 

revela un panorama menos halagueño. Estas disponibilidades son de

2625 calorías y 76 g. de proteínas por persona por día, que corres- 

ponden muy bien con las cifras de 2600 calorías y 75 g. de proteína

por persona, que los organismos internacionales FA0/ 0NIS consideran

cano minimas para an país en desarrollo ( 21). 

Sería un error suponer que estas cifras representan una - 

disponibilidad real de alimentos. De hecho, el consuno real es con

frecuencia inferior a ellas. 

No es fácil evaluar el estado de nutrición de psi pueblo, 



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. ¿ Ouántos de los rasgos

físicos y mentales que caracterizan al indígena mexicano, que se han

creido que son raciales, son en realidad signos de mala alimenta --- 

ción?. Esta es quiza la principal anua 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, 

más que un objeto de comercio, debe ser ante todo el principal sos- 

tén de la vida y la salud de los habitantes. 

QJNCWSION.- El pais debe de producir un alimento comple- 

mentario que debe proporcionarsele al pueblo al menor precio posible, 

Este debe de ser ua alimento que venga a cubrir las deficiencias de

nuestros alimentos, o sea: a).- Proporcionarle proteínas en abun— 

dancia, sobre todo aquellas que más se asemejan a las del tipo ani— 

mal; b).- Asegurarle la aportación ciando menos de Z de los amino- 

ácidos que el organismo no puede sintetizar: triptofano y lisina; - 

c).- Así cano los factores vitamínicos de que carece. Todo esto en

un alimento conveniente y barato, que en su ración alimenticia pro— 

porcione también al organismo las calorías necesarias para reponer - 

las calorías gastadas en su diaria actividad. 
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Cuadro : Jíaa. 1

DISIUNIBILIDAD UE ALPII \JW DN MEXICC 6

kilo renos or ano y por habitante

1945 1950 1955 1960 1965 1970Alimento

Cereales 129. 8 133. 1 149. 4 164. 7 162. 1 168. 9

Leguninosas 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 13. 3 13. 8 14. 0 16. 8 21. 2

Frutas 50. 9 56. 5 54. 1 63. 2 72. 5 67. 9

Carnes - 21. 8 17. 2 U- 44 26. 9 26. 9 25. 9

Leche 81. 4 76. 2 77. 8 98. 4 93. 7 89. 8' 

huevo 3. 4 3. 9 4. 5 4. 9 5. 7 6. 1

Calorias 1991 2166 2277 2523 266 2626

Proteinas 55. 1 55. 3 58. 8 62. 6 72. 0 78. 1

totales

Proteinas 17. 1 16. 2 16. 1 22. 6 23. 3 23. 1

animales

Cuadro : Jíaa. 1
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G E N E R A L I D A D E S

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 aprovechó el hambre. En 1860 Anto- 

nio Van Leeuwenhoek inventor del microscopio, vió por primera vez --- 

Saccharomyces y registró con claridad sus caracteres morfológicos. 

Los origenes de la industria de las levaduras tal como se conocen aho

ra datan de 1859 cuando el gran químico francés ILais Pasteur fué el - 

primero que en sus memorables experimentos acerca del '° vino enfermo", 

observó el papel que desempeña la levadura en la fermentación ' hor -- 

mal". Pasteur fué uno de los primeros en estudiar también los efec— 

tos del metabolismo microbiano. 

Basado en ello Marquardt, ideó un proceso de aeración en

la producción 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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U avanzar los conocimientos de mecanica y electricidad y

progresar los inventos de Define, quien en 1867 constituye la prime- 

ra prensa filtro; los de Simnons quien diseño la primera máquina - 

cortadora en 1878; al usarse la centrífuga para separar levaduras - 

en 1905; al conocerse el cambio del proceso vienés o de baja aera— 

ción, por métodos de aeración abundante en 1910 y por los estudios

que en las postrimerías del siglo XIX hizo llansen quien inventó la

técnica del cultivo puro( que se ha aplicado a la producción en -- 

gran escala de ciertas levaduras especiales para la elaboración 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 podía cultivar la levadura en

una mezcla de melaza y sales inorgánicas; y debido a los estudios

de nutrición hechos por Maercker, Mayer, Delbruck y llayduck etc. ,- 

pudo conseguirse que los rendimientos de las levaduras, aumentaran

enormemente y permitieran montar grandes instalaciones industria— 

les que can el método de " proceso continuo" rinden diariamente --- 

grandes cantidades de levaduras. 

Al mismo tiempo que los perfeccionamientos técnicos, se - 

desarrollaron los estudios sobre la alimentación adecuada de la le

vadura, que cemo es natural, constituye el fundamento de la multi- 

plicación. Las sales alimenticias comerciales más acreditadas son

las am6niacas y los fosfatos de potasio y calcio. Sobre todo hay

que indicar en especial que el nitrógeno inorgánico se asimila -- 



J

11

bien y se transforma en proteínas, lo que constituye iui descubrimien- 

to de -, xtraordimaria importancia en la práctica. Tunbieai se ha com-- 

probado que en las melazas, producto final de la fabricación del azú- 

h-, 

car de caña, además de las substancias orgánicas nitrogenadas asimila

bles en caso necesario y las sales nutritivas, existen lubstqnciiLs_es

timulantes, I- con lo que la melaza se ha convertido hoy día en la mejor

1 materia prima. Se trata en este caso de los factores de crecimiento

y en especialde las vitaminas del grupo B. Para que la levadura no - 

sufra perjuicios durante el cultivo, se procura amortiguar lo ácidos

producidos y conservar un grado de acidéz moderado. Este tampoco de- 

be ser demasiado pequeño, para impedir que aparezcan bacterias infec- 

tantes perjudiciales. Según M. Hayduck, el contenido alcohólico de - 

la solución nutritiva no debe sobrepasar el 5%, en interés de la re -- 

producción de la levadura. 

N1. Delbruck sospechaba que en la levadura de cerveza exis- 

ten una grancantidad de proteínas desaprovechadas. lji la comproba-- 

cián de esta cuestión se demostró, con los ensayos de alimentación, 

que se trata de un producto valioso, que puede servir también para - 

la alimentación humana. Pero puesto que la levadura en cuestión con

tiene las sustancias amargas de lúpulo, deben separarse éstas median

te lavados con álcalis diluídps ( carbonato sódico). Para obtener -- 

luego un producto de consumo de buena conservación era necesario -- 

transformar la levadura húmeda en seca mediante un secador de rodi - 

llo calentado con vapor de agua, con lo que se obtiene la siguiente
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composición: agua 7- 121; proteína bruta 45- 5511; grasa bruta 2- 31, 

extracto exento de nitrógeno 20- 301, y compoanentes minerales 7- 91. 

El conocido fisiólogo de la alimentación von Noorden, - 

señaló el valor de esta levadura. Está demostrado que las pro— 

v teínas existen en forma muy adsorbible, puesto que se eligiere el

80- 881 de la proteína bruta. llel extracto no. nitrogenado se apro

vecha el 1001, y de las sustancias orgánicas en general, del 70- 

941.- Entre los componentes minerales salta a la vista especial- 

mente la gran concentración de ácidos fosfórico, el cual está com

binado, en parte formando la lecitina. Igualmente estan presen- 

tes en cantidad abundante, los ácidos nucleicos, de los cuales el

importante componente ácido adenílico actúa como hipotensor. ' Tam

bién existe un alto contenido en glutatión. Muy notables son ade

más, las altas dosis de la vitamina B. En vista del gran valor - 

alimenticio de la levadura, es caro rensible que durante la prime- 

ra guerra mundial aumentara considerablemente la demanda de leva- 

dura seca. Puesto que la cervecería no podía cubrir la demanda, 

a propuesta de Q. Henneberg se cultivo en las fabricas de levadu- 

ra con melaza y sales minerales nutritivas una levadura silvestre

Potala utilis, a la que se llamó levadura mineral: 

NErODO DE MELAZAS

La melaza constituye hoy en día la mejor materia prima >< 

para la fabricación de levadura. La melaza contine, aproximada- 

mente, el 501 de azúcar, pero es relativamente pobre en nitróge
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no asimilable ( 0. 4- 0. 5%) y en fósforo asimilable ( 0. 025% P205). 
Por esta causa es necesario añadir sulfato amónico o solución amo- 

niacal. También se puede usar el amoniaco comprimido en botellas

de acero. El fósforo que falta se aporta con fosfato diamónico. o

superfosfato. Este se añade a la solución de melaza cuando se - 

clarifica por medio de superfosfato y de ácido sulfúrico, lo que

constituye una preparación necesaria antes del cultivo. Gracias

a esto se aclara notablemente la solución nutritiva por separa -- 

ción de pigmentos oscuros y en consecuencia, se obtiene una leva- 

dura clara.' 

Las melazas contienen azúcares fermentecibles, minera-- y

les esenciales ( potasio, magnesio, fósforo, zinc, fierro, cobre), 

vitaminas ( biotina, ácido pantotenico, piridoxina, tiamina) y ni- 

trógeno amigeno ( principalmente asparagina, ácido aspartico, áci- 

do glutamico). La melaza de caña es sustancialmente rica en mag- 

nesio, calcio, biotina, piridoxina, ácido pantotenico y tiamina - 

25). 

El conocimiento de que un contenido alcohólico elevado

de la solución nutritiva perjudica a la reproducciín de la leva- 

dura, ha conducido al método de alimentación diferencial. Se -- 

empieza el cultivo con una solución nutritiva de 1- 2° Balling y - 

se va añadiendo el resto del mosto al mismo ritmo que se consumen

las sustancias nutritivas. Las pequeñas cantidades de alcohol - 

que se producen se asimilan por la levadura gracias a la airea-- 
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ció LC.onstante y se transforma
eu substancia_cdalular. 

para reducir

r

el enorme consumo de aire que se requiere se ha pasado de la aerea- 
ción gruesa a la aereación fina. El aire sube en forma die niebla - 

al salir de los finisimos orificios del sistema de tubos metálicos
colocados en la proximidad del fondo de la cuba de fermentación. 

Si el método diferencial se quiere llevar favorablemente

hasta el fin, es necesaria una buena vigilancia de la operación• 
Como es natural,.. es sulfato amónico añadido produce ácido libre al
consumirse el amoníaco, y para evitar su acción perjudicial se de- 
be amortiguar por medio de fosfatos o de substancias orgánicas bá- 
sicas. Una vez consumidas las sustancias amortiguadoras de la me- 

laza hay que emplear amoniaco o
sosa. El pH debe establecerse en

4. 0- 5. 0. La regulación del nitrógeno se debe realizar por valo- 

ración con formol, que no comprende
solamente los aminoácidos, si

no taanbién los polipeptidos inferiores y el amoníaco, después de
lo cual se calcula la cantidad de nitrógeno a añadir. 

Después de diluir la melaza y de clarificarla con super

fosfato y ácido sulfúrico, se añade a la cuba de fermentación 1/ 8
de la melaza total y se diluye a 1. 5° B, Luego se añade 1/ 8 del - 

nitrógeno en forma de sulfato y 1/ 8 a 1/ 10 de sulfato diamónico. 

La cantidad de levadura de siembra, cultivada según reglas deter- 
203 de la cantidad total de melaza - 

minadas, se calcula en el 15

empleada. Si se ha ajustado con ácido sulfúrico se obtiene in p11

4. 7- 4. 8. Entonces se puede empezar con la aireación ,
fina en cuan
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to la temperatura de la cuba alcanza los 20C. Durante la primera

hora se emplea una pequeña aportación de aire. El sistema de aire

ación,. que puede ser de distinta clase ( tubos metálicos con aguje- 

ros finos, bujías cerámicas, haces apretados de tubitos de acero) , 

inyecta_$U- 100 m3 por metro cúbico de mosto y por hora.' Esta medí

da provoca una multiplicación .de las_.eazímas_.reapiratorias, y pues

to que por medio de ellas se consigue obtener una cantidad mucho - 

mayor de energía que en la fermentación, debido al desdoblamiento

total de la moléculade_ azfrar..P- CD2- y. H2O,_ dispone la célula de

mucha energía para la síntesis de. su propia substancia. De este

modo _se produce una .gentación muy activa. La multiplicación de la

levadura es tan activa que de hora en hora hay que vigilar por me- 

dio de análisis el consumo de azúcar y la formación de ácido. Tam

bién el pfi tiene gran importancia para informar sobre el estado -- 

del medio. Si el consumo de nitrógeno es normal, se empieza des - 

pués de la segunda hora con la adición de la solución de melaza -- 

restante, que debe durar unas 10- 12 horas. Empezando con una can- 

tidad relativamente pequeña ( 61), se eleva de hora en hora la can- 

tidad de solución de melaza hasta el 111 del volumen total. Si -- 

hay defecto de_ nitrógenQ_valorable al formol ( 0. 15- 0. 2%) se conipen

sa por adición de sulfato amónico. Al hacer esto hay que procurar

que el p} 1 no descienda por debajo de 4. 4. En los mostos demasia-- 

do ácidos esto se corrige con solución de amoníaco o con A113 gaseo

so. Por el contrario, si el pH sube a 4. 6 se reduce con ácido sul
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fúricol También se deja caer la solución de fosfato diamónico de un

modo regular desde la segunda hora de fermentación. En la última ho

ra, que es el período de maduración de la levadura, sólo se añade el

5% de la melaza total y se reduce también la cantidad de aire a 1/ 3

de la cantidad normal. Así se asimilan los últimos restos del nitró

geno, de modo que la valoración con formol da resultado negativo o - 

indica solamente trazas. Normalmente el pil permanece en el valor de

4. 4, y la temperatura en las dos últimas horas asciende a 30° C. La

levadura está madura mando va n_ plesenta_células en gemación. 

Durante la aireación intensiva de . la levadura se produce, 

la mayoría de las veces, una cantidad de espuna conciderable, que

se cambate por media. de amiU,. La separación de la levadura de la

solución nutritiva se efectua con separadores ( centrífugas) hasta - 

de 20 mil litros por hora de capacidad. Puesto que el lavado de la

levadura aumenta mucho su conservación, se realiza éste mudias 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 células vivas contienen ahora un 75% de --- 

agua unida a la sustancia celular. 

Rendimiento: 80& - referido a la melaza, con 47- 49% de azú- 

car( sin producción de alcohol). 

La producción de alcohol es muy pequeña en este método, - 

de modo que el mosto residual no puede utilizarse temo subproducto. 

Si tiene interes la obtención de una cantidad de alcohol determina- 
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da, hay que conducir de otro modo la fermentación. Cuanto mayor es y 

la producr c alcoliol, _menor es el rendimiento en levadura. El 

F

cultivo de la levadura, que se airea qco º
rl -prodklqc

cantida- des conciderables de alcollgl .-,. Para acostumbrar Cl cultivo puro

a los métodos de la gran industria, se necesitan 3-5 pasos

sucesivos, que establecen gradualmente las condiciones del método de
fermenta- ción recien

descrita. PWrEINAS DE ORGANISM3S

UNICELULARES DIA( IfMA. DE

FLUJO LABORATORIO ' CULTIVO TANQUE DE SIEt

RAS

FERIADORAIO.STO ii0r•fOGEiNLI Z

ADO E1,4' AQUE*— SECADO---
i `--

BIOh1ASA---

SEPMACION
LISIS vtECANICA

Y 1

LAVADO EFIIJENTE SEPARACIO f
iPROTEINA EN

úIECANICA

NTE

SOL11CION) 
1

SOLIDOS

PRECIPITACIOW SEPARACION PROTE- INA —

SECADO DtEClL ICA

IMIEDA
1

LFLUFAIM Cuadro Num. 2 (
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Ltapas en el proceso de fabricación de levadura seca utilizando un medio

de melazas ( 25) . 

inóculo

almacenaje de crema de
levadura

amoniáco

miti esrnmlante

concentrado y lavado

Figura núm. 1

molazas
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VALOR IWR.ITIVU DE LAS LÉVAIURAS
T

El valor nutricional de las levaduras empezó a ser estudia- 

do en la última parte del siglo pasado, y su estudio a partir de en— 

tonces

n- 

tonces va en aumento. El valor nutricional de la levadura ya tiene

un lugcn aceptado dentro de los alimentos actuales. La composición -- 

química, contenido vitamínico, cantidad y tipo de aminoácidos en la - 

proteína de la levadura y la existencia de uno o más factores de cre- 

cimiento que todavía no han sido identificados, han sido bien estable

tidos. 

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.- Levadura secundaria; levadura seca de S. cerevisiae

cerveza
S. carlsbergensis

LEVADURAS PRIMARIAS

La composición de la levadura seca primaria disponible co- 

mercialmente es especificada en la enceaba edición de " The National

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

proteínas ( N x 6. 25) mínimo 451; 

tiamina ( vitamina B1) mínimo 120 mcg/ g

riboflavina ( vitamina B2) mínimo 40 mcg/ g

ácido nicotínico mínimo 300 mcg/ g

poder fermentativo inactivo



20

cuenta total de bacterias máximo 7 500 / g

cuenta de hongos máximo 50 / g

humedad máximo 71

cenizas máximo 81

Todos los productos de levadura seca primaria que cumplen

con las especificaciones del : iF, con la excepción de los contenidos

de tiamina y riboflavina son usados principalmente cano saborizan-- 

tes. El contenido de tiamina de levadura seca primaria está entre

12- 15 mcg/ g y el contenido. de riboflavina entre 35- 45 mcg/ g. 

Un cierto número de productos de levadura seca pzimaria - 

son vendidos cosi un alto contenido de vitaminas, provenientes de sus

tratos enriquecidos can vitaminas. Son vendidos con nombres en cla- 

ve y sus contenidos de vitaminas y la proporción de éstas varia gran

demente; sus precios varían dependiendo del contenido de vitaminas. 

Un análisis típico de levadura seca primaria comercial pa- 

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

humedad 5. 01 calcio 0. 31

proteína 50. 0% fósforo 2. 41

grasa( ext, etereo) 1. 21 potasio 2. 61

lípidos totales 5. 51 magnesio 0. 51

carbohidratos 31, 51 sodio 0. 41

cenizas 8. 01

El valor energético de la levadura seca es de aproximadamen

te 3. 25 cal/ g o 93 cal/ oz. 
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El contenido aproximado de aminoácidos expresados en por

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

alanina 9. 0% lisina 8. 24

arginina 5. 0% metionina 2. 54

ácido aspartico 4. 04 fenilalanina 4. 5% 

cistina 1. 63 prolina 2. 54

ácido glutámico 13. 5% treonina y serina 5. 54

glicina 0. 6% triptofano 1. 24

histidina 4. 04 tirosina 5. 04

hidroxiprolina 4. 5% valina 5. 54

isoleucina 5. 54 otros 9. 44

leucina 8. 04

Ui terminos generales, la levadura seca contiene no menos

de 404 de proteínas y cada gramo representa no menos de 0. 12 mg de

clorhidrato de tiamina, 0. 04 rng de riboflavina y 0. 25 mg de ácido - 

nicotinico. 

Cerca de la mitad del peso de la levadura es proteína cru

da ( N x 6. 25) constituida por 804 de aminoácidos, 124 de _ácidos nu- 

1. 7CnS_ y 4 & amoníaco. Alrededor del 74 de nitrógeno total se - 

encuentra como aminoácidos libres. La presencia de grandes cantida

des de purina y pirimidina, baja la proteína real de levadura a 404

del peso seco. 

L1 valor nutritivo de la levadura depende de la calidad - 

de sus proteínas y vitaminas. La abundancia de lisina y triptofano

en la proteína de la levadura, ayuda para complementar dietas de ce
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reales. Cuando la proteína de levadura es suplementada con meticni- 
r

na, su eficiencia es casi igual que la caseína. 

Las levaduras contienen también más de 10 vitaminas hidro- 

solubles del complejo vitamínico B, solo tres de ellas tiamina, ribo

flavina y niacina, estan especificadas en la levadura seca comercial, 

pero sin embargo también proporcionan diversas cantidades de biotina, 

ácido pantotenico, piridoxina, colina, estreptogenina, y quizás áci- 

do f6lico y ácido p- aminobenzéico. 

pRODUCrOS L' INfERti:DIAR1OS QUE ODNTIEI&4 0 ESTAN QJNSTITIIIDOS POR

LEVADURAS. 

En la tabla siguiente, se enlistan 16 productos comerciales

o intermediarios en procesos, sus usos, sus aplicaciones y las espe - 

cies d$ levaduras empleadas. Estas sustancias son vendidas cano pro- 

ductos primarios manefacturados o cono productos secundarios ( sub -pro

duetos) obtenidos en la producción de algún 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 categorías que no tienen sus fronteras bien marcadas. 
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LL.VADURAS Y I): pI?ALW Illi ISTAS, SL,S USOS Y LA ESPLCIE LIFILIZADA ( 29) 

Serie Sustancia comercial Utilización L'specie de levadu

nuil. 
ra utilizada

1 lev. de panificación, panificación Saccharomyces

lev. comprimida. cocina casera. cereviseae. 

2 lev. de panificación panificación, Saccharomyces

activa seca. cocina casera. cereviseae. 

3 lev. alimenticia. nutrición S. cereviseae

humana. C. utilis, 

S. carlsbergensis

Oospora lactis

C. lipolytica. 

4 alimento de lev. nutrición vease el num. 3

animal. 

5 lev, usada como pan, alimentos S. cereviseae

suplemento vitaninico balanceados. S. carlsbergensis

6 derivados de lev. alimentos pro- vease el num. 5

usados cono ingredien cesados, pan, 

tes en alimentos cereales. 

7 tabletas de lev. suplemento en S. cereviseae

dieteticas las dietas

8 extracto de lev. laboratorios vease el num. 5

como nutriente industriales

microbiológico. y clínicos. 

9 derivados de lev. medicina vease el num. 5

para farmaceuticos

lo alimentos secos y nutrición vense el num. 5

solubles de las animal. 

destilerias
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LEVADIIRAS Y DERIVADOS DE L-'.STAS, SUIS USM Y LA ESPECIE UTILIZADA

continuación) 

11 inoculos de lev. a. - destilería a. - S. cereviseae

b. - vinatería b. - S. cereviseae

c. - cervecería var. ellipsoideus

d. - producción S. byanus, 

de lev. prima Kloeckera apiculate

ria. S. beticus, 

especies de PicIAa

torula, etc. 

c. - S. cereviseae

S. carlsbergensis

d. - cualquier fil - 

trade deseado. 

12 líquidos formen- a. - destilería vease el num. 11

tadores b. - vinatería

c. - cervecería

d. - producción

de lev. prima

ria. 

13 sedimentos de cervecerías S. cereviseae

cerveza. S. carlsbergensis

ocasionalmente - 

otras . 

14 cultivos Puros laboratorios cualquier cultivo

de lev. industriales de ley. conteniendo

y cientificos células de un solo

tipo. 

15 cultivos de ley. laboratorios cualquier cultivo

usados en análisis cientificos puro de lev. 

16 preparaciones de industrias S. cereviseae

enzimas de lev. especiales S. carlsbergensis
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CaNDIUA MILIS: 

Candida utilis se agrupa en la familia de las Endomyceta- 

c:eaes que carecen de clorofila. Corresponde a la subfamilia de los

Sacaremycoideae dado que es un verdadero hongo gemante esporógeno. 

El uso poco afortunado del termino " levadura torula" ha - 

causado algunas confusiones, pero está tan ampliamente utilizado de

una manera. comercial que es improbable que se deje utilizar. No -- 

obstante que la primera edición de The Yeast no enlistaba el género

Torula, como un género aceptado, ediciones posteriores tienen Toru- 

la utilis, Torulopsis utilis y Candida utilis cano sinónimos. 

El género Candida canprende una colección heterogenea de

especies de levaduras espor6lernas, las culaes no califican para la

clasificación en ningún otro género homogéneo de levaduras imperfec

tas. El género Torulopsis es el otro género de levaduras imperfec- 

tas con una similar heterogeneidad. Los hallazgos taxonómicos han

hecho posible el reclasificar un cierto número de sus especies den- 

tro del otro género, pero en el presente no hay información disponi

ble con la cual se pueda basar una clasificación natural del grupo

Candida -Torulopsis. Ya que este gn.giono se puede resolver. en el -- 

presente dentro de uia taxonemfa natural puesto que esta división - 

entre los géneros Candida y Torulopsis es arbitraria y artificial, 

parecelógico el clasificar el grupo como un enorme ¿grupo único, el

cual, la taxonomía en un futuro, pueda dividir cuando se tenga dis

ponible la suficiente información para hacerlo. Esta medida, aun- 
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que es realizable, no se ha realizado ya que se Pensó que seria ne- 

ce ario el renombrar Provisoriamente a un gran número de especies,- 

1 cual llevaría inevitablemente a confuciones en las personas que

laboran con las levaduras ele este grupo. Por lo tanto los géneros

Candida y Torulopsis se mantienen separados

Candida utilis se reproduce en forma más o menos redonda

con aseas formadas por partenogénesis en células que han intentado

conjugarse, con una o dos ascosporas redondas y lisas. listas célu- 

las son hongos que •vegetan en forril de sedimento y que no producen

película o anillo, o bien lo fom= lentamente. 

Gandida utilis tiene la propiedad de fermentar los azúcª

res aclimatandose perfectamente al uso de las hexosas, Pudiendo - 

tambien fermentar las pentosas y desarrollarse en medios con un pll

más bien ácido. fermenta la glucosa, levulosa, sacarosa, mansa, 

muy debilmente: la maltosa y la rafinosa, no fermenta la lactosa - 

ni la galactosa. 1. 1 desarrollo máximo se logra cuando\ teniendo un

medio azucarado, con una composición conveniente y un pli adecuado

alrededor de 4. 5 a 5. 3, se mantiene en constante agítación con --- 

aire a presión; y tanto mayor es el volinen de aire distribuido en

el caldo de cultivo, tanto mayor será la producción total de célu- 

las de Candida utilis l Puede aclimatarse bien a un medio de culti
vo formado por melazas de caña o por melazas provenientes de la -- 

hidrólisis de la celulosa de la madera.:1

Candida utilis una vezMen aclimatada al medio ele - - 
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cultivo, preparado con melazas, llega a consumir hasta el 91 o 92% 

de los azúcares presentes.' Con una fuerte aereación se puede obte- 

ner entre 30 y 40 ó de levadura seca calculada sobre el total de -- 
los azúcares reductores presentes. 

Desde un punto de vista organoléptico presenta las si--- 

guientes 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 más bien ligeramente dulce

CREMIff yT) DE LAS WADURAS: 

En todos los sistemas biológicos el crecimiento o aumento

en la masa total, tiene una gran importancia, pero se presentan al- 

giuias dificultadesprácticas cuando se le intenta valorar en los mi- 

croorganismos. Probablemente se obtiene la mejor determinaci6t -- 

del crecimiento si se valora el nitrógeno celular total, pero re - 

sulta incbnodo y corrientemente se concidera adecuado determinar - 

el aumento en peso seco de las células, aunque con frecuencia este

valor puede resultar demasiado alto debido a la acumulación en las

células de materiales de reserva. Otras medidas de crecimiento - 

que son muy útiles son; la turbiedad de los cultivos de microorga

nismos unicelulares ( la densidad óptica es función del producto - 

del tamaño celular por el número de células y se puede relacionar

con el peso seco por medio de Luta curva de calibrado) y la centri
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fugación que permite establecer el volumen de células aapaquetadas

o de mice: lio. '[ lay métodos indirectos basados en la determinación de

la actividad celular ( cantidad de células, producción de aruiidrido - 

carbónico o ácido) que a veces resultan útiles, pero que pueden indo

cir a error si se emplean sin discriminación. 

L1 logaritmo del peso seco de tun organismo unicelular que

crece en un cultivo sumergido, representado frente al tiempo de cul

tivo, proporciona una curva que tiene muna forma característica 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

leración, la fase exponencial, la fase de retraso y la fase estacio

naria. 

F' ASp LATPJE .- Para un microorganismo dado, la fase laten

te está constituida por el tiempo que transcurre desde que se inocu

la el medio hasta que se pueden percibir las primeras señales de -- 

crecimiento. Está constituida por el periodo de adaptación a las

nuevas condiciones del medio. Su duración depende de la naturaleza

del microorganismo, del tamaño y estado fisiológico del inoculo, de

la cantidad de medio transferido junto con el inóculo, 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 latente se puede acortar si se aumenta la temperatura hasta

llegar a un óptimo y realizando la transferencia a un medio que sea

más cory1cto bajo el punto de vista de la nutrición. Se puede dis- 

núnuir mucho y aún suprimir el retraso si se inocula un cultivo que

i
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ya se Halle en la fase de crecimiento exponencial. 

FASE Lt)GARIT, TICA 0 EXPUZ-NCIAL.- La fase latente da paso a un corto

periodo en que se acelera el ritmo de crecimiento, antes de que co---- 

mience la fase logarítmica o exponencial. 
al esta fase la velocidad

de crecimiento alcanza su valor máximo, constante para un microorganis

mo en particular y para la obtención de condiciones bioquímicas que - 

deteiminen 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 celular se ajustará a la expresión matemática: 
P = 

Poert

en donde P es el material celular acumulado al termino del tiempo t; 
Poes la masa celular presente al cemenzar el periodo de crecimiento

logarítmico; r es el porcentaje de ritmo de crecimiento o de aumento

de masa celular por unidad de intervalo de tiempo y e es la base de
los logaritmos naturales. Por lo tanto; P/ P- rte y tomando "- 

logaritmos de los miembros de la ecuación: loge P/ Po = rt

resulta: logeP - logePo= rt y por lo tanto; 

r = logep - logePo

t (
1) 

La ecuación ( 1) indica que el ritmo de crecimiento ("r) 

viene dado por la pendiente de la gráfica en que se
representa -- 
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logeP frente al tien;po ( t) de manera qucº en teminos generales; 

r = 1ggeP2 - log
oP1

t2 - t

Suele resultar más comodo representar la curva de creci-- 

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

ra la pendiente viene dada por la expresión: 

r = log10P2 - loglOpl
2) 

t2 - t1

A menudo suele ser conveniente y más especialmente con mi

croorganismos unicelulares representar la curva de crecimiento con

logaritmos base 2, porque de, esta manera una división ea las orde- 

nadas corresponde a la. duplicación de la población o a un incremen

de una generación. La pendiente de esta gráfica ( ru) es igual al - 

recíproco del tiempo de una generación ( g) que es el tiempo requeri

do para cada división celular, así que: 

r = 
1 = log2P2 - 1092P1

u g
t2 _ t

Puesto que los logaritmos en base 10 se pueden convertir

en logaritmos en base 2 si se les multiplica por 3. 322, se puede

substituir en la ecuación ( 2) el valor de r por 3, 322 ru para calcu

lar el tiempo de generación ( g) con logaritmos vulgares: 

3, 322 ru = 
3, 322 = 10910P2 log10P1

g
t2 t1

y por lo tanto g = 
3, 322 ( t2 - tl) 

logl0P? - 111, 10P1
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El tiempo medio de tuca generación ( g) o el tiempo que la

población necesita para duplicar su masa, puede variar entre unos

15 minutos para algunas bacterias y varios días para ciertos hongos. 

Es importante señalar que con organismos unicelulares el

ritmo al que ocurre la división 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 producción

de nuevos puntos de crecimiento en forma de ramificaciones. 

Se determina experimentalmente el crecimiento total con- 

segido. El periodo de retraso se puede determinar gráficamente -- 

por extrapolación de la porcion exponencial de la curva de creci - 

miento hasta que corte el eje de los tiempos. También se puede de

terminar de otra manera, calculando el periodo de retraso a partir

de la diferencia que existe entre el tiempo que se necesita para - 

la acumulación de una masa protoplasmática determinada ( o su equi- 

valente) y el tiempo que se ha calculado que sería preciso para - 

consegir el mismo crecimiento, suponiendo que desde el principio - 

el crecimiento haya sido exponencial. 

FASE L.STACICIvMIA.- El crecimiento exponencial de la masa celular

llega finalmente a estar limitado por el agotamiento de los nutrien

tes del medio o la acumulación en el mismo de los productos de des

echo. Las condiciones menos favorables del medio determinan una - 

disminución progresiva en la velocidad de crecimiento, hasta que - 

se alcanza la fase estacionaria, en la cual la cantidad de masa ce

lular se mantiene constante. 
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Gu los organismos iuiicelulares puede ocurrir que el paso

a la fase estacionaria se produzca de una forma muy rápida, pero

en los hongos filamentosos, en cambio,> se produce un periodo pro-- 

lengado en el que el crecimiento es más limitado y el peso seco

puede seguir aumentando considerablemente, pero en una proporción

aproximadamente lineal. Esto puede ser debido a una disminución - 

gradual de la velocidad de producción de nuevos filamentos ramifi- 

cados a la vez que continúa el crecimiento apical de las hifas ya

existentes. También se puede deber a la deposición de reservas -- 

alimenticias o a la producción de antibióticos u otros metaboli-- 

tos, por medio de vias metabólicas secundarias. Este periodo in - 

termedio entre la fase logarítmica 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 logarít- 

mica conveniente se puede describir por. medio del periodo latente, 

la velocidad de crecimiento y el crecimiento total alcanzado. 

4
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Fase de enlentamiento

Fase logarítmica

exponencial) 

I

I
i

I

Fase latente/
jl-ase aceleración

Gráfica ní,mi. 1

U4



34 + 

PERSPECTIVAS RIPUM: 

L•n áreas con poblaciones desnutridas, la levadura alimen- 

ticia tendrá un papel mucho más importante que la levadura de pani- 

ficación. La levadura alimenticia, si se obtiene a bajo costo, pue: 

de suplir parte de las proteínas y gran parte de las vitaminas nese

sarias para el mantenimiento de la salud. La restauración y el 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 solución de los problemas nutricionales de los paises subdesarro

llados será, el consumo per capita de 4. 5 a 14 Kg. de levadura ali- 

menticia seca anualmente, con 50% de proteínas y un alto contenido

de vitaminas del cap lejo B. Usando sus propias mieles como fuente

de carbono. agregando amoníaco y fosfato cano nutrientes, y utili- 

zando una pequeña planta, estos paises podrían producir suplementos

alimenticios de alto valor nutritivo para cubrir sus necesidades, - 

si tales planes, en la actualidad pranovidos por varias organizacio

nes internacionales se volvieran realidad, un aumento sin preceden

tes se puede esperar en la producción mundial de levadura de grado

alimenticio. Usando fermentadores 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 energía, y un equi

po de control de operaciones, una planta compacta facilmente puede

suplementar la alimentación de 10 millones de personas. La conver- 

sión de las materias primas a proteína terminada de alto grado pue- 

de llevarse a cabo en 24 horas. 



CAPITULO 3

hili D1 OS DIET0D0S Y 11ATERI ALES

3. 1.- MEDIOS

3. 1. 1.- D1EDIO DE ' MELAZA

Para preparar el medio de melaza, con un 10% de azúcares - 

reductores, ésta fué tratada de la siguiente manera: se sabía por - 

análisis que la melaza tenía wi 33% de reductores, por lo cual se to

marón 60 ml. de melaza y se disolvieron en 100 ml. de agua, se agre- 

garón 0. 5 ml. de ácido clorhídrico concentrado y se puso en autocla- 

ve a una temperatura de 120' C que se mantuvo por 15 min. Después de

enfriarse, se filtró en filtro buchner al vacío. I>e ésta solución

se tanarón 50 ml. para preparar el medio de cultivo. 

Este medio contiene además las siguientes sustancias: 

extracto de levadura 1. 0 g. 

agua de cocimiento de maíz 1. 0 m1_— 

sulfato de amonio 0. 5 g. 

fosfato dipotásico 0. 2 g• 

agua destilada 100 ml. 

El medio se esterilizó a 1 atm. de presión durante 30 min. 

El pll del medio se ajustó ya sea con llCl o con amoníaco, segwi fuese

el caso. 
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3. 1. 2.-. íME: DIO IV AGN: MELAZA

Para este medio se utilizó el mismo medio anterior ( 3. 1. 1) 

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

3. 1. 3.- MEDIOS DE i• EFLAZA A DI MP 411: MNMNTRACION DE AZUCARES

Para la preparación de estos medios, se empleó el medio de

melaza ( 3. 1. 1) pero variando la cantidad de melaza tratada, la cual

se ajustó en los diferentes medios a 1. 0%, 2. 5%, 5. 0% y 10. 0% de azú

cares. La cantidad de azúcar se determinó con un hidrómetro de --- 

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

3. 13.- 1EEDIOS PARA F1i IEWACICN DE DIFEPFITES AZUCARE -.S

Para la preparación de estos medios se utilizaron los si- 

guientes azúcares: glucosa, xilosa, galactosa, maltosa, sacarosa, - 

lactosa y rafinosa. Los medios fueron preparados haciendo una solu

ci6n con los siguientes ingredientes: 

ázucar 2. 0 g. 

sulfato de amonio 0. 5 g. 

fosfato dipotásico 0. 2 g. 

agua destilada 100 ml. 

3. 1. 5.- MLDIO Di: SABOMAUD

Se utilizó 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.- P• ti1'ODOS PARA EL CRECI", L"TIO L4 MELAZAS

3. 2. 1. AISLAP.üli TO IlE SACCi~ 11YCfS CAFSAJALI DEL AGUAMIEL

Para aislar las levaduras se realizaron varias siembras en

ui medio de cultivo sólido, siendo este medio el de Sabouraud - - - 

3. 1. 5). Estas siembras fueron hechas a diferentes diluciones - - - 

1/ 1 000, 1/ 10 000, 1/ 100 000) para lograr obtener así las colo -- 

nias bien separadas unas de otrasy poder tener cultivos posterio - 

res que procedieran de una sola célula. En el desarrollo práctico - 

se observó que en las diluciones de 1/ 1 000 y 1/ 10 000, las colonias

eran nunerosas y su diferenciación resultaba
difícil. ya que se mez- 

claban entre sí, pero con las diluciones de 1/ 100 000 se obtuvieron

las colonias hien diferenciadas uias de otras y así pudieron hacerse
resiembras que procedían de uia sola célula. 

Los resultados obteni- 

dos en el Sabouraud, se encuentran indicados en el punto 4. 1. 1. 
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3. 2. 2. - AllAPTACION DIi LAS LEti' Ai R S AL IEDIO DE IELVA

En este punto se trató de adaptar las levaduras al medio

que seria empleado posteriormente para su reproducción. 
Para esto

se procedio a sembrar las cepas en medio de altar melazas ( 3. 1. 2) - 

en tubos de cultivo. La temperatura de incubación a la cual se de

sarroll6 esta prueba fué de 28° a 30" C, el pii del medio fué de 4. 5. 

Después de seibrada la levadura, se hicieron observaciones cada 24

y 48 horas alcanzandose este tiempo se resembraron los cultivas a
un nuevo medio y así sucesivamente, 

realizandose la observación en

cada uno de los pasos a los mismos intervalos de tiempo que en la

primera siembra. 

Esta prueba se realizó con las levaduras Candida utilis- 

y Saccharomyces carbajali, haeiendose por triplicado para evitar - 

algím posible error obteniendose los resultados indicados en el -- 

punto 4. 1. 6. 

3. 2. 3.- DETERTiINACICN DEL pil OPUIO VARA EL CPECINENTO DE LAS

LEVADURAS

Para esta determinaci6n se utilizó un medio de melaza a

una concentración de 1" 9rix al cual se le hicieron variaciones de- 

pN desde 3. 0 hasta 7. 0 haciendose estas con intervalos de 0. 5 en - 

la escala potenciométrica para cada una de las levaduras. El pii = 

del medio se determin6 por medio de un potenciómetro. La prueba

se realizó a una temperatura entre los 28' - 30° C. Se mantuvo en

agitación el medio para una buena aireación del mismo. Esta deter

minación se hizo con las dos levaduras estudiadas, fué hedia por - 
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triplicado para cada variación de pll. Los resultados obtenidos se

encuentran indicados en el pu:rt o 4. 1. 7- 

3. 2. 4.- 

1. 7. 

3. 2. 4.- DL'I'1 MIíNACION DL LA QJNW' TRACIaN ADECUADA IE AZUCARES PARA

EL CR1iCIMIMIM OPTI11O Ill: LAS LLVADURAS

Se hicieron crecer las levaduras en el medio líquido de - 

melazas, pero a diferentes concentraciones de azúcar ( 3. 1. 4). La

medición de la concentración de azúcares se realizó con un hidróme- 

tro de Brix. Las concentraciones con que se trabajó, 
fueron de --- 

1011, 2. 5' B, 5. 0' B y 10' B, las cuales al relacionarse con el porcen- 

taje de azúcares se obtuvieron los siguientes
valores: 1. 006%, --- 

2. 5018%, 5. 009% y 10. 010% que fueron obtenidos en tablas ( 15). 

El medio que se utilizó fué hecho con melaza tratada enri

quecida con caldo de cocimiento de maíz, sulfato de arionio y fosfa- 

to dipotásico. La temperatura de incubación fué de 28' a 30' C, el - 

pll del medio fué de 4. 5. Este medio se colocó en matraces baflea-- 

dos, los cuales fueron mantenidos en agitación para lograr una bue- 

na aireación del medio. 

La inoculación del medio se realizó de la siguiente mane- 

ra: la levadura que se utilizó, tenia 24 horas de haber sido sembra

da en medio de altar melaza y por lo tanto se encontraba en la fase - 
logarítmica de crecimiento. A estemedio con la levadura se leagre- 

garon 10 ml de agua destilada esteril, con una asa se agitó hasta - 

lograr la suspensión total de la levadura. I)e aqui se torearon 5 ml

para sembrar en cada uno de los matraces bafleados para la fermenta
ci6n. 
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3. 2. 5.- DL.-TiRMINACIM DE LA ' I'I: iPEPJATLri1 OPTI' L4 11 CITCP! IL170 LY

LAS LL•VAMMS

Se preprararon varios medios de agar melaza, ron tu¡ pi[ de

4. 5 y con un 10% de azúcares. Estos medios se inocularon y se inca

baron durante 48 horas a diferentes temperaturas ( 5, 20°, 25', 30% 

37* y 40" C) para encontrar en cual de ellas el crecimiento era ma— 

yor. I.os resultados de esta determinación se encuentran indicados

en el punto 4. l. S. 

3. 2. 6.- ' ü PODO ( lNI-'RAL DE LAVAI.ID Y SEGMX) DE I. AS LIi\' AD[ JPA.S

L•1 procedimiento que se empleó para secar las levaduras, 

separar las sustancias extrañas y dar un resultado cuantitativo en

peso de la levadura seca, fué el método de Kurth ( 30), el. cual se

describe a continuación: 

Se agregaron 10 ml. de la suspensión de levadura en un - 

tubo de centrifuga tarado de 15 ml. de capacidad, se centrifugó, - 

decantó y lavó con agua destilada procurando que la cantidad de - 

esta fuera igual al volumen original pi.peteado, se volvió a contri

fugar y decantar, se lavó con 20 ml. de HQ al 0. 35% dispersando - 

uniformemente las levaduras, se volvió a centrifugar, a decantar y

se lavó inmediatamente con una solución de carbonato de sodio al - 

1%, se centrifugó y se volvió a decantar. Iinscguida se secó la le

vadura en el mismo tuteo en una estufa a una temperatura de 105' C

durante 2 horas, se enfrió en el desecador y se pesó en una balan- 

za analítica. 
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3. 2. 7.- `( EfODO ISPECIFICO Dr LAViAX Y SECIAM It LAS LE-VMiiP.1S

Después de haberse desarrollado en los fermentadores, la

levadura se centrifugó y lavó con agua hasta que ésta qu9d6 comple

tariente clara. Medio esto se lavó con alcohol otras dos veces y - 

se puso a secar a 105° C para evaporar perfectamente el aldMO1. 
r

3. 2. 8. - MI= DO DE ` t[ JI S Rf;(1- , i- lk r ' i±fil áliC) FES

Para seguir paso a paso las fermentaciones, y poder ha - 

cer las determinaciones a la levadura y al medio, se siguió el mé- 

todo descrito a continuación para el muestreo el, los fermentadores. 

ye prepararon dos fermentadores para poder correr las -- 

fermentaciones con doce horas de intervalo y tener así la oportuni

dad de maestrear de una manera continua, y que las fermentaciones

pudieran realizarse en igualdad de condiciones. , El primer fermea- 

tador se inoculó y 12 horas después el otro fermentador. L1 mues- 

treo de estos ferment adores, se llevó a cabo durante dos días, to

mandose las muestras cada cuatro horas. Al té mino de las fe men- 

taciones, se tomaron porciones de las dos levaduras y se sometie- 

ron a análisis de proteínas, humedad, cenizas, fibra cruda, ribo - 

flavina, tiamina y niacinamida. 

1 las muestras tomadas durante la fcrr.cntación, se les - 

determinó la cantidad en peso de la levadura y al medio, el conte

nido de azúcares. is tas muestras se trataron de analizar iimedia

taiaente pero eri los casos en que esto no fué posible, la muestra

se almacenó a wia ter.peratura entr 4° y 6° C para detener lo más - 

posible la fermentación. 
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3. 3.- XIOIDS AN I- ITI(17S

3. 3. 1.- DULTINACION DL* 11-11T TINAS

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

Se pesaron alrededor de 1 g. levadura en papel glacine, 

se introduce en el matraz de Kjeldall, se agregaron 0. 3 g. de CuSO4

pentahidratado, 10 g. de K2SO4, 25 ml. de 112504 y toros pedazos de - 
porcelana porosa. Se colocó el matraz dentro de una campana de va

cío en una posición inclinada en un soporte y se calentó con meche- 

ro lentamente hasta que cesaron los humos blancos, se colocó Un cm

budo de cola corta en la boca del matraz y se siguió c.3lentando más

fuerte para destruir la materia orgánica, hasta que la solución que

dó completamente clara. Se enfrió y diluyó con 200 rl. de agu,-c des

tilada, se enfrió con hielo' y resbalando por las paredes del matraz

se agregó una solución concentrada de sosa ( la cual también se habi. 

a enfriado previamente), y se conecto inmediatamente el matraz a - 

una trwpa, de Kjeldall la que estaba unida a tut refrigerante el -- 

cual llevaba una alargadera terminal que iba introducida en una so- 

lución de ácido valorado ( 50 ml. de ácido clorhídrico 0. 1~ N). Se

destilaron aproximadvnente unos 150 ml. Se tituló el exceso de áci

do valorado ( xn una solución de sosa ( 0. 1 N) utilizando rojo de rae

tilo como indicador. Se hizo un blanco utilizando 1 g. cío- sacaro

sa en lugar de levadura. 

N2 = ( ml blanco - ml problema) ( N de ,< am) ( 0. 014) ( 100) 

peso de la nuestra

N2 x 6. 25 = b de protefna
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3. 3. 2.- DL= MINACION DL GP SA CRUDA

P, retodo ele Sowilet. ( 15, 31) 

Para la determinación de grasa cruda, se utilizó el ex- 

tractor de Soxiilct.. Para pesar la muestra se pesó primero el car

tucho especial para estas extractores, después se puso la muestra

y se volvió a pesar. Se coloco el cartudio en el Soxhlet tenien- 

do la precaución de colocar lana de vidrio sobre la muestra, por

otro lado se pesó w matraz redondo de 300 ml. con unas piedras

porosas el cual se conectó al Soxhlet y éste a su vez a un refri

gerante de bolas. Se agregó el éter 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 baño maría pá

ra evaporar el éter, la extracción se mantuvo durante 12 horas. 

Finalmente se llevó el matraz a la estufa a 100° C basta peso coas

tante. 

Se calculó el por ciento de grasa cruda dividiendo el - 

peso de la muestra seca sin grasa entre el peso de la muestra ori

ginal multiplicado por cien. 

grasa cruda = peso de la muestra ( 106° C) 
100) 

peso de la muestra original

3. 3. 3.- DEFEIMINACIG4 11` FIBRA CRUDA ( 1, 4, 15, 29, 31) 

La fibra cruda se deteminó en forma empírica. Para es

ta dote rninacibn se partió de 2 a 4 g. de muestra, se utilizó la

naiestra que quedó al hacer la determinación de grasa cruda. Se - 



44

Pasó a un matraz de 500 ml. en donde se adicionarón 0. 5 g. ele asbcs

to digerido y después 200 ml. de solución al 1. 25% de ácido sulfüri

co, esta solución estaba hirviendo al agregarse, se calentó de inme

diato utilizando un refrigerante ( le reflujo, empezó a hervir antes

de 1 min. Se dejo hervir 30 min. y se filtro a través de una tela - 

de algodón y se lavó con agua destilada hasta que no dió reacción

ácida al rojo de metilo. L•1 residuo se agregó al matraz y se repi- 

tio el procedimiento con sosa de la misma concentración, pasados -- 

los 30 min., se filtró en un gooch que había sido Preparado con as

besto digerido, se lavó hasta que no dio reacción alcalina, después

se lavó con alcohol se seco a 100" C y se pesó, lueno se calcinó a

900° C y se volvió a pesar. La diferencia de estos dos Pesos nos -- 

lió el contenido de fibra cruda y el resultado se reaciona a 1:. 

Para la preparación del asbesto se digirió a ebullición - 

durante 8 horas con A aQI al 51. Se lavó con agua caliente; se pusó

a digerir nuevamente pero con IICI 1: 3 durante el mismo tiempo, se - 

lavó de nuevo con agua, se filtró, se secó y se calcinó al rojo bri

11 ante. 

3. 3. 4.- IY: TERMI. 4ACIO,ú IL IVEDAD ( 1 4, 15, 29, 31) 

Se pesarón 3 g. de la muestra en un pesafíltro puesto a

peso constante, se secó en la estufa por 5 horas a 100"- 110' C has

ta que ya no variaron las pesadas. Se dejó enfriar en un deseca- 

dor. 

Se calculó II de humedad por diferencia de Peso. 
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3. 3. 5.- I) l'fL-I??fINACION DE- CENIZAS ( 4, 15, 31) 

Se pesó entre 2 y 4 g, de las levaduras, secadas al aire y

se colocaron en un crisol tarado, se incineraron a bajas temperatu - 

ras ten.iendose el cuidado de no pasar de un rojo muy tenue, hasta -- 

que ya no hubo carbón y se determinó el peso de las cenizas. Qiando

las cenizas no pudieron quedar libres de carbón por este método, Be - 

le agregaron a estas unos cuantos mililitros de agua caliente, para

poder filtrar el residuo insoluble en un papel filtro sin cenizas, - 

se inciner6 el filtro y el residuo hasta que las cenizas quedaron - 

blancas o casi blancas, después se agregó el filtrado y se evaporó a

sequedad y se calentó todo hasta tener un rojo tenue. En alguios ea

sos las cenizas no quedaron libres de carbón, por lo -que se tuvo que

enfriar el crisol, agregar 15 ml. de alcohol, se rompierón las ceni- 

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

3. 3. 6.- I IEUR' Q,IIACI OI DL CAJURX 1I I)RATOS

Se sumarón los datos anteriormente obtenidos de Proteínas, 

fibra cruda, grasa cnida, humedad y cenizas se restarón de 100, la - 

diferencia se reportó como carbohidratos asimilables. 
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3. 3. 7.- MUMMINACION DL- AZUCAP S REDITODRES

46todo de Uiderkofler ( 32) 

Reactivos: „¡ 
41a

1.- Una solución conteniendo 12. 51 KI g. 251 K2C2O4 1120
2.- Una solución 7. 5 N de í-12s04 . Esta solución ueoe estar

libre de material oxidable. 

3.- solución 0. 050 N - Mi S, 7

4.- solución indicadora de almidón conteniendo 11 de almi- 

don soluble en un solución saturada de NaCL. 

5.- Reactivo " G" 

Componentes Peso en g. Igor litro

caso 51120 37. 5

NaKC4114O6 411 120 12 5. 0

Na2C') 3( anhidro) 53. 0

KI 1. 0

Na2sO3 ( anhidro) 50. 0

KI03 3. 5665 ( exactos) 

dacA aproximadamente saturada para ajustar p1I= 2. 43

1: 1 reactivo " G2" se prepara como sigue: 

E1 carbonato de sodio y la sal de Rochelle se disuelven en 300 ml. 

de agua destilada, después de lo cual es sulfato de cobre se disuel

ve en cerca de 500 ml. de agua destilada, se agrega con agitación - 

continua de tal forma que no se desprenda CO., libre. El uso de un
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embudo con la salida debajo de la superficie de la solución carbona- 

to- tartrato es útil. El KI y el sulfato de sodio se agregan agitan- 

do hasta que se disuelvan. La solución es llevada a un volumen de - 

cerca de 950 ml. con agua destilada. La fuerte solución de NzOí es

después lentamente agregada con agitación hasta que el pH ha alcanza

do el valor de 9. 48 . El pll es determinado con wi ehctrodo de vi -- 

dril a 25% el error de la sal es despreciado. Las muestras usadas

para probar el pll son siempre regresadas a la solución principal. La

solución resultante se calienta a ebullición fuertemente durante 10

min. en un recipiente cubierto. DLspués se enfria a 20° C . El KIO3
exacta tente pesado, se agrega, disolviendose completamente y el volu

men es llevado a un litro en wi matraz volumétrico. 

lir reactivo cuando esta recien preparado siempre contiene

algunas materias suspendidas por lo que la solución se debe dejar re

posar por lo menos inca semana en un recipiente Pyrex. Después de -- 

que las materias suspendidas se depositan, la solución clara es fil- 

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

do el procedimiento anterior la autoreducción se reduce a un minimo. 

Procedimiento: 

Exactamente 5 ml. ce reactivo " G" se colocan en w tu

bo de 25 x 100 rmi Pyrex, se agregan 5 ml. de la ¡iwstra y se mezclan

perfectamente por agitación. 11 tubo debe estar acondicionado con - 

ui Nipón de mule que tenga un pequero pedazo de ttil,o capilar. El tu

bo se swerge por lo menos 213 partes de su largo en wi bario marra y
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es calentado durante vedio hora, que es el tiee;po de calentamiento

apropiado para que el azúcar se deteiTÚne. El contenido del tubo

se enfria a 30° C por inmersión en agua fría. Se agregan 2 ml. de

la solución hI- oxalato ( reactivo 1) y se mezclan por agitación. A

esta mezcla se agregan cuidadosamente 1 ml. de 1I2SO4 7. 5 N por - 
las paredes del tubo inclinado, de tal manera que se evite un des

prendimiento demasiado rápido de ( D2 . El mejor procedimiento es

inclinar el tubo de tal manera que quede una gran superficie del

liquido, después se deja resbalar .el ácido por las paredes del tu

bo y se mezcla lentamente revolviendo el tubo en la posición in— 

clinada hasta que el primer desprendinúento violento de CD ha ter

minado, la solución es entonces mezclada por agitación. Después

de la adición del ácido sulfúrico se debe dejar el suficiente tica

po para que todo el óxido cuproso se disuelva y que la solución se

vuelva completamente clara. 

El exceso de yodo es finalmente titulado con la solu -- 

ción de tiosulfato ). 05 N usando el indicador de almidón cerca del

punto final. Un blanco se corre de la misma manera utilizando 5

ml, de agua cerio muestra. La diferencia correspondiente al volu- 

men de tiosulfato consumido por el óxido de cobre es convertido a

miligramos de azúcar por 5 ml, de solución por la lectura sobre -- 

una curva estandar. 
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Qirva estándar: 

Para realizar el análisis de azúcares Por el método ele Un- 

derkofler, fué necesario realizar una curva estándar de sacarosa. 

Para realizar la curva estándar de sacarosa se pesaron 1 b. 

del azúcar y se diluy6 en 50 ml. de agua en un matraz aforado de 500

ml. , a esto se le agregaron 100 ml. de i1Cl 1N. Se calentó en baño

maría a 70° C durante 30 min. Después de esto se llevó a un p[( de - 

7. 0 con NaO}I 1N y se afor6 a 500 ml. De esta solución se tomaron -- 

aliwotas de wi mililitro en un mililitro de 1 a 10, en tubos de en- 

saye y se llevaron a in volumen de 10 ml. con agua. A estas solucio

nes se les determinaron los azúcares por el método anterior. 

3. 3. 8.- 1E-1ER1` NACI E IT. FOSFORO ( 1, 29 , 30) 

Para la cleterminaci6n de f6sforo en las levaduras, el méto

do colorimétrico de azul de molibdeno usando ácido 1- amino- 2- naftol- 

4- sulf6nico como agente reductor es el recemendado po la AACC

Reactivos: 

La mezcla digestora se prepara cL- la siguiente manera: A

60 g, de molib(lato de sodio disueltos en 300 ml de agua, sé agregan

300 ml de, ácido sulfúrico concentrado. La soluci ái se enfría en un

baño de hielo; caiancki la temperatura lleva a los 10' C, se agregan

300 ml. de ácido perclórico al 701. 

El agente reductor se conoce: con el nou,¡bre ck! reactivo de

Iiske- SuLbarok y se prepara de la sii,.uiente manera: Sc Mezclan 0. 5

g. de sodio 1- ar?ir:o- 2- naftol- 4- sulfrrtc, 195 ml. de solución de 1)! -- 
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sulfito de sodio al 151 y 5 ml. de una solución al 201 de sulfito

de sodio. Se calienta hasta lograr la disoluci6nn total de los s6

lirios. Se debe de tapar el matraz para prevenir la perdida de -- 

dioxido de azufre. 1: 1 reactivo es estable por varias semanas. 

Determinación: 

Puner luna Pnuc: stra exactamente pesada correspondiente a

0, 02 g. de sólidos en un matraz de digestión de ijcl(Uial de 100 - 

ml. y se mezcla completamente. De una manera similar se prepara

w, olanco conteniendo las cantidades equivalentes de los reacti-- 

vos. Se deja que se desarrolle el color durante 30 min. después

se lee a 660 nun contra el blanco. 

Clibraci6n: 

Se prepara una curva patr6n analizando muestras de -- 

NaiIP04* 7} 120 correspondientes a ). 1, g. 2, 0. 3, 0. 4 y 0. 5 mg. de

P2050 de la misma manera & scrita con anterioridad.; 3. 777 mg. - 

de Na21[ Po4 71120 corresponden a 1. 0 mg. de P205. 

3. 3. 9.- UIXER- IL;ACIM Ill: TININA ( 15) 

Soluciones especiales y solventes. 

Solución de cloruro de potasio.- Se disolvieron 250 g. de cloro

ro de potasio en 1 000 ml, de a1; ua. 

Solución ácida de cloruro de potasio.- Se poner, 3. 5 ml. de IIC1

en 1 000 ml. de solución de cloruro de potasio. 

Solución al 21 de ferricianuro de potasio.- Se disuelve 2 g, de

ferricianuro u, 100 ml. Se prepara el día en que se va a usar. 
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oactivo oxidante.- Se riezclan 1` l rol. de solución de ferriciaiiuro

con suficiente : afil 3. 5¡: , para iiacer 100 ml. l.'sar esta solución an

tes de 4 horas. 

Solucién patrón de tiamina IIC1.- Se llevan 25 mg. de ur Patrón -- 

USP de referencia, previamente secado a 1, 15' C icor dos liaras, pesa

dos ccni exactitud a ur matraz volurí tri co de 1 000 ml. teniendo -- 

cuidado con la absorción de iiunedad durante el pesado del patrón. 

Se disuelve este en 300 ml. de iuia solución d.iluída de alcohol - - 

1 en 5) y se ajusta el pll a 4. 0 con líl:l' diluído, y aforar con al- 

coliol diluído. Ista solución se almacena sólo durante un mes en - 

ur recipiente resistente a la luz y en el refrigerador. 

Preparación del patrón.- Se pipetea un volumen de la solución es- 

tandar stock de tiamina equivalenta a 100 mcg de tiamina I U pa -- 

trón de referencia, en ui matraz volumétrico de 100 m1 y se diluye

con una solución aci( La de cloruro de potasio hasta el aforo. Se - 

diluye 10 ml. de ésta soluciái a 50 ml. con solución acida de clo- 

niro de Potasio. Cada ml. de la solución resultante = tiene 0. 2

mcg de tiamina IIC1 patrón de referericia. 

PreParaciU cíe la maestra: 

Se pesan con precisión cerca de 1 g. de levadura seca en

un vaso, se agregan 20 ml. de h2SU4 0. 1 A y se mezclan. Se lavan

las paredes del recipieute con uia pequeña canti,, ad de ácido sulfú

rico 0. 1 y se calienta la mezcla Trajo presión a 121' C durante 30

min. Se ci. fría y se dispersan los brunos que se uayan forriatlo. Se
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transfiera a un matraz volumétrico de 100 ml. y se afora con agua. 

Se transfiere una alicuota de esta solución equivalente a aproxima

dronente 20 mcg de tiamina HC1 a u, tubo de- centrifuga cíe 100 ml. 

Se ajusta el pll a 4. 0 4. 5 con acetato de sódio 2 % usando branor- 

cresol verde cano indicador. Se agregan 5 ml de una solución o -- 

dispersión al 10% de enzimas diastásicas, y se calienta a 45 - SCC

durante 3 horas. Se enfría y se centrifuga la mezcla. Cuantitati

vamente se transfiere el líquido sobrenadante a u, matraz volumé-- 

tricode 100 ml. Se lava el residuo con 10 ml. y con 5 ml. de ácido

sulfúrico 0. 1 d, centrifugando cada vez y agregando los lavados al

extracto principal. Se afora con agua y se mezcla. 

Procedimiento: 

A tres tubos o vasos de precipitado de aproximadamente

40 ml. de capacidad, se pipetean 5 r,l. de la solución patrón. A

cada uno de dos de estos tubos agregar rapidame„ te ( en 1 o 2 seg.) 

y agitando, 3 ml. del reactivo oxidante y después de 30 sep. agre- 

gar 20 n,l, de alcohol isobutílico, después mezclar vigorosamente - 

dura,•nte 90 seg. 

Preparar u blanco con el tubo restarte Para el patrón, 

suustituyendo en lugar del reactivo oxidante, un volume:, igual de

i 3. 5 1. y procediendo de la rúsma manera. 

A tres tinos similares se pipetean 5 ml, de la muestra

preparada y se tratan de la misma manera que la descrita para los

que contienen la solución patrón. 



53

l cada lujo de los tubos de la muestra y del patrón, agre- 

gar 2 ml. de alcohol deshidratado, agitar y dejar que se separen - 

las dos fases, decantar o pipetear 10 ml. del scbrenadante. Medir

la flourescencia. 

Calcules: 

La cantidad de mcg de C121117C1.Y4( - IM en cáda 5 ml. de

la muestra preparada está dado por la fórmula ( 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 patmn y d es la lectura

de el blanco del patrón. Calcular la cantidad mcg de tiamina HC1 - 

en la. muestra pasándose en la alícuota que se tomó. 

3. 3. 10.- DUFEPIflNACI( X IL PDOW- VIVA ( 15, 31) 

Soluciones especiales: 

Solución estándar concentrada de riboflavina.- A 50 mg. de ribofla

vi.na patrón USP de referencia, previamente secado a 105° C durante - 

dos horas en un desecador sd)re pentUido de fósforo y protegido de

la luz, agreS,ar 300 ml. de ácido acético 0. 02 A y calentar la mez- 

cla en un i) af..o de vapor, agitando frecuentemente, hasta que la ribo

flavina se haya disuelto. I".nfriar y agregar suficiente ácido acéti

co 0. 02 N para ' iacer 500 ml. Almacenar bajo tolueno o con nitróge

no en el refrigerador. liiluír una porción de esta solución usando

ácido acético 0. 02 . .¡ asta tener luta conccntracién de 10 wcF, de ri

boflavina por ml., para tener asf la solución estandar concentrada

e riiioflavina. Almacenar bajo tolueno eu el refrigerador. 
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Preparación del patrón.- Diluir 10 ml de la soluci6i estandar con- 

centrada de riboflavina con agua para hacer 100 ml. Cada r:l. con - 

tiene 10 mcg de riboflavina. Preparar esta solución fresca para ca

da ensayo. 

Preparación de la muestra: 

Poner S. 0 g, exactamente pesados de levadura seca en un - 

matraz con 50 ml. de LIC1 0. 1 d, dispersar bien la muestra en el li- 

quido. Calentar la mezcla en wn autoclave a 121° C durante 30 ntin. 

y enfriar. Si se forman grumos, agitar la mezcla hasta que estos

queden completamente dispersados. Ajustar el pll de la mezcla agi- 

tando vigorosamente a pI: 6- 6. 5 con Na( A1 0. 1 N, después agregar - - 

HCl 0. 1 N inmediatamente nasta que ya no se forme precipitado ---- 

usualmente a plt aproximadamente de 4. 5 el puito isoeléctrico de

muchas de las proteínas presentes). Diluir la mezcla con agua lías

ta ui volumen de 250 ml. Filtrar y a una alicuota del filtrado de

25 ml. agregar con agitación vigorosa, una solución de Na(11 0. 1 : 

para tener un pl1 entre 6. 6 y 6. 8 diluir esta solución con agua a - 

un voluaen de 200 ml. esta solución contendrá aproximadamente - - 

0. 1 mcg de ríboflavina por ml. Si se produce ula turbiedad en la

solución, se debe filtrar nuevamente. 

Procedimiento: 

A cuatro tubos o vasos de precipitado, agregar 10 ml. de

la muestra preparada. A dos de estos tubos agrecar 1 r:l ele la so- 

lución estándar y mezclar, a los dos tubos restantes agregar 1 ml. 

de agua y mezclar. A cada uío de los tui, os agregar 1 ml de ácido
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acético glacial, mezclar, después agregar con agitación 0. 5 ml de la

solución de perr^anganato de potasio ( 1 en 25) y dejarla reposar por

dos minutos. A cada tubo agregar agitando 0. 5 ml de 11202. El co- 

lor del permanganato se destruye en 10 seg. ,' Agitar los tubas vigo- 

rosamente hasta que el exeso ele oxigeno se üaya liberado. Medir la

fluoresencia de todos los tubos designando la lectura promedio de -- 

los tubos que contienen solo la muestra tratada cono Iu, y el prome

dio de los tubos que contienen la muestra y el patron cano Is. 1)es

pués a cada uno de los tubos de los dos tipos agregar 20 ml de hi- 

drosulfito sódico y después de 5 seg medir nuevamente la fluoresen- 

sia designando el promedio de las lecturas cano Ib. 
Calculos: 

Calcular la cantidad ele mg en base seca de Cl 120;v406 por
cada ml de la muestra preparada por medin de la fórmula: 

O. 0001Iu- Ih) 

3. 3. 11.- DETI: M17NACION It: INTACI` JAMIDA ( 15, 31) 

Soluciones especiales: 

Solución estandar concentrada de niacinamida.- Se disuelven 50 mg

de estandar ¡ JP de referncia de niacinamida, previamente secada y

almacenada protegida de la luz en un desecador con pentóxido de -- 

fósforo, en suficiente solución de alcohol ( 1 en 4), para nacer -- 

500 ¡ A. Pdmacenese en el refrigerador. Cada ml de esta solución

contiene 100 mcg de niacinamida. 

Preparación del estancar.- Transferir 5 ml de la solución estan-- 
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dar concentrada de niacin¿rA da a un matraz volumctrico de 100 ml, di

luir a volumen y mezclar. Cada ml de esta solución contienen 5 mcg. - 

de niacirramicla i+F estandar de referencia. 

Preparación de la muestra. 

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 ácido - 

sulfúrico 1 iJ y se mezclan. Se lavan las paredes del recipiente con

una pequeña cantidad de ácido sulfúrico 1N y se calienta la mezcla - 

bajo presión a 121° C por 30 min. Se enfria y se dispersan los gru-- 

mos que se hayan formado. Se ajusta el pll a 6. 8 con solución de so- 

sa, y se transfiere a un matraz volumétrico de 100 ml y se afrora -- 

con agua. Si después de reposar el lfquido sobrenadante no es cla- 

ro, fray que filtar. 

Procedimiento: 

Transferir a una serie de tres tubos los volumenes de so- 

luci6n que se indica a continuación: a dos de los tubas transferir

1 ml de la muestra prepara4a y 0. 5 ml ( le solución de inidr6xido de a

m6nio ( 1 en S). Tratando cada uno de los tubos individualmente, a- 

gregar 5 ml de solución de uranuro de cian6geno' 1 en 10). Después

de treinta segundos se agregan 2 ml de solución de ácido sulfanili- 

co( el cual se prepara disolviendo 2. 5 g de ácido sulfanílico en 15

ml de agua y 3 ml de amoniaco T. S., mezclando y agregando con agita

ci6n más amoníaco 15 si es necesario, hasta que el ácido se disuel- 

va, se ajusta el pli se la solución a 4. 5 con IM diluído y usando - 

verde de bromocresol TS cano indicador y diluyendo a 25 ml). se ta- 
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pa el tubo y se agita bien. Dos minutos después de la adici.bn de la

solución de ácido sulfanflico colocar el tubo en un colorimetro y dc; 

terminar la absorbancia a una longitud de onda de 450 milimicras, con

tra wi cero marcado por el blanco. Los blancas se preparan como la

muestra, excepto que se subtituye la solución de bromuro de cianógeno

por 5 ml de agua. Se repite el procedimiento utilizando 1 ml del es

tandar preparado en lugar de la muestra preparada. 

Calculos: 

Se calcula la cantidad de mg de niacinamida en cada gramo

de la muestra tomada por la formula: 0. 5¡ AU/ As) f W en donde Au

y As son los promedios de las absorbancias de las soluciones de la

muestra preparada y del estandar respectivamente y , V es el peso en

gramos de la muetra tomada. 
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3. 4.- ! WERIN1:S

3. 4. 1.- FERAIGYTAD0R

Para llevar a cabo las fernientaciones utilizando un medio

de cultivo mayor al empleado para las fermentaciones en n:atraces ba

fleados, se recurrio a unos fermentadores de acero inoxidable que - 

son propiedad del departamento de Microbiología de la Facultad de - 

Química. Fstos fenientadores consisten en un cilindro de acero ¡ no

xidable cuyas dimenciones son: altura 50 cm. diámetro 30 cm. En la

tapa superior del cilindro se encuentran unos tubos tarbién ¡ leñas

de acero y que sirven para la entrada y salida del aire y otro para

el muestreo. Además posee luxa flecha metálica colocada en el cen - 

tro de la tapa en un dispositivo con baleros sellados que sirve pa- 

ra agitar el r^edio de cultivo. 

Para hacer uha descripción mas detallada del fermentador

hay que tocar los puitos ir portantes para su uso que son: la agita- 

ción, la aireación y el muestreo. 

Agitación.- Para llevar a cabo la agitación del medio de cultivo, 

se utilizó uh rotor de, medio caballo de fuerza el cual sirve para

hacer girar la fleena trasmisora y ésta a su vez a la flecha coloca

da en el centro de la tapa del fermentador. Esta tiene das paletas

colocadas en ángulo recto a la mitad de la flecha y otras dos colo- 

cadas en la misma posición pero en la parte inferior. Estas palo - 

tas al girar son las que mueven el medio ele cultivo. Para ayudar a

la acitación, el tanque posee además cuatro bafles de Z. 5 cm. de

andho y 20 cm. de largo, colocados transver:;alr+ente a las paredes - 
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del fermentador y que sirven rara formar turbulencias en el medio de

cultivo. 

Aireación.- Para llevar a cabo la aireación del medio de cultivo, 

se utilizó un comr) resor eléctrico para bombear el aire. Este pasa - 

después a una válvula con la cual se regula la cantidad de aire in - 

yectado al medio. ¡" pués de esto sigue un filtro el cual esterili- 

za el aire, éste filtro está kiedio con un tubo de acero de 3 pulga

das de diámetro y de ZU cm. de largo, el cual tiene en sus extremos

unas tapas fabricadas del mismo material que se unen al tuno por me

dio de roscas, éstas tapas tienen en su centro un pequeflo tubo metá

lico que sirve para hacer las conexiones con la tuberia del aire. 

L1 aire se filtra a través de capas de algodón colocadas en todo el

interior del filtro. Lstas capas de algodón fueron cambiadas cada

vez que se llevó a cabo una nueva fermentación, y se esterilizó juin

to con el fomentador. 

Después del filtro, el aire entra por ui tubo metálico cº

loc:ado en la tapa del fermeatador, que tiene uia forma de ' V', para

que su extremo quede colocado exactamente debajo de las paletas aptii

tadoras con el objeto de que éstas, además de agitar el medio, sir- 

van para ayudar a la incorporación del aire en el medio de cultivo. 

La fnitima parte del sistei.a de aireación lo forma ui POgUefno tubo

colocado en la tapa del fe rmentador que sirve para la salida del -- 

aire, éste tubo cuyo extremo no lle—a a tocar el medio tiene en su

otro extremo un filtro necio coi¡ algodón a fin de evitar la entrada

de microor};anísmos conntrinantes al medio al variar la presión den- 
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tro del fenncnta(lor. 

Muestreo.- Para llevar a cabo el muestreo del medio durante la fer

mentación se utilizó un tubo colocado en la tapa del . fermentador cu- 

yo extremo más largo penetra dentro del medio de cultivo dentro del

fermentados. El otro extremo del tubo se conectó' a una mangera de - 

hule lo suficientemente larga corto para que se puede sifonear, la -- 

cual termina en un tubo de vidrio de unos 10 cm. de longitud. En

esta mangera de hule se colocó una pinza de Mohr con el objeto de ce- 

rrarla errarlay abrirla cuando fuese necesario. El extrerro libre del tubo

de vidria se colocó sumergido dentro de un tubo de ensayo con alcohol

al 75% , detenido por medio de un tapón de hule, en esta forma se - 

trataron de evitar las contaminaciones al muestrear. 

3. 4. 2.- CEPAS

Las cepas utilizadas en el presente trabajo fueron las si- 

guientes: 

Candida utilis, ( Torula utilis).- Esta_ levadura fijé proporcionada

por el departamento de Microbiología de la Facultad de Química dé la

U. N. A. N4. 

Saccl aronyces carbajali.- Esta levadura no fué posible conseguir- 

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

lizo un aguamiel obtenido en Tul.ancingo en el Estado de ffidal- o. 

3. 4. 3.- MELAZAS

Las melazas que se ermlearon para llevar a calo la investí

gaeión, fueron proporcionadas por el departamento de ' ticrdaioloría - 

de la Facultad de Química de la Ii. N. A. M. 
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3. 4. 4.- FÍQUIPU IE LABORATORIO

Los principales aparatos de laboratorio que se emplearón

para llevar a cabo los análisis y experiencias del presente traba- 

jo, son los que se enumeran a continuación. 

1.- Lspectrofotómetro.- Beckman, modelo D15 - G, fabricado

en Fullerton, Calif, SA. 

2.- I' oteiciómetro.- Becionan, modelo Zeromatic II Beckman, 

Calif. LISA. 

3.- Balanza Analítica.- . lettler, De la casa Mettlor de -- 

Zuricin, Zuiza. 

4.- Pluorámetro.- Modelo num. 110, de la casa G K Turner

Associates, Falo alto Calif, LSA. 

5.- Estufa.- 17nelco, modelo 19, de la casa Precision -- 

Scientific Company. Chicago Illinois, ISA. 

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

i; arnet, Digland. 

3. 4. 5.- CRISTALERIA

El material de vidrio que se utilizó, finé el material nor

mal de cualquier laboratorio, ( tubos de ensayo, pipetas, matraees, 

matraces volur,iétricos, etc.) . 



CAPITUL0 4

RESULTADOS

4. 1. 1.- AISLN'iImm DL: SAcaumo' ty( 1iS cAP.BAJALI LILL AGUMIEI, 

Para llevar a cabo el aislvniento de la levadura, se rece

rrió a los estudias hechos por Rufz Oronoz ( 26), se Procedió de la

siguiente manera: 

Se realizarón varias siembras en un medio de Sab0" TIu(;. Fst2s --- 

siembras fuerón hechas a diferentes diluciones 1/ 1 000, 1/ 10 000

1/ 100 000, para lograr detener así las colonias bien separadas wnas

die otras y poder tener cultivos Posteriores que procedan de una cé- 

lula. Lil el desarrollo práctico se d)servó que con las diluciones

de 1/ 1 000 y 1/ 10 000, las colonias eran numerosas y su diferencia- 

ción resultaba difícil, ya que se mezclaban entre sí, pero con la

dilución de 1/ 100 000 se obtuvieron las colonias bien cliferenciadas

unas de otras y así se pudieron hacer resiembras que procedían de - 

una sola colonia. 

Los resultados oLtenidos en el Sabouraud, después de hacer

tres resluibras, fueron que : Había cuatro tipos de levadura diferen- 

tes por sus caracteres macroscópicos. ix éstas se escogió tina para

su identificación y M elegidla por ser la qdw más se tdabia desarro- 

llado. 
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Las colonias se incJ>aron a una temperatura entre 28° y

30' C y se observarón a las 48 } loras, resultando que la levadura

seleccionada, se desarrolló en forma de colonias circulares, de

color blanco grisaceo, con bordes enteros, de superficie convexa

y algunas casi planas, húmedas y brillantes, lisas menos en el - 

centro donde son wi poco rugosas y levantadas, la parte central

toma con el tier;so wi color moreno mientras que en la periferia

continúa de color blanco grisáceo, así mismo se conservan . ím e=- 

das y con bastante brillo. 

4. 1. 2.- CARACI'ERUS MAGPOMPICOS E; MEDIO LIQUIDO

Di el cultivo de la levadura utilizándose aguamiel sim

ple como medio de cultivo líquido, se ebtuvieron los siguientes

resultados: La levadura a las 24 horas de haber sido seffibrada,- 

e incubada a una temperatura de 28° a 30% se encontraba en el - 

fondo de los tubos, en forma de un abuidante depósito de soler - 

blanco grisáceo, teniendose también un entuihiamiento del medio, 

al mismo tienyo que un desprendimiento de gas debido a una fer - 

mentación muy activa. A los cuatro días, la fenrentación se de- 

tuvo, a los diez días el asedio se nal>ía clarificado y se había - 

formado un deposito de color blanco ar;arillento. Yo se, observó

ni la forraci6n ce anillo ni de velo en el medio. 

4. 1. 3.- LVACrW S ' IICPOS( I)PI(DS IC LAS CELULI.S IK: LA LL:VMLTI'A

Las levaduras del aguamiel, fueron observadas a las 48

horas de liMer sido sembradas en el medio, tenidndase que eran - 

células de diferentes formas y estructuras, que las había de for
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ma alargada y redonda con vaeuolas , que forraban cierta-, cadenas que

tenían brotes laterales y alptaias con granulaciones ffiscuras en el - 

protoplasma. Se notaban Pocas vacuolas en las células, la. mayoría - 

no las tenían. A los tres días, aparecieron glébulos de crasa que

11eFar5n a hacerse mtty numerosos. D.,esj)L s de varias das, aparecie- 

ron las primeras astas, con trus y_cuatro ascosporas, aumentando des

pués en grvt cantidad. 

Al observarse las levaduras del medio de. Sabouraud, se tu- 

vo que la gran mayoría de las células tenían forra elfptica alargada, 

foimandose falsos micelios con f;rui .cantidad de brotes laterales, al

principio el protoplasma se notaba granuloso, después adquirió vacuo

las y grasa. A los 45 días aparecieron las primeras astas, tari>ién

con tres y cuatro ascosporas. 

4. 1. 4.- CARACM-A S BI(MIMI CU; 

5e ¡ n¡ cierón pruebas de fermentación utilizando para ello

tubos con lo m. de asedio 31. 4 hedtos con los siguientes azúcares: xi

losa, galactosa, rialtosa, lactosa, sacarosa, rafinasa y glucosa. - - 

Las experiencias se realizarón por, triplicado para evitar algún pos¡ 

ble error. teniéndose los resultados que se presentan: 

xilosa galactosa maltosa lactosa sacarosa rafinosa glucosa

Cuadro iuirl. 4

r
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4. 1. 5.- CUADM GLU?AL DE IA UNADUPA

Pasándome en los resultados ebtenidos en los puntos 4. 1. 1. 

a 4. 1. 4., se pudo concluir que la levadura pertenece al género Sacchª

ronyces, por los caractéres siguientes: originar una fermentación al- 

coholica e intensa; poseer células esféricas, ovales, elipticas y - - 

alargadas; formar rudimentos micelianos, astas obtenidas por conjuEa

cica o partenogénesis , con esporas redondas de paredes lisas; vegeta- 

ción en los líquidos formando depósito y en ningún caso anillo o velo. 

A continuación se presenta el cuadro completo de clasifica- 

ción de esta levadura

Reino Vegetal

Phyllum Tallophyta

Subphyllum Fungi

Clase Ascomycetes

Orden Endomycetáles

Familia Didomycetaceae

Subfamilia Sacdiaromycoideae

Tribu Sacdiaromycetaceae

Género Saccharomyces

Especie cart aj al¡ 



Cuadro num. 5

medio utilizado: agar melaza

temperatura de incubación: 28'- 30° C

ptl del medio: 4. 5

crecimiento pobre

crecimiento regular

crecimiento bueno

crecimiento abundante

4. 1. 6.- Adaptación al medio de melazas ' dodo 3. 2. 2, 

o rn

lo. Paso 2o. paso 3o. paso 4o. Paso 5o. paso 6o. paso 7o. paso 80. Paso

horas 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

Torula utilis

Sacch. caibajali

medio utilizado: agar melaza

temperatura de incubación: 28'- 30° C

ptl del medio: 4. 5

crecimiento pobre

crecimiento regular

crecimiento bueno

crecimiento abundante

4. 1. 6.- Adaptación al medio de melazas ' dodo 3. 2. 2, 

o rn
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4. 1. 7.- DMITMINACIM DEL pll ( I TI' 1() PAPJ1 CL CRECIMENTO i E LAS

LINADUMS

p1 3. 0 3. 5 4. 0 4. 5 S. 0 5. 5 C,.() 6. 5 7. 0

caibajali

C. 

i

utilis

S. car

b ajali

Cuadro nun. G

crecimiento pobre

crecimiento regular

crecimiento bueno

crecimiento abundante

bfétodo 3. 2. 3. 

temperatura 25 30° C

medio de melaza

concentración de azúcar

10% 

4. 1. 8.- TD-VERATURA OMMA I)E CRrCI1 fIL,VTO DIi LAS LEVADURAS

1etodo 3. 2. 5. 

levadura SIC 20° C 25° C 30° C 37` C 40° C

Saccharomyces

caibajali

Candiva

utn1iS i

Cuadro num. 7

pll del medio 4. 5

tiempo de incuDoación 48 lir. 

medio do melaza arar
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4. 1. 9.- CRECIMIENTO DI: LAS LEVAIx,W EN ArITACION TIN MATRACES

BAIUAD0S

Cuando se hizo la determinación de la concentración adecua

da de azúcares para el crecimiento óptimo de las levaduras ( método - 

3. 2. 4.), se obtuvo el crecimiento de éstas expresado en peso. Para

saber cual era la concentración óptima de azúcares se calculó el ren

dimiento de cáda una de las levaduras a las diferentes concentracio- 

nes de azúcares, teniendose los siguientes resultados: 

Sacciiaromyces carbajali

1% de azúcares 2. 5% de azúcares

lir. 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

5% de azúcares 10% de azúcares

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

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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Saccharomyces carbajali Candida utilis

Candida utilis

rendimiento $ á azúcares rendimiento $ 

1% de azúcares

25. 2 1. 0

2. 5% de azúcares

2. 5

hr. mg lev./ 100 ml promedio hr. mg lev./ 100 ml 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 24 465 493 479

48 195 195 195 48 495 500 498

72 200 190 195 72 504 555 529

5% de azúcares 101 de azúcares

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

azúcares rendimiento $ á azúcares 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 27. 7E 10. 0 28. 73

Cuadro num. 8
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4. 1. 10.- ( D114SI11D IV :.VUCAPES 1tl: DiJM) PFS

La determinación ele la cantidad ele azricares reductores to- 

tales presentes en el medio de cultivo, se llevó a cabo siguiendo la

técnica de Unclerkofler¡ 3. 3. 7.). 

hué necesario hacer Lliluciones de las muestras que se ha - 

bían tomado del ferrientador, para poder llel;ar a una concentración - 

que estuviera entre 1 y 10 mg. de azúcar por cada 5 ml. de solución, 

ya que es en este rango de concentraciones donde se pcuede determinar

la cantidad de azúcares utilizando este método de análisis. Las di- 

luciones que se realizarón fueron las siguientes: Para las primeras

determinaciones en las etapas más teri)ranas de la fermentación a la

muestra tomada del fermentador, después de haber separado la levadu- 

ra del medio, se tomaron 10 ml. ele éste y se llevaron a 500 ml. para

realizar el análisis. Para las últimas determinaciones en las faces

finales de la fermentación se hizo la siguiente dilución; del medio

ya separado de la levadura, se tomó w a alicuota de 4 ml. los cuales

se aforaron a 50 ml con agua destilada. De ésta última dilución, se

tomaron 5 ml, para el análisis. 

Para saber la concentración del azúcar fué necesario real¡ 

zar tina curva patrón. Los resultados de esta curva, al graficar, -- 

dan una linea casi recta sobre la cual se calcularon las concentra - 

ciones de las rnuestras diluídas. 



Consumo de azúcares reductores ( método 3. 3. 7) 

Cuadro Km. 9

Saccharomyces carbajali

mg sacarosa

Candida utilis

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

ml tio- muestra cone. azúcar ml tio- muestra cone. azúcar

dora sulfato m luída real en residual sulfato diluída real en residua

gastado mg/ 5m1 g/ 100m1 ó gastado mg/ Sml g/ 100m1

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 3. 2 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 9. 0 77. 55 4. 75 7. 75 7. 75 70. 8

20 4. 2 8. 6 2. 15 18. 53 4. 6 7. 9 1. 98 18. 1

24 5. 3 7. 3 1. 83 15. 77 5. 2 7. 1 1. 79 16. 3

28 5. 8 6. 0 1. 5 12. 93 6. 25 5. 58 1. 31 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

Cuadro Km. 9

Curva patrón

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 Km. 9
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4. 1. 11.- CRL0,11TI ATO W LAS LEVAMPAS I -N I.OS ifiP,`!f? rNJ( RI: S

Cuando se llevaron a cabo las fermentaciones para obser- 

var el consumo de azúcares reductores totales, se observó de rara - 

manera simultanea el crecimiento de las levaduras, ya que a tcxlas

las muestras tomadas del fermentador cada cuatro horas se le deter

minó la cantidad en peso de la levadura. Para saber el peso exac- 

to de las levaduras, fué necesario determinar el porcentaje de hu- 

medad que teman éstas después de haber sido separadas del medio - 

de cultivo por centrifugación. Se encontró que la humedad prome- 

dio de las levaduras asi tratadas fué de 46. 6% en el caso de Sacha

remyces carbajali y de 38. 8% en el caso de Candida utilis. El mé- 

todo por el cual se hizo la determinación de humedad 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 este dato, al

obtener su logaritmo, trazar una grzfica en donde resulta claro ob

servar el crecimiento de las levaduras ( gráfica num. 2). 

Los resultados del crecimiento de las levaduras en los - 

fermentadores se encuentran en el cuadro num. 10, en donde se dar 

los siguientes datos: el peso de la levadura humeda, el peso cal- 

culado de la levadura secta y el logaritmo de éste último dato. A- 

demás se encuentra indicada la humedad encontrada para cada ima - 

de las levaduras. 
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Creciriento ele las levaduras en los fermentadores

Saco, aranyces carhajali

mg de lev. mg de lev. 
hora hCaneda/ 100 nl seca/ 100 ml los;. 

0 13. 7 10 1. 0000

4 39. 321 1. 3322

8 50. 6 27 1. 4313

12 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. 6069

36 7528. 0 3913 3. 5925

40 7235 3863 3. 5869

llumedad promedio de la levadura: 46. 6% 

Candida utilis

mg de ley. ms; de lev. 
llora lúmIe11/ 100 ml seca/ 100m1 log. 

0 20. 0 12. 2 1. 0863

4 33. 1 20. 2 1. 3053

8 55. 3 33. 7 1. 5276

12 181. 0 110. 8 1. 5276

16 1997. 1 1222. 2 3. 0871

20 6960. 0 4259. 5 3. 62) 3

24 7575. 0 4624. 9 3. 6651

28 7600. 0 4651. 2 3. 6676

32 7603. 0 4653. 0 3. 6677

36 7580. 0 4638. 9 3. 6664

40 7590. 0 4645. 0 3. 6669

Ihunedad promedio de la levadura: 38. 8

Cuadro nm.. 10
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cum as corl>aratívas de crecimiento ele las levaduras y consumo ele azúcar. 

SACOIAP.9NCTS CAMAJALI 100

A

c. 

Nl
iJ \  

3. 94 g/ 100 ml) y
crccimiento de la levadura: 

consuno de azúcares: — — — — — 

2 — 
R7% de 11. 6 g/ 100 ml) s0

Rendimiento: 39. 0119

en peso Seco/ 100 g & azúcar

1
T TT --

T
0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 hora

N MDA UTILTS 100

1

Y
N

1. 64 g/ 100 ml) C 

crecimiento de la levadura: G

consi no do azúcares:— — — — — -- 

h'.)^„ ( lc 11. 0 p/ 101) r1l) 
1 s0

Rendimicnto: 17. 64ó

en peso Seco/ 100 F de azúcar

i r \ 

1
0

p 1_ 1 2 10 hr

Crd fi ca nl lm 2
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4. 1. 12.- ' 1', FNLÌMII',"T()S

Con los datrn detenidos de las levaduras en los fermenta

dores ( 4. 1. 11) y los del consumo de azúcares
reductores ( 4. 1. 10), - 

fue posible calcular él rendimiento de cada una de las levaduras. 
Para esto se tomó como crecimiento máximo de la levadura, un pro- 

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

las 24 y las. 40 horas de ferMCntación. Fste resultado fué relacio

nado can el promedio de azúcar consumido Por las levaduras en ese

mismo lapso de tiemTo expresado en forma de porcentaje. Los rendi

mientas que se obtuvieron se encuentran indicados a continuación: 

Saccharemyces caibajali Candída utilis

g lev./ 100 ml azúcar F lev./ 100 ml ó azúcar

base seca consurida base seca consumida

3. 9352 87. 07 4. 6426 88. 77

Rendimiento: 45. 194 en Peso cndimiento: 52. 3 C11 Peso

un.'' ro nín• . 11

4. 1. 13.- PIMEINAS

La determinación de proteínas en las levaduras, se real¡ 

z6 después de haberlas tratado por el método (
3. 2. 6). L•1 ensayo - 

se llevó a cabo empleando el método de Kjieldhal ( 3. 3. 1). 

Se realizaron dos series de análisis para cada una de - 

las levaduras para determinar la cantidad de proteínas: una a la - 

levadura desarrollada en los matrices bafleados y otra a la de los
fennentndores. L1 análisis se realizó por triplicado para

la leva
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Jura desarrollada en matraees hafleados y por quintuplicado para la
yV -. ---- _- 

levadura

l', en ' le -so $ CCC) ' i' leVRCIUTA

matraces' ba lea. os errienta tores

S. carbaj ali

Candida utilis

49. 43

50. 15

19. 63

50. 75

Cuadro nína- 12

4. 1. 14.- CRASA

La determinación de grasa en las levaduras obtenidas en - 

los fementadores, se llevó a cabo siguiendo la técnica indicada en

el puerto ( 3. 3. 2). Lista determinación se realizó por duplicado pa- 

ra cada una de las levaduras obtenidas en los fermentadores, 
obte-- 

niendose los siguientes resultados: 

levadura valor promedio expresado en 1 erg
eso scrn

Saccharomyces cari)ajali T. 61

Candida utilis
1. 99

Cuadro núm. 13

4. 1. 15.- FlBILl CRI;DA

La deteminación de fibra cruda se realizó en las levadu

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

indicada en el punto ( 3. 3. 3.). G1 análisis se llevó a cabo por -- 

duplicado para cada una de las levaduras. 

levadura valor promedio expresado en $ pes

seen

Saccharomyces carbajali 1. 55

Candida utilis 1. 99

Cuadro núm. 14
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4. 1. 16.- I IU I: DAI1

Para Hacer la dotem.inación de Humedad en la levadura, ésta

tuvo que ser tratada primerarente siguiendo la técnica indicada en el

punto ( 3. 2. 6.) rara ser lavada y secada. 1: 1 análisis se llevó a cabo

de acuerdo con la metodología expuesta en el punto ( 3. 3. 4.). La de - 

terminación se realizó en las levaduras tanto de los matraces baflea- 

dos como en la de los fermentadores. 

levaduravalor promedio % en peso seco de levadura
matraces t) arleacios frrn.entadores

b. carhajali

Candida utilis

7. 82

7. 96

7. 90

8. 04

Cuadro níc! . 15

4. 1. 17.- CINIMS

La Jeterminación de cenizas se llevó a cabo siguiendo el mé

todo indicado en el punto ( 3. 3. S.) apllicandose tanto a las levaduras

nhtenicíw5 en los matraces hafleados como en los fermentadores. 

levadura valor promedio ó el, peso seco de levadura

matraces bafleados fermentadores

S. c:arbajali

Candida utilis

7. 82

8. 12

7. 90

8. 21

u.I.:..... w . "„ 

4. 1. 18.- G1f'liQ 11 DRATTOS

Ista determinación se llevó a cabo de acuerdo con el método

3. 3. 6.), obteniendose los resultados utilizando las valores promedio

levadura valor promedio expresado en % en

peso seco

accüaroaryces carbajal i 30. 43

Candida utilis 30. 41

Cuadro nur. 17
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4. 1. 19.- FOSFO1' 

La determinación de fósforo se realizó siguiendo el método

indicado en el punto ( 3. 3. 8.). L'1 fósforo se determinó en forma de

P2O5. 

levadura valor promedio expresado en 1 en
peso seco

Saccharomyces carbajali 1. 61

Candida utilis 1. 88

Qiadro nfr. 13

4. 1. 20.- TIAMINA

A las levaduras ebtenidas en los fermentadores, se' les de- 

terminó la cantidad de tiamina que contenían, de acuerdo con la téc- 

nica especificada en el punto ( 3. 3. 9.). Para hacer esta determina - 

ción se pesó aproximadamente un gramo de muestra, el cual se diluyó

hasta tener una concentración de aproximadamente 0. 2 mcg/ ml. Al cal
f

culara el factor de dilucirni, se encontró que tenía el valor de - - 

133. 3333 . 

Para conocer la cantidad de mcg de tiamina en cada 5 ml de

la muestra preparada, se aplicó la siguiente fórmula: CA- b)/( S- d), - 

en donde( A) es el promedio de las lecturas de la muestra, ( b) el la

lectura del blanco de la muestra, ( S) es el promedio de las lecturas

del patrón y ( d) es la lectura del blanco del patrón. 

Para conocer la concentración real de la muestra, la canti

dad de mcg de tiamina en cáela 5 ml de la muestra fué multiplicado - 

por el factor de dilución y dividido entre el peso de la muestra to- 

mada. 
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Los resultados detenidos son las que se indican a continua- 

ción: 

levadura

lecturas fluorómetro

1tratada

muestra

mcg/ 5m1 1
peso

muestra

g. 

mcg/ g

resultad

blanco muestra promedio

patrón 0 80 80. 5 80. 25

S. carba- 

jali 2 83 83. 5 83. 25 1. 013 1. 000 134. 99

C. utilis 2 86 87. 0 86. 50 1 1. 053 1. 000 j
140. 40

Cuadro núm. 19

4. 1. 21.- RIBOFLAVINA

A las levaduras desarrolladas en los fermentadores, se les

determinó la cantidad de riboflavina que poseían, utilizando la téc- 

nica especificada en el punto 3. 3. 10. Para llevar a cabo esta deter

minación, fué necesario hacer diluciones a los 5 g. de muestra que - 

se tomaron, para poder llógar a una concentración de riboflavina de

0. 1 mcg/ ml. Al calcular el factor de dilución, se encontró que te-- 

nfa el valor de 2 000. 

Tara conocer la cantidad de riboflavin que había en 10 ml

de la muestra preparada, se utilizó la fórmula: 0. 0001( Iu- Ib)/( Is- lu) 

en donde ( Iu) ces la lectura promedio de los tubos que contienen solo

la muestra preparada, ( Is) es el promedio de las lecturas ele los tu - 

bos que contienen la muestra y el patrón y ( Ib) es la lectura prane- 

dio de los tubos después de liaberles agregado el hidrosulfito de s6 - 

dio. 
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Los resultados que se obtuvieron son los que se indican a

continuación: 

Cuadro núm. 20

4. 1. 22.- NIACINM[ IDA

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

ras se determinó siguiendo la técnica indicada en el punto 3. 3. 11. Pa- 

ra calcular esta cantidad se utilizó la siguiente fórmula: 

0. 5 x ( Au/ As) AV en donde Au y As, son los promedios de las absorbaneias

de las soluciones de la muestra preparada y del patrón respectivamente

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

Los resultados que se obtuvieron son los siguientes: 

levadura absorbancia

muestra peso resultado

lecturas promedio tratada muestra en mg/ g

levaduras Iu Ib [ s mcjj1Oml

1. 500

S. carbajali 56 31 80 0. 1041 4. 9989 0. 04169

C. utilis 52 21 g0 0. 1107 5. 0000 0. 04428

Cuadro núm. 20

4. 1. 22.- NIACINM[ IDA

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

ras se determinó siguiendo la técnica indicada en el punto 3. 3. 11. Pa- 

ra calcular esta cantidad se utilizó la siguiente fórmula: 

0. 5 x ( Au/ As) AV en donde Au y As, son los promedios de las absorbaneias

de las soluciones de la muestra preparada y del patrón 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

mc / 

S. carbajali 0. 475 0. 460 0. 4675 1. 500

C. utilis 0. 480 0. 485 0. 4825 1. 500 306. 4

Cuadro núm. 21
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DISCUSI0N

El primer problema que se tuvo que afrontar al llevar a ca

bo este estudio, fué el de conseguir la cepa adecuada de levadura, - 

ya que las que se pudieron conseguir, presentaban diferencias al ser

comparadas con los datos encontrados en la bibliografía ( 26- 30); por

lo cual se decidió no utilizarlas. Debido a esto, fué necesario ais

lar la levadura directamente del aguamiel. 

Al sembrar el aguamiel en un medio de Sabouraud, se desa - 

rrollaron principalmente tres tipos de levaduras. De entre éstas, - 

se escogió de una manera aiflitraria a la que más se había desarrolla

do. La levadura aislada en el Sabouraud, para ser identificada, tu- 

vo que ser estudiada en sus caractéres macroscópicos en medio sólido, 

caracteres microscópicos de las células de la levadura y en sus ca - 

ractéres biocluímicos, encontrándose que los resultados obtenidos in- 

dican que la levadura pertenece al género Sacch aramy ces y que es la

levadura que el Dr. Ruíz Oronóz clasificó como Saccharomyces carbaja

li. 

Posteriormente, se desarrolló un medio de apar melaza, el
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cual fué utilizado en la adaptación y crecimiento de las levaduras. 
Se llevar1n a cabo determinaciones del crecimiento de las levaduras
a diferentes concentraciones de azúcar, pll, 

temperatura, con el ob- 

jeto de encontrar cuáles eran las condiciones óptimas para el desa- 
rrollo de cada especie de levadura. 

En la clarificación de las melazas utilizadas para el me- 

dio de cultivo, se prescntó el problema de no lograr una completa - 

eliminación de las sustancias indeseables al precipitarlas al este- 

rilizar el medio en el autoclave. 
Al principio se obtuviercín las - 

levaduras en un medio con melaza sin tratar, observandose que las - 

colonias presentaban colores obscuros y que en los medios líquidos, 

al ser centrifugados, se formaba una mezcla de levaduras y sustan - 

cias extrañas. Para resolver este problema, se encontró que al cla

rificar el medio, durante el cambio de pli de básico a ácido, el pre
cipitado se formaba en gran cantidad, por lo cual se decidió tratar

la melaza de esta forma. 

Para enriquecer el medio de cultivo, se utilizó una cier- 

ta cantidad de agua de cocimiento de maíz, para facilitar factores
de crecimiento para el mejor crecimiento de la levadura. Respecto

al nitrógeno y al fósforo utilizados en forma de sales inorgánicas
en los medios de cultivo, no se realizó un estudio de la cantidad
Nutima de cada uno de ellos para cada una de las levaduras, ya que

las cantidades utilizadas dieron buenos resultados
para ambas, es- 

tando de acuerdo a las tesis expuestas en la bibliografía ( 7- 30). 

La concentración de azúcares del medio se tomó en grados
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Brix, variándose esta concentración entre uno y diez gradas Brix en
las diferentes fermentaciones realizadas, 

con el objeto de determi- 

nar la concentración óptima de azúcares para el mejor crecimiento - 

de las levaduras. 

Sabiamos que las levaduras al llevar a cabo la fermenta - 

ción producen una cantidad considerable de alcohol y se sabía tam - 
bién que a mayores concentraciones de alcohol, el desarrollo de la

levadura se veía inhibido, por lo cual para evitar esto, se utiliza

rón medios de cultivo con un máximo de 10° Brix y se le proporcionó
una aireación adecuada con el mismo motivo. 

Con los resultados del crecimiento de las levaduras en - 

los matraces bafleados, se encontró que la levadura tenía un rendi- 

miento en relación con la concentración de azúcar más elevado cuan

do ésta era de un 10% . 

Posteriormente se decidió observar el comportamiento de

Saccharomyces carbajali en un medio de cultivo de mayor volúmen con

las condiciones que se habían encontrado
como óptimas. Durante las

fexmentadones se determinaron el consumo de azúcares y la cantidad

en peso de levadura que se desarrollaba, para posteriormente calcu- 
lar el rendimiento de cada levadura. Se encontró al graficar estos

resuWados que las levaduras tenían el crecimiento muy similar al - 

típico de los microorganísmos desarrollados en medio de cultivo lí- 
quido, en estas gráficas es posible observar las diferentes fases - 
que la componen, encontrandose que las fases son muy similares para
las dos levaJuras . 
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Lie la serie de datos obtenidos del crecimiento de las leva

duras, consuno de azúcares y rendimientos, se puede decir quc Saccha

romyces carbajali da unos resultados similares a los de Candida uti- 

lis, aunque un poco más bajos. Esto se puede deber a que la levadu- 

ra no este todavía bien adaptada al medio de cultivo, pero en sí, -- 

los resultados si son comparables. 

Respecto a los análisis químicos a los que fueron someti - 

das las levaduras, éstos fueron los que recomiendan el ADAC, el AACC

la NF y la USP, para las determinaciones de proteínas, grasa, fibra

cruda, cenizas y humedad. 

Para la determinación de azúcares reductores, se escogió

el método de Underkofler, por las siguientes razones: la cantidad de

muestra que se tenía que analizar de unía misma fermentación debía -- 

ser pequeña, y éste siendo un método semi- microquímico, nos permitió

aprovechar una pequeña cantidad de medio para que se hiciera la de - 

terminación de azúcares, aprovechando el resto de la muestra para - 

los demás análisis. Los azúcares reductores del medio se reportarón

siempre como totales. No se trnarón en cuenta los reductores direc- 

tos porque por el método de clarificación de la melaza, los azúcares

no reductores se hidrolizaban, lo cual se comprobó determinando los

reductores totales en el medio antes y después de clarificar. 

El método empleado para la determinación del fósforo en la

levadura, fué seleccionado ya que presenta la ventaja de que en el - 

medio excesivamente ácido evita la formación de ácido silicomolíbdi- 

co el cual interfiere en la reacción de coloración alterando los re- 
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sultados ( 30). El bisulfito de sodio se emplea Para evitar la pos¡ 

ble interferencia de nitritos. 

En cuanto a los análisis de las vitaminas se siguieron - 

las técnicas usuales proporcionadas por la INF y la ibP. Se determi

naron solo la tiamina, riboflavina y niacinamida, por ser éstas las

vitaminas que normalmente se analizan para cubrir los requerimien - 

tos de la USP y del NF. 

Los resultados de los análisis 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 cano mínimas en la biblio - 

grafía anterior. 



C A P I T U L 0 G

C O N C L U S I O N E S

Toda la serie de resultados tanto del crecimiento de las le

vaduras, cano los del análisis químico de éstas, nos dicen que Saccha

romyces carbajali es una levadura similar a Candida utilis. 

La levadura Saccharomyces carbajali, obtenida del aguamiel

o del pulque, puede ser una levadura que esté a la altura de competir

cuantitativamente con Candida utilis para la obtención en gran escala

de bianasa. 

Es de hacerse notar, que para dar una última palabra en -- 

cuanto al uso de Saccharomyces carbajali como una levadura adecuada - 

para la obtención de proteínas o de vitaminas, aptas para el consumo

humano o animal, es necesario realizar un estudio cualitativo de esta

levadura no sólo de sus proteínas, sino también ele sus vitaminas y de

todos los demás factores que pueden influir en su toxicidad, en su va

lor biológico, en su valor energético, en su digestibilidad, etc. -- 

rtientras tanto, con los datos obtenidos en el presente estudio, fpode- 

mos concluir que Saccharomyces carbajali es una levadura que merece - 

ser estudiada de una manera más profunda ya que es apta Para su pro- 

ducción en gran escala, además de poseer los requisitos cuantitativos

necesarios para ser ina levadura que se eTijilee para la producción de

proteínas . 

Hay que recordar que Candida utilis ha llegado a su estado

actual de productividad y i:e calidad, después de más de 6J años ele - 
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estudio, habiéndose realizado en ella varias mejoras para optimizar

sus cualidades. XAl observar cato, nos atrevemos a pensar que Saccha

romyces cait ajali es suseptible de realizar en ella adaptaciones si- 

milares tendientes a hacerla mas productiva y a nejorar su calidad - 

nutritiva, con lo cual puedan alcanzar un nivel tan elevado en estos

aspectos cono el que actualmente tiene Candida utilisJ



BIi, L10GRAFI A

1.- Approved Hethods of. the American Association of Cereal Chemists, 

W. C. Shaefer.- American association of Cereal Chemists, Inc., - 

St. Paul \ iinnesota, 1969, 40- 56. 

2.- Adame José fernando.- Fermentaciones alcoholicas de melazas me - 

diante un proceso continuo.- Tesis Fac. Química INR -1, 116xico 1947

3.- Aiza Torres Agripina.- Contri.buci6n al estudio de la flora micro- 

biana del aguamiel.- Tesis Fac. Química UNAA, " léxico 1945. 

4.- AOAC.- Official ' lethods of Analisis, of Vie Association of Offi -- 

cial Agricultural Chemists.- 10a. ed. 

Washington, D. C. USA 1965. 

5.- Arroyo P. Pedro.- La Situación Nutricional de " fé xico. Teclología

de Alimentos, Vol. V. Núm. 4, 1970

6.- Bourges Hector.- La participation de la tecnología de alimentos en

la solución de los problemas nutricionales.- Tecnología de Alimen- 

tos, ario 7, ¡ Núm. 4, 1972

7.- Colin Balde Ernesto.- Condiciones Optimas para el desarrollo de - 

las levaduras que se encuentran el el pulque.- Tesis Fac. Químicas

1NRI, 1951. 

8.- E. F. Cook y Martin.- Farmacia Práctica de Remington. Ed. Uthea, 2a. 

Edit. ? léxico 1953 p. 1074- 107S. 

9.- Encuestas Nutricionales en M6xico.- Edici6n de la divisi6n de nutri

ción INN, 116xico 1963. 



89

10.- W. C. Frazier.- Microbiología de les Alimentos.- 2a. ed. Edito- 

ríal Acribia, Zaragoza España, 1972. 

11.- Ilugo Raen.- Bioquímica de las Fermentaciones.- la. ed. F.dite- 

rial Aguilar, ^ Iadrid España, 1956- 

12.- . Jay, r1.. 1.- Microbiología Moderna de los Alimentos. 1a. ed.- Za

ragoza, España, Editorial Acribia, 1972. 

13.- Jorgensen.- ríicrobiología de las Fermentaciones Irrdustriales.- 

Editorial Acribia, Zaragoza, España, 1959. 

14.- Kirk.- Othmer.- Encyclopaedia of Chemical Technology. 2a. ed. - 

Vol. 22 Edit. Board, GSA 1970. 

15.- National Formulary.- N. F. XIII.- American Pharmaceutical Asso- 

ciation, "Washington D. C., USA 1970. 

16.- Organización Mundial. de la Salud.- Necesidades de Energía y de

Proteínas.- Informes Técnicos : úm- 522, Ginebra Zuiza, 1973. 

17.- Ornelas Carrillo Manuel.- Proyecto de una fabrica de levadura

alimenticia.- Tesis, Fac. Química, : léxico 1947.. 

18.- Ortega Silva José María.- Balance de nitrógeno en la elabora - 

ción del pulque.- Tesis, Fac. Química, ID; A 1̂, ` léxico 1947. 

19.- Pelczar y 12eid.- ' jicrobiology.- mc. Craw -hill, Kogakusha pring

ting Co., Tokio, Japan. 1958

20.- Prescott Samuel y C. Gordon Drum.- Industrial ; ticrobiologY.- - 

Sc. Graw- I Ii l l Book Co. la. ed. 1940 USr\. 



90

21.- Ramirez Hernández y Ciavez A.- Balance de Alimentos en ' 16

durante el año 1976.- Rev. lex. Social, " léxico, 1969 p. 31- 73. 

22.- A PJiodes.- Principios de ` licrobiología Industrial.- Id. Acri- 

bia, Zaragoza Espana, 1969. 

23.- F.odríguez Beauregard Posa Luisa.- Estudio Químico crniparativo

entre compuestos del aguamiel y el pulque común.- 
Tesis Fac. 

Química iLV^ " léxico, 1950- 

24.- homo A. Jesús.- Analisis Químico de los productos de fermen- 

tación del maguey.- Tesis Fac. Química, U'4»',. ? léxico, 1945. 

25.- Rose I1arrison.- The Yeast.- Academic Press, Iondon- New York, 

1969. 

26.- Ruíz Oronóz ' 1anuel.- Contribución al conocimiento de las le- 

vaduras del aguamiel y del pulque.- Anales del Instituto de

Biología, Fac. Ciencias Biológicas, INN4 méxico 1938. 

27.- Segura Guillen ramón.- Desamargado de la levadura residual

en la fabricación de cerveza y estudio brematol6gico can mi- 
ras a aprovecharlas en la alimentacion.- Tesis Fac. Química
UNAN1 116xico 1956. 

28.- Servin P! assieu B.- Proteínas de Organismos Unicelulares. - 

Tecnología de Alimentos, año 6 Am. 5, Sep -Oct, 1971. 

0
29.- Snell- Ettre.- Encyclopaedia of: Industrial ( liemical Analysis

Vol. 19, Interscience Publishers, INA, 1973, p. 514- 543. 

30.- Soto Soria Jorge.- Cultivo Intensivo de Levaduras del pulque. 

Tesis, C. Biológicas, IP:d, México 1952. 



91

31.- LISP. United States Pharmacopea, XIX Ed., Unites States Phar- 

maceutical Convention Jnc. HSA. 1975. 

32,- L. A. Underkofler f,. J. F. Cuxmon.- Semi -micro method for the - 

determination of reducing, sugars in fernentation media.- Icx. a

State Goll., J. Sci. 17, p: 251- 256. USA. 1943. 

33.- Valor nutritivo de los Alimentas Mexicanos.- Tablas de uso - 

Práctico.- Publicaciones de la División de Nutrición, 6a. ed. 

Instituto Nacional de la Nutrición, Méx. 1974. 

34.- Zardaín G. Catalina.- Propiedades alimenticias de Torula uti- 

lis obtenida por fermentación de las melazas de madera.- Tesis

Fac. Química, M M1. méxico 1952. 

35.- Zottola Georges.- E1 hambre la sed y los hcrbres.- Editorial - 

Bruguera, Barcelona Espafia, 1972. 


	Portada
	Índice
	Objetivos
	Introducción
	Generalidades
	Medios Metódos y Materiales
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía

