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1- 0 B J T. T I V 0

Siendo México un - País con alta Troducci6n azucare

ra y las melazas o mieles incristalizables un producto de desecho de - 

esta industria, es válido pensar en utilizarlas como materia prima pa- 

ra la obtención de levadura alimenticia ya sea para el consumo humano

o del gp.na•lo, For otra parte la principal aplicación del aguamiel es - 

la elaboración del pulque, bebida de alto consumo en nuestro país prin

cipalmerte en la zona rural, donde desempeña cierto papel alimenticio

y aún en muchos lugares suple la falta de arrua; se ha hablado de la po

sibilidad de usar el agave que lo produce, en una forma integral como

en la e:_tracci6n de fibras y la obtención de diversos productos útiles

a la industria como ácidos orgánicos, acetona, etc. 

Los microorganismos presentes en el aguamiel per- 

tenecen a dos grupos principales: BACmFRIAS Y I:FVADURAS. El aguamiel - 

contiene pocas levaduras y muchas bacterias, en el pulque en cambio es

mayor la cantidad de levaduras que de bacterias. 

En los numerosos trabajos que se han hecho sobre

este tema, se ha 1. oFrado aislar y caracterizar un buen número de leva- 

duras y bacterias identificando ampliamente las más comunes e importan

tes, ( 9. 18). 

T,os componentes ouímicos del aguamiel y del pul -- 

nue han sido estudiados con bastante detalle, no así sus componentes - 

biol6í,icoc que por su comT• lejidad ,y diversidad ofrecen todavía un am-- 

rlio campo para la investigación. 

F1 objetivo del T:resente estudio fue evaluar el - 

comportamiento de dos especies diferentes de levaduras aisladas del -- 

aguamiel ( Torulopsis hvdromelitis y Fichia barrar -ani) en la obtención
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de crecimientos masivos en la melaza de caña de azúcar a nivel de labo

ratorio, además de valorar su contenido de proteína en las condiciones

de producción que se desarrollaron en este trabajo. 

Otro propósito fue conocer algunos factores que - 

nos permitan sentar las bases para una futura obtención de proteína — 

alimenticia en Viran escala y contribuir al conocimiento de los diferen

tes mieroor;,-anismos y su uso, los cuales en un momento dado pueden ser

vir como fuente de proteína de alta calidad. 

Para tener datos más precisos acerca de la cali- 

dad de proteína de estas dos levaduras desde el punto de vista alimen- 

ticio, se implement6 un segundo trabajo de tesisp ( 9.. 9). 
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II.- GENERALIDADES

La importancia de las levaduras en ] a alimentación

radica en que son fuente de muchas vitaminas del Grupo B, además contie

nen todos los aminoácidos esenciales necesitados For el hombre y anima- 
les superiores. Los aminoácidos que contienen azufre como L- cisteína y
L- metior_ina aparecen también en bajas concentraciones. Por esta razón - 

las proteínas microbianas son más efectivas que los suplementos dietéti

cos de proteína animal como única fuente de proteína. 

Las levaduras pueden convertir rapidamente el nitró

geno inorgánico en aminoácidos y proteínas, este aprovechamiento tiene

ventajas considerables sobre las proteínas de animales y de plantas su- 
periores, ( 9. 4). 

Para la utilización de las proteínas microbianas - 

en algunos casos es necesario efectuar procesos especiales para hacer- 

las que sean más digeribles en humanos y animales. Se ha demostrado que

la digestibilidad de la levadura puede ser grandemente incrementada por

la desecación en temperaturas altas, bajo ciertas condiciones. Sin em-- 

b,^_r- o el calor requerido en el tratamiento para incrementar la digestí- 

bilidad de las células puede también afectar a la proteína y componen -- 

tes celulares, por lo que se prefieren métodos mecánicos, ( 9. 6). 

Desde hace muchos años se ha hablado de la necesi- 

dad : e nuevas fuentes de alimento y de la importancia de la industria - 

de las fermentaciones para contribuir a este propósito. Se cree que pa- 

ra el año 2000 la poblaoi6n mundial será de 6 billones o más, por lo -- 

tanto se esperan muchos cambios en el suministro y hábito de alimenta-- 

ci6n, donde la fermentación jugará un papel de importancia relevante. 

La ezpansi6n y afluencia cada día mayor de pobla- 

ción, presiona el aumento de provisiones alimenticias y otros recursos, 
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así como también el gran incremento de fuent3s de desecho impondrá con- 

diciones especiales, ya que substancias orgáiicas normalmente desecYa-- 

das en la actualidad y que contribuyen a aumsntar la ccntaminación, en

un futuro serán empleadas principalmente en la producción de S. C. P. — 

proteína celular simple) y en menor grado el el mejoremiento de otros

nutrimentos. 

Los procesos de fermentación y su; productos serán

adaptados a las demandas y condiciones del fituro, sier.do las ventajas

principales de estos procesos los siguientes: 

1.- Actualmente se utilizan derivados del petróleo

como sustrato para la producción de levadura pero por ser un recurso no

renovable se buscan otros sustratos renovables y fáciles de adquirir. 

2.- El proceso de fermentación puede emplear dese- 

chos y aminorar la contaminación. 

3.- Siendo substancias del metabolismo mierobiano, 

los productos de la fermentación son por naturaleza degradados biologi- 

camente y cuando pasen a ser desechos serán rapidamente estabilizados o

eliminados. 

4.- La fermentación favorece la actividad industri

al y el desarrollo de esta área apoyará el rápido avance de las ciuda- 

des menos favorecidas, porque no dependen de reservas rubstaneiales y - 

combustibles fósiles. 

5.- Los métodos de rermentación para la producción

de tejidos microbianos, pueden servir para la elaboración de alimentos

y ayudar a aminorar la escasez de los mismos, ( 9. 13). 

T-1ATERIA PRIMA Y SU TRATA14IFIM

A) Melazas: llamadas también mieles residuales de

la manufaotura de la caña, remolacha y azúcar de maíz, se han utilizado

por su bájo costo, alto oontenido de substancias minerales y la facili- 
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dad de obtención de levadura. Las melazas en la industria de la caña de

azúcar requieren de un grado de clarificaci6z. 

B) Cereales de grano: l) s carbohidratos de rrano — 

pueden ser utilizados para la producción de Levadura alimenticia, pero

bajo condiciones normales no son aptos para ser empleados en la produc— 

ción competitiva dados sus costos relativameite altos. Tratados previa— 

mente van a suministrar a la levadura vitaminas , minerales y substan— 

cias nitrogenadas. En épocas de sobreproducción y también escasez aguda

de proteínas o demanda de levadura, estos productos principales de la — 

agricultura serán tomados en oonsideraci6n y podrán extender su uso a — 

eate campo. 

C) Residuos de madera: como el aserrín, pueden ser

hidrolizados por calentamiento en presencia ie ácido fuerte obteniéndo— 

se como resultado azúcares fermentables. 

D) Licores sulfíticos: son desechos de la indus-- 

tria de obtención de celulosa, se designa frecuentemente con los sinóni

mos S. S. L. licor sulfitico de desecho, es una fuente imIortante de car— 

bohidratos oon un gran potencial para la producción de levadura. Este — 

licor debe recibir ciertos tratamientos que -; ienen como función princi— 

pal remover las cantidades excesivas de di6x: do de azufre. Para el cre— 

cimiento de mieroorjanismoe es necesario dicto tratamiento. 

E) Desechos agrícolas: ¡ puchos estudios han sido de

sarrollados para utilizar ve=retales, fruta y desechos corso fuente de -- 

carbohidratos para la prodLeción de levadura Las papas esp.ccialmente — 

esco?idas tienen valor potencial como fuente de azúcar para crecimiento

de levadura, aunque no son conocidos los mét< dos para su rroducción co— 

mercial. Fn general se puede concluir que lo! desperdicios agrícolas -- 

pueden ser excelentes sustratos para el crecimiento de levadura, pero — 

esto es impedido en muchos casos por el costa de recolección y el pre -- 

tratamiento a que hay que someterlas. 
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Las técnicas económicas y factibles para la produc

ci6n de levadura a escala industrial dependerán grandemente de la seleo

ci6n y del mejoramiento de _ a cepa, por el uso de radiación, de substan

Bias químicas y radiois6topos y en la adaptación de ésta a la tecnolo— 

gía de la fermentación moderna. 

Algunos de los factores más principales de los que

dependen la mayoría de los procesos son los siguientes; 

1.- Selección y mejoramiento de las cepas de mayor

orecimiento, que sean capaces de utilizar mejor las materias primas. 

Además de ser células de gran tamaño, estas levadu

ras pueden ser mejoradas por mutagénesis inducida a la hibridación. 

2.- Conocimiento y control de mecanismos regulado- 

res de vías biosintéticas en los productos utilizados como materias pri

mas. 

Las técnicas usadas en las investigaciones genéti- 

cas fundamentales han sido objeto de muchas publicaciones consideradas

en general como eficaces. Desgraciadamente no pueden adaptarse siempre

al mejoramiento de. cepas industriales. 

El papel de estas técnicas diversas se ha discuti- 

do y se insiste sobre las modificaciones que hay que hacer para que -- 

sean facilmente adaptables al mejoramiento de dichas cepas, ( 9. 7). 
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CARACTERISTICAS EORFOLOGICAS Y BIOQUI?'ICAS

DE LAS LEVADURAS ESTUDIADAS. ( 9. 18) 

Pichia barragani

Es una de las levaduras que se encuentra comunmen- 

te en mayor cantidad en el aguamiel o pulque, denominada por Guillier— 

mond " Levadura del Pulque 2+úmero 1". Si en un tubo o matraz ze coloca - 

cierta cantidad de aguamiel o pulque, se notará al cabo de dos o tres - 

dias, que se forma un velo bastante desarrollado en la superficie del - 

líquido y un anillo en las paredes del recipiente. Velo y anillo están

formados de la levadura ya citada. Esta característica y su rápido de- 

sarrollo facilita la diferenciación de las demás especies de levaduras

existentes en el aguamiel y en el pulque. 

Caracteres Viacrosc6picos del Crecimiento en Medios Líquidos:. 

Aguamiel Simple

Temperatura+ 
160- 

180C

Velo: A los 4 días se

obtiene un velo

MUCOSO. 

Anillo: Se obtiene bien

formado a los 7

días. 

Sedimento: Se forma a los 5

días, no es muy

abundante. 

Enturbiamiento: No hay. 

Fermentación : 
No ha

de azúcares y' 

Caldo lactosado

160- 

1800

No se forma aún

después de 5 me- 

ses de cultivo. 

No se forma. 

Raulin Simple

160- 

180C

Ipual que en caldo

lactosado. 

No se forma. 

Se comienza a for- Igual que en caldo

mar a los 10 días. lactosado, pero - 

escaso. 

No hay. 

No hay. 

No hay. 

No hay. 



1.1

Caracteres Macroscópicos del Crecimiento de las Colonias

en Medios S61idos : 

Caracteres Microscópicos de las Células : 

En los medios de cultivo empleados, los caracteres

microscópicos de las células son semejantes, sólo en alguno de ellos -- 

presentan ligeras diferencias. 

Fdad del cultivo : 48 horas. 

Temperatura empleada: 
17o- 

180C' 

Forma de las células: ovoide y elíptica. 

Agrupamiento: muy pocas aisladas, la mayor parte formando - 
cadenas. 

Brotes: en casi todas las células uno o dos brotes, tanto - 

en los polos como laterales. 

Citoplasma: oscuro y sin granulaciones. 

Vacuolas: desde una a cinco en cada célula. 

Grasa: uno o dos glóbulos de crasa. 

Mosto 0elosado Sabouraud dorodkoxa

Temperatura: 
16o- 

180C
160- 

180C
16o- 

180C

Edad del cultivos 10 días 10 días 10 días

Forma: Circular Circular Circular

Superficie: Rugosa Rugoa Rugosa

Elevación: Convexa Plana Plana

Color: Blanco grisáceo Blanco grisá- Blanco grisá- 

ceo ceo

Acción sobre

el medio
No hay No hay No hay

Caracteres Microscópicos de las Células : 

En los medios de cultivo empleados, los caracteres

microscópicos de las células son semejantes, sólo en alguno de ellos -- 

presentan ligeras diferencias. 

Fdad del cultivo : 48 horas. 

Temperatura empleada: 
17o- 

180C' 

Forma de las células: ovoide y elíptica. 

Agrupamiento: muy pocas aisladas, la mayor parte formando - 
cadenas. 

Brotes: en casi todas las células uno o dos brotes, tanto - 

en los polos como laterales. 

Citoplasma: oscuro y sin granulaciones. 

Vacuolas: desde una a cinco en cada célula. 

Grasa: uno o dos glóbulos de crasa. 
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Gránulos metacromáticos: no se observan

Aseas y Ascosporas: no se forman

Caracteres Bioquímicos : 

Fermentaci6n de los principales azúcares: 

Glucosa - Arabinosa - 

Manosa - Sacarosa - 

Lactosa - Almid6n - 

Galactosa - 

Torulopsis hydromelitis

Caracteres Macrosc6picos del Crecimiento en Medios Iínuidos : 

Enturbiamiento: Ligero en los primeros - 

días del cultivos después
se acentúa. 

Aguamiel Simple

2_ 4°- 25° C

Hasta los 60 días se forman
pocos islotes de velo. 

Se inicia a las 48 hrs. y - 

y completa su desarrollo -- 
hasta los 30 días. 

Semejante a mosto de cer- 

veza. 

Nuy débil a las 48 hrs. y - 
continúa por 3 días consecu_ 
tivos. 

Semejante, a mosto de cer

veza. 

Mosto de Cerveza

Temreratura: 24°- 25° C

Velo: Se inicia a los 20 días

formación de pequeños - 

islotes de velo. 

Anillo: La formación se inicia a

las 48 hrs., completando

su desarrollo a los 3 -- 
días. 

Sedimentos A las 48 hrs. es abundante

de color moreno claro. 

Fermentación: Arenas notable a las 48 - 
hrs, y continúa por 24 hrs. 

Enturbiamiento: Ligero en los primeros - 

días del cultivos después
se acentúa. 

Aguamiel Simple

2_ 4°- 25° C

Hasta los 60 días se forman
pocos islotes de velo. 

Se inicia a las 48 hrs. y - 

y completa su desarrollo -- 
hasta los 30 días. 

Semejante a mosto de cer- 

veza. 

Nuy débil a las 48 hrs. y - 
continúa por 3 días consecu_ 

tivos. 

Semejante, a mosto de cer

veza. 
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Caracteres i' acrosc6picos del Crecimiento

de las Colonias en Medios Sólidos : 

Aguamiel Gelosado

Temperaturas
24o- 

25" C

Edad del
s 15 días

cultivo

Forra : Circular

Superficie: Lisa

Elevaci6ns Plana

Brillo: Intenso

Color: Moreno amarillent

Bordes: Enteros

Acción sobres Ninguna
el medio

Mosto Gelatinado

180- 

190C

15 días

AguLniel Gelatinado

180- 

19o

15 días

Circular Circular

strias radiales Levemente granulosa

Levemente convexa Convexa

Muy poco Intenso

Moreno grisáceo Blanco grisáceo

Finamente ondulados Finamente ondulados

Yinguna Ninguna

Caracteres Microscópicos de las Células s

Aguamiel Gelosado Mosto Gelatinado Aguamiel Gelatinado

Temperatura: 
240- 

250C
180- 

190C
180- 

19° C

Edad del

cultivo
3 días 5 días 5 días

Forma de las: Ovales eli
células

Y P ti- I goal que en Aguª Ovales y elípticas. 
casi pocas esfé- miel gelosado. 

ricas. 

Agrupamiento: Aisladas Aisladas Aisladas

Brotes: 1, 2 0 3 brotes. 1, 2 brotes en - Un brote. 

los polos. 

Citoplasma: Claros transparente Igual que en Aguª Igual que en Aguamiel

sin granulaciones. miel gelosado. gelosado. 

0
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Aguamiel Gelosado Mosto Gelatinado Aguamiel Gelatinado

Vacuolass En pocas células Igual que en Ajua- Igual que en Aguamiel

una vacuola gran- miel gelosado. Celos do. 

de o pequeña. 

Gránulos ;
No se observan No se observan No se observan

metacromáticos

Aseas y
Ascosporas' 

No se forman No Be forman No se forman
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III, I' ATERIAL Y 1'. ETODOS

Material utilizado: 

3. 1 ) Cristalería en general. 

3. 2 ) Fermentador con capacidad total de 15 l., de acero

inoxidable con sistema de aeraoi6n, aL-itaci6n y - 
muestreo. 

3. 3 ) Mesa rotatoria. 

3. 4 ) Separador centrífuga Westphalia, modelo ViA. 205. 

3. 5 ) Centrífuga Andreas Rettich, modelo Se - DOE 2116 de
3500 rpm. 

3. 6 ) Centrífuga Wifu€, modelo R 2. 

3. 7 ) Autoclave, modelo AL 252/ LE para fermentador. 

3. 8 ) Balanza granataria OHAUS 1201. 

3. 9 ) Balanza analítica Mettler, modelo B 5- 

3. 10) Baño María de acero inoxidable, con agí.taci6n y
termostato, marca Kinet. 
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I! edios de Cultivo

A) PARA AISLAI4IENTO

4. 1) Melaza gelosadat

Melaza ---------- 50. 0 g. 

NR4) 2so4----------- 0. 5 g. 

ICE[ 
2PO4----------- 0. 2 g. 

Extraoto de ley. ----------- 1. 0 g. 

Agar ----------- 2. 0 g. 

Agua destilada ----------- 100. 0 ml. 

4. 2) Medio de Sabouraud: 

Glucosa ----------- 2. 0

Peptona----------- 1. 5 g. 

Glicerina ----------- 0. 5 ml. 

Extracto de ley. ----------- 0. 5 7. 

Agar -- ------- 2. 0 g. 

Agua deztilada---------- 100. 0 nl. 

4. 3) Aguamiel gelosado: 

con agar al 2 %. 

Aguamiel ----------- 100. 0 ml. 

Agar ---------- 2. 0 g. 

B) PARA IDENTIFICACION

4. 4) melaza: liquida y gelosadat

Melaza ----------- 10. 0 g. 

NH4) 2` 04----------- 0. 5 E. 

KR2PO4----------- 0. 1 g. 

Extracto de ley. ----------- 1. 0 g. 

Agua destilada ---------- 100. 0 ml. 

PE ----------- 5. 0

IJOTA: El medio 8611do con agar al 2 %. 
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4. 5) Aguamiel líquido. 

4. 6) Melaza gelatina: 

Igual que ( 4. 4) s6lo Que contiene gelatina

al 10 % en lugar de altar. 

4. 7) Medio como úníoa fuente de nitrógeno: 

Gluco e a ---------- 2. 0 g. 

K: Í03 ----------- 0. 1 g. 

iH2PO4 ----------- 
0. 1 g. 

Mg304. 7 H 20 ----------- 0. 05 g. 

Agar -•---------- 2. 0 g. 

Agua Best. ---------- 100. 0 ml. 

4. 8) Medio conteniendo alcohol como orinen exclusivo de carbono: 
Alcohol ------- 3. 0 ml. 

PIE4 ) 2 n, SO ----------- 0. 1 g. 

21:04 ----------- 0. 1 g. 

MgsO 4 . 7 E90 --_------- 0. 01 g. 

A&ua dest.-------- 100. 0 ml. 

4. 9) Agar Gorodkowa:  GS J1Ci /![ i Pin 2- u— 

Glucosa -------- 0. 25 9• 7f5

Extracto de carne ---------- 1. 0

NaCt----------- 0. 5 g• .
f

2. 0Agar

A,rua dest.---_____ 100. 0 ml. 

4. 10) Medio para el método auxanográfico de Beijerinok: 

4. 10 a) Para azúcares: s t u, L'¡.- . 

NH)
2504-------- 

0. 5 g• 

tiÚKH2PO----------- 0. 1 g. 
aÉ

2" gs04. 7 E90 ------------ o. 05 g. 
1

Agar -------- 2. 0 g.. Ci a~, í, Gapy - 
G' 

Agua dest.--------- 100. 0 ml. 

NOTA: Los azúcares utilizados en el ensayo fueront j s

Manosa, Fructosa, Sacarosa, Arabinosa y Xilosa. 
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4. 10 b) Para nitrógeno: 

Glucosa ---------- 2. 0 g. 

KH2PO4---------- 
0., 1 n. 

MgSO4. 7 H20 ---------- 0. 05 g. 

Agar --------- 2. 0 ¿,'. 

Agua dost. --------- 100. 0 ml. 

C) MEDIOS DE CONSEPUCION

4. 11) Para Torulopsis hydromelitis: 

Melaza ----------- 10. 0 C. 

1TH4) 2304 ---------- 0. 5 r. 

KH2PO4 ----------- 0. 1 g. 

Extracto de lev.----------- 1. 0 E;. 

Azar ----------- 2. 0 g. 

Agua destilada ----------- 100. 0 ml. 

4. 12) Para Fichia barragani: 
Melaza

iHi4) 2!" 04
KH2PO4

Extracto de lev. 

Agar

I
Agua destilada

10. 0 C. 

0. 5 g• 

0. 2 g. 

1. 0 g. 

2. 0 g. 

100. 0 ra . 

D) MEDIOS DE PROPAGACION

4. 13) Para Torulopsis hydromelitis: 

E1 mismo que 4. 11 excepto agar. 

4. 14) Para Pichia barragani: 
E1 mismo que 4. 12 excepto agar. 
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E) MEDIO DE FERMiZ.TACION

Melaza ----------- 1000. 0 g. 

NH4) 2so4------- 50. 0 g. 

KH2PO4 ---------- 10. 0 g. 

Agua de oocimiento de maíz 50. 0 C• 

Agua destilada 10000. 0 ml. 

PH --------- 5. 0

Este medio se usó para determinar crecimiento y consumo

de azúcares tanto en los matraces bafleados como en loe

fermentadores de laboratorio ( capacidad de 15 litros) 

con inyección de aire y agitaci6n con aspas. 
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Métodos utilizalos: 

5. 1 AIUAMIENTO Y ADAPTACION DL L?' IADIFRAS D71, AGUA.I?IEL, EN MIELES

INCRI3TAI:IZABLES DE CANA DE AZUC., R. 

El método utilizado en el aislamiento de las cepas
de levaduras, fue el de Lindner. Primeramente se tomó un ml. del agua -- 

miel, el cual se había agitado previamente para hacerlo homogéneo y asi
tener una muestra representativa y se puso en un tubo con agua destila- 
da ejtéril, de ahí se efectuaron diluciones para tener el menor número
posible de células, facilitando de esta manera el aislamiento. 

Las diluciones correslondieron a 10 1hasta 10- 5 9

de esta última dilución se hicieron observaciones al microscopio, para

lo cual se hizo uso de un cubreobjetos estéril en donde se colocó cinco

gotas separadas de la diluci6n, después se invirtió en un portaobjetos

excavado conteniendo una gota de agua destilada. Se eligieron las gotas

que contenían una sola célula; posteriormente, cada gota fue recogida - 

por medio de tiras de papel filtro estériles y se pasaron al medio de - 
cultivo líquido ( 4. 2), se incubaron a 280C durante 24 horas. 

De este cultivo se sembr6 por el método de la es - 

tría los medios ( 4. 2) y ( 4. 3) en cajas de Petri rara observar las caras

terísticas morfol6gieas de las Levaduras aisladas a las 24, 48 y 72 hrs. 

rie incuhaci6n, se escogieron colonias de tres grupos con característi-- 

eas diferentes . Las colonias se sembraron en el medio a tase de melaza

11. 1) utili,:ando también cajas de Tetri, haciendo varios pases, esto se

izo con el fin •?e ir acostumbrando a la levadura a un medio de cultivo

muy semejante al que después se utilizó en la fermentación. 

Las cepas que adaptaron a este medio fueron dos, 

las que se resembraron en tubos para su conservaci6n y uso, se prooedi6

posteriormente a su identificación, ( 6. 1, 6. 2). 
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Los métodos de identificací6n de las levaduras se

basaron principalmente en los datos de las observaciones de su morfolo- 

gía y bioquímicas en diferentes medios de cultivo ( 9. 18). 

Para realizar las pruebas bioquímicas se utiliza -- 

ron los medios s6lidos 4. 4, 4. 59 4. 6, 4. 7 y 4. 9, que se sembraron por - 

estría, se incubaron a 280C exceptuando el medio 4. 6 que se incubó a
temperatura ambiente. 

Se utilizó el método auxanoeráfico de Beijerinck, 

que se llev6 a cabo de la siguiente manera: 

En una caja de Petri se vertieron aproximadamente

2 ml. de una suspensi6n de levaduras incubadas durante 24 horas y sus- 
pendidas en 10 ml. de agua destilada estéril. Se añadieron 10 ml. del - 

medio 4. 10 ( a) previamente fundido y enfriado a 40oC, se mezcl6 bien; - 

cuando el altar se hubo solidificado completamente se pusieron en los di

ferentes puntos de la superficie, pequeñas cantidades de azúcares pulve
rizados. Las placas se incubaron a 280C. 

Para el medio 4. 10 ( b) se hizo una suspensión celu

lar y se añadieron aproximadamente 10 ml. del medio fundido y enfriado

a 400C, se mezcl6 bien y se incubó la placa a 28oC, después que el me— 

dio hubo solidificado. los medios líquidos 4. 4, 4. 5, 4. 8 previamente es

terilizados se inocularon con una asada de la cepa y se incubaron a 28oC. 

Todos los ensayos fueron hechos por duplicado. Las

observaciones mierosc6picas y maeroac6picas de los cultivos se hicieron

a las 24, 48 y 72 horas, para esto se hizo la observación directa, ( 6. 2) 

5. 3 DETTRMINACION DE LA FUFTTE DE CARBONO OPTIMA. 

Esta deterrinaci6n se basó en obtener el mejor cre

cimiento de la levadura ( por peso) en el medio de cultivo líquido 4. 19
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variando la concentración de: la fuente de carbono ( azúcar) para conocer

el nivel óptimo de ésta. ?_as demás substancias se mantuvieron constan- 

tes y se efectu6 utilizando matraces bafleados en los cuales se preparó

el medio de cultivo liquido 4. 1, variando las concentraciones de melaza

en 20, 10, 5. 0, 2. 5 g./ 100 ml. de medio. 

El pE se ajustó a 5. 0, se colocaron los matraces - 

en la mesa rotatoria 3. 3, se 1.usieron en agitación por 24 horas a una - 

temceratura de 300C. Esta prueba se hizo por duplicado. 271 peso de la - 

levadura se determin6 centrifugando el contenido del matraz a 3000 rpm. 

durante 15 minutos, desruée se decantó el liquido sobrenadante y se se- 
có a 600C durante 60 minutos. Por diferencia de peso con el tubo vacío

y seco ( tara) se cDnoció la cantidad de levadura producida y así se ru- 

do observar a ^ ué concentración de azúcar hay mayor crecimiento de leva

t' eira. 

5. 4 DETT7W.:IIIACIOü LE LA FUTWPE DE NITROOENO. 

3e llevó a cabo utilizando el método anterior ( 5. 3) 

s6' o que vari6 la concentración ,'_e sulfato de amonio, siendo ésta de -- 

1. 0, 0. 59 0. 25 r./ 100 ml., tanto la concentración de melaza como la de

fóc.foro ?.ri•m;: necieron constantes. 

5. 5 DFPERMINACI021 DE LA FUF^ iTE DY FOSFORO. 

Se hizo irual nue en los métodos 5. 3 Y 5. 4 utíli-- 

z.indo como ` u+:nte de fósforo, fo^ fato '^ ido de lotacio, las coñcentra— 

cionea fueron las si,,uicnte:-. 0. 4, 0. 2, 0. 1 g./ 100 ml. de medio de cul

tino: El nitr6.;eno y la fuente de carbono permanecieron constantes. 

5. 6 DET RMINACION DE LA CURVA DE CRECI'' IENTO. 

Este método se utilizó con el objeto de conocer el

tie!aro en que las levaduras en estudio, se desarrollaban y cómo consumían

los azúcares puestos a su disrosición; en qué tiempo alcanzaban su máximo
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crecimiento ( en peso) y qué rendimiento podía obtenerse a nivel de matra

ces en mesa rotatoria. Se usaron matracas bafleados se ffir lo propuesto — 
por Solomons, con una cubierta formada de una capa de algodón de 1 cm. — 

de altura, puesta entre dos tapas de gasa. El objeto de esto fue evitar
la contaminación del medio de cultivo y propiciar un mejor intercambio — 
de gases—aire durante la agitaci6n en mesa rotatoria, con esto se mejor6

notablemente el crecimiento de las levaduras, ( 9. 21). 

Los métodos 5. 3, 5. 4 Y 5. 5 fueron un paso previo pa

ra la determinación de los medios de cultivo óptimos para la producci6n
máxima de estas dos levaduras. 

Obteniéndose para T. hydromelitis como mejor medio

de cultivo el 4. 13 y para la cepa de P. barragani el medio 4. 14. 

Se inocularon las cepas en estos medios y se coloca
ron en agitación a una temperatura de 3000, retirándose un matraz cada — 

tres horas, el contenido de cada matraz se centrifugó, se decant6 el lí— 

quido sobrenadante y fue secado a 600C durante 60 minutos. La cantidad — 

de levadura producida se obtuvo por diferencia de peso, dicha cantidad — 

correspondi6 a un determinado tiempo. 

En el liquido sobrenadante se determinaron azúcares

reductores totales, en esti: forma pudimos conocer la manera en que las — 

levaduras consumieron los azúcares. 

5. 7 PRODUCCION DE LEVADURA EN FERMENTADORES DE ACERO INOXIDABLE CON

INYECCION Y PRESION DE AIRE ESTERIL Y AaITACION A BASE DE ASPAS. 

Una vez conocida la manera en que estas levaduras — 

crecían y consumían los azúcares al propagarlas en matraces bafleados en

la mesa rotatoria, se inició la propap-nci6n en fermentadores con inyec-- 

ci.6n de aire e:: téril y agitación a base de aspas rotatorias. 

Para las dos levaduras la fermentación se llev6 a — 

cabo en fermentadores de acero ( 3. 2), conteniendo 10 litros de medio de
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cultivo efectivos; la temperatura de trabajo fue de 300C; el volumen de

aire estéril de 27 litros min. con una presi6n de 0. 8 Yg. 1 cm! 

Para P. barragani y T. hydromelitis el medio utili- 

zado fue el 4. 15. El tiempo total para cada fermentación fue de 36 horas, 

el muestreo se hizo cada seis horas, para cubrir todo el periodo fue ne- 

ce ario hacer dos ensayos para cada levadura. En la primera parte inicia

da a las 8 A. M. el muestreo se hizo a las 8, 14, 20 horas del primer día

repitién` ose a la misma frecuencia el segando día, ( 241, 30 y 36 horas). 

El segundo ensayo abaro6 un reríodo internodio de - 

muestreo ( 18 horas). En resumen, el tiempo de muestreo fue: 0, 6, 12, 18, 

24, 30 y 36 horas. 

TOMA DE LA MUESTRA: Se hizo sifoneando el medio de

cultivo trae está dentro del fermentador al. aplicar una presión de aire - 

diferencial, el volumen fue de 10 ml, para cada muestra determinándose - 

en cada una de las muestras los azdeares reductores totales y el peso en

gramos de la levadura según se indica en el método 5. 6. 

SEPARACION Y SECADO DE LA LEVADURA: Al final. de la

fcrmentaci6n se procedi6 a separar toda la levadura del medio de cultivo

utilizando un separador centrifuga Westphalia de 12000 rpm ( 3. 6) se lavó

tres veces con agua destilada, centrifugándola cada vez con el separador

el último lavado se hizo con agua acidulada ( EC1 al 1 %) para blanquearla

posteriormente :. c elimin6 el agua, lavando con alcohol etílico y éter -- 

etLlico por separado. Se procedió a evaporar a temperatura ambiente para

secarlas. 

En el P. terial seco, se nrocedi6 a determinar conte

nido proteínico por medio del método de :; jeldahl ( 9. 3). 

5. 8 DETERIdINACION DE AZUCARAS REDUCTORES TOTALES. 

Para esta determinaci6n se us6 el método de Under- 

roffler ( 9. 22). 
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5. 9 DEPRIMINACION DEL CONTELI_DO FROTEINICO. 

E1 contenido proteínico de las levaduras, se deter

min6 valorando el contenido de nitr6geno total, por el método de Kjel-- 

dahl ( 9. 3) y multiplicando por 5. 25 para obtener la cantidad de proteína

en porcentaje, ( 9. 10). 

5. 10 DETEMIIINACION DE LOS REIMIMIFPTTOS EIT LA FRODUCCION DE LEVADURA, 

EN RELACION AL CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES. 

Los rendimientos para cada levadura fueron obteni- 

dos según la siguiente fórmula: 

g. de levadura seca
RENDIMIEIM ---- ---------------- z 100

g. de azúcar consumida
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IV.- RESULTADOS

6. 1 IAS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL PEPODO DE ATSIJOffl NTO Y APAPTACION

5. 1) DE LAS LEVADURAS DEI, AGUAMIEL FUEROIZ IOS SIGUILNT?5 : 

P A S E S

1 2 3

CEPAS

1 + ++ +++ 

2 + ++ +++ 

3 + + + 

Se observ6 que de las tres levaduras aisladas, s610

dos se adaptaron bien al medio de cultivo 4. 1. La cepa denominada al -- 

princirio cepa DIo. 1 ( identificada como Torulopsis hydromelitis) creció

abundantemente a las 48 horas, no así la denominada cepa No. 2 ( Pichia - 

barragani) cuyo mayor crecimiento lo observamos a las 24 horas. 

6. 2 IDENTIFICACION

CARACTERISTICAS DE IAS CULTIVOS EN LOS MEDIOS LIQUIDOS Y SOLIDOS

M6todo 5. 2) 

CEPA Izo. 1

6. 2. 1 CARACTERES IIICROSCOPICOS DE I.AS CELULAS: En el medio ( 4. 5) 

Cultivo de: 72 horas

Temperatura: 280C

Forma de las células: Ovales

Agrupamiento: Aislado

Brotes: Un brote en alguna de las células
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CARACTERES MACROSCOPICOS DE LOS CULTIVOS

6. 2. 2 Melaza liquida ( 4. 4) 

Cultivo de: 24 horas 48 horas

Temperatura: 
280- 

300C
280- 

300C

Crecimientos Poco sedimento Abundante sedimento

No enturbia el medio No enturbia el medio

6. 2. 3 I'.elaza gelosada ( 4. 4) 

Cultivo de: 24 horas

Temperatura: 
280- 

300C

Crecimientos Escaso

Color: Amarillento

Aspeotos Opaco

Forma: Circular

Superficie: Lisa

Elevación: Plana

Acci6n sobres No hay
el medio

6. 2. 4 Aguamiel gelosado ( 4. 5) 

Cultivo de: 24 horas

Temperaturas
280- 

30cC

Crecimientos Escaso

Color: Blanco

Aspectos Opaco

Forma: Circular

Superficios Lisa

Elevación: Flana

Brillo: Escaso

Acci6n sobre
No hay

el medio

NOTAS A las 48 horas los cultivos de melaza í,-elosada y aguamiel
gelosado presentaron las mismas características que a las 24 ho

ras pero el orecimiento fue más abundante. 
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6. 2. 5 Aguamiel liquido ( 4. 5) 

Cultivo de: 21 horas 48 horas

Temperatura: 
280- 

300C
280- 

300C

Crecimientos Poco sedimento Foco sedimento

No enturbia el medio No enturbia el medio

6. 2. 6 Melaza gelatina ( 4. 6) 

Cultivo de: 

Teml,er^ tura: 

Crecimiento: 

Color: 

Aspecto: 

Forma: 

Superficie: 

Elevación: 

Brillo: 

Acci6n sobre = 

el medio

24 horas

Ambiente

Escaso

Ligeramente amarillo

Opaco

Circular

Li sa

Plana

Abundante

No hay

6. 2. 7 2,i83io oomo fuente de nitr6geno ( 4. 7) 

Cultivo de: 24 horas

Temperatura: 
280- 

300C

Crecimiento: Escaso

Color: Blanco

Aspecto§ Opaco

Forma: Circular

Superficie: Lira

E, levaci6ns Plana

Brillo: Abundante

Acción sobre= 
No hay

el medio

NOTA: Se hicieron observaciones a las 48 horas, obteniéndose las

mismas caractorístioas, oon crecimiento más abundante. 
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6. 2. 8 Medic conteniendo alcohol ( 4. 8) 

Cultivo de: 24 horas

Temperaturas
280— 

300C

Crecimie:zto: Negativo

6. 2. 9 Ajar GorodkoNa ( 4. 9) 

Cultivo de: 24 horas

Temperaturas
280— 

300C

Crecimientos Escaso

Color: Blanco

Aspectos Opaco

Forma: Circular

Superficie: Lisa

Elevación: Plana

Brillo: Escaso

A0ci6n sobre. 
No hay

el medio

48 horas

280— 30° C

Negativo

6. 2. 10 Método auxanográfico de Beijerinck ( 5. 2) 

Nedio 4. 10 a) Para azúcares : 

Azúcar 24 horas 46 horas

Manosa

Arabinosa

Fructosa

Xilosa

Sacarosa

Medio 4. 10 b) Para nitr6geno: 

Cultivo de: 24 horas 48 horas

Creoimíento: Negativo i;egativo

NO' A: Con los resultados anteriores la cepa No. 1 fue identifí— 

cala como 11 Torulopsis hydromelitis ". 
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C -" A Iio. 2

2. 11 ^. A_táCTE7TS ': IOHOSCOIICO2 DE ] AS CI^.UI_AS. En el medio ( 4. 5) 

idad del cultivos 72 Horas

Tem; eratura: 28' C

For:na de las celulas: Elípticas

Agrupamiento: La mayoría for;,.an cadenao

A" 7:OSCOFICOS DE LOS CLL TI JOS

6. 2. 3. 2 Felaza líq_iida (. 4) 

Culti-,,o de: 24 horas

Te;:,reret ara: 2 0- 300C

Creci¡:,iento: loco sedir..er,to, No enturbia el- medio

1 velo es de asFecto seco, rugoso y

amarillento. 

6. 2. 13 A,'Uamiel líquido ( 4. 5) 

Cultivo de: 24 horas

enieratura: 
280- 

300C

Creci ie::to: Formación de velo, no forma sedimento

No enturbia el medio. 

6. 2. 14 i' elaza - elosada ( 4. 4) 

Cultivo de: 24 ]-_oras

Temrerutura: 2£30- 3000

Crecimientos Abundante

Color: Amarillento

Así esto: Opaco

Forma: Irre ..u3 ar

Su, erf i ci e : itu¿+,osa

Elevaci6ns 27scasa

Brillo : Yo hay

A0ci6n aohr(-- 

el mcrlios NinTina
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6. 2. 15 Aguamiel " elosado ( 4. 5) 

Cultivo de: 2.'. horas

memperatura: 2uo- 3^ 0C
Crecimiento: Escaso

Color: Blanco

AsT. ecto: Opaco

Forma: Circular

Superficies RuJO sa

Elek,ac]. Ún: SCilSa

Brillo: go } ay

Acción sibre

el mo 3io: in -una

6. 2. 16 Melaza ;: elatina ( 4. 6) 

Cultivo de: 21 horas

Temperatura: 280- 

300C

Crecimiento: Escaso

Color s Amarillento

Aspectos Opaco

Forma: Irregular

Superficie: Ru;7osa

M evaci6n s Fzcasa

Bri l los Yo }, ay

Acción s:) ire

e] medio: ir..,;ana. 
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6. 2. 17 Medio como rucnte de nitrógeno ( 4. 7) 

Cul4ivc de: 24 horas

Tempers.turas 28n- 300 C

Crecimiento: Escaso

Color: Blanco

Aslecto: Opaoo

Forma: Irregular

5ui.crficie: P.ul"oaa

lcvaci6n: Escasa

Brillo: Escaso

Acción sobre

No hay

el r.:odios Ningana

6. 2. 18 I•:edio conteniendo alcohol ( 4. 8) 

C4] tivo de: 24 horas

Te, leratura: 
280- 

300C

Crecimiento: Abundante, con : oca turbidez

y sedimento. 

Color: Blanco

Aspectos 01. aco

Forma: Irregular

u crficie s Rugosa

1rvaci.6n: Vana

Rri] o: No hay

AcciSn sobre

c1 me,Uo Nin -una
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6. 2. 19 ACar Corodk—Dwa ( 4. 9) 

Cultivo des 21, horas

Temperaturas 280- 

300C

Creci:A entos Abundlnte

Color: Blanco

Aspectos Opaco

Formas Irre.pular

Superficies Ru - osa

Elevaciuun: plana

Brillo: ., o hay

Acción sobre

el medio: i: in,una

NOTA: A las 48 horas presentan las mismas características pero
el crecimiento ( s más a undante. 

6. 2. 20 Método auxanográfico de Beijerinck ( 5. 2) 
1•: edio 4. 10 a) Fara azúcares: 

Azúcar 24 horas 43 horas

Manosa + + 

Arabinosa

Fructosa + + 

Xilosa - 

Saoarosa

Eedio 4. 10 b) lora nitrógenos

Cultivo des 24 horas 48 Doras

Crecimiento: ++ +++ 

OTA* Con los datos anteriores la cepa No4 2 fue identificada
como " Fichia barra.?ani
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6. 3 RESULTADOS DEL CRECIYIT• TO DE LAS LEVADURAS, OBTENIDOS . A DIFERENTES
NIVELES DE NUTRIMENTOS. 

El objeto de este estudios fue determinar los nive- 
les; de azúcar, nitr6geno y £ 6sforo en que cada especie de levadura estu- 
diada creciera mejor, 

para poder diseñar un medio de cultivo líquido óp- 
timo y obtener el máximo rendimiento ( en peso) en las fermentaciones sub
sew-ien+es. 

La eficiencia se determin6 relacionando el creci- 
miento en peso de la levadura, a la oantidad ( en gramos) del nutrimento
estudiado. 

DETERMINACION DE LA MEJOR CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONO
Método 5. 3) 

TABLA 6. 3. 1

Medio de cultivo 4. 11 - sin aLnr) 

Cona. . 

melaza. 
Ce a 1 Promediop Test¡;, TTotal Eficiencia

100 ml. lev. 100 ml. tara) 
r. lev. 100 ml. lev. . nutr. 

20 1. 1430 0. 9937 1. 06,54 0. 5759 0. 4825 0. 0241
lo o. G24o 0. 9233 0. 7737 0. 0604 0. 7133 0. 0713
5. 0 0. 5210 0. 5281 0. 5295 0. 0358 0. 4937 0. 0987
2. 5 10. 3828 0. 3781 0. 3805 0. 0126 0. 3679 0. 1471

TABLA 6. 3. 2

1•' edio de cultivo 4. 12 - sin arar) 

Cono. de

melaza. 

Cepa 2 promedio Testigos Total LYiciencia
h' 0 ml. lev. 100 ml. tara) 

lev. 100 ml. F. lev. . nutr. 

20 1. 7673 1. 3805 1. 5324 0. 5759 0. 9565 0. 0478

10 1. 246 1. 2003 1. 2424 0. 0604 1. 1820 0. 1182

5. 0 0. 325 0. 3704 0. 3514 0. 0358 0. 3156 0. 0630

2. 5 0. 1806 0. 3206 0. 2506 0. 0126 0. 2480 0. 0992

NOTAS Tanto el nitrógeno como el f6aforo solubles, es mantuvieron cons- 

tantes. ( GRÁFICA 1) 
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DETERMINACION DE LA MEJOR COBC= ACION DE LA F MUE DE NITROGENO

Método 5. 4) 

TA.BLA 6. 3. 3

Medio de cultivo 4. 11 - sin agar) 

Conc. de

I, -JH (l
Cepa 1p Promedio Testi osP Total Fficiencia

4) 2 4 tara) 

9./ 100 ml. g. lev. 1100 ml. L-. lev./ 100 1. g. lev./ g. nutr. 

1. 0 0. 8797 0. 84721i 0. 8536, 0. 0604 0. 7932 0. 7932

0. 5 0. 9248 0. 9448 0. 9398 0. 06 04 0. 8794 1. 7588

0. 25 0. 6257 0. 7709 0. 6783 0. 0604 0. 6179 2. 4716

TABLA 6. 3. 4

Medio de cultivo 4. 12 - sin agar) 

Conc. de

NE )
2J04

Cepa 2 Promedio Testi-,os Total Eficiencia

tara) 

g. 1100 ml. C. lev./ 100 ml. g. lev./ 100 ml. g. lev./ g. nutr. 

1. 0 1. 4409 1. 2559 1. 3484 0. 0604 1. 2880 1. 288

0. 5 1_. 5454 1. 628) 1. 6871 0. 0604 1. 6267 3. 553

0. 25 1. 3798 1. 5205 1. 4502 1 0. 0604 1 1. 3998
1

5. 599

TIOTA. La fuente de carbono y la de fósforo se mantuvieron constantes. 

GP.APICA 2) 
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DETERI`,INACION DE LA N.EJOR COI' CENTRACION DE LA FUEIITE DE FOSFORO

Método 5. 5) 

TABLA 6. 3. 5

Medio de oultivo 4. 11 - sin aar) 

Conc. de

IM2POd
Cepa 1 Promedio Testigos Total Eficiencia

tara) 
r./ 100 ml. R. le r./ 100 ml. r. lev./ 100 ml. R. lev./ C. nutr. 

0. 4 0. 7007 0. 8169 0. 7488 0. 0604 0. 6884 1. 721

0. 2 0. 8133 0. 9022 0. 8538 0. 0604 0, 7934 3. 967

0. 1 0. 8820 1. 1004 0. 9913 0. 0604 0. 9309 9. 309

TABLA 6. 3. 6

Medio de cultivo 4. 12 - 5in arar) 

Cono. de

I{ R2PO4
Cepa 2 Promedio Testi Pos Total Eficiencia

tara) 

T./ 100 r:.l. f-. lev./ 100 ml. r. lev./ 100 ml. P,. lev./ C. nutr. 

0. 4 1- 507- 1. 3959 1. 4778 0. 0604 1. 4174 3. 543

0. 2 1. 6570 1. 9249 1. 7909 0. 0604 1. 7305 8. 652

0. 1 1. 4622 1. 7441 1. 6032 0. 0604 1. 5428 15. 428

2IOTA: Tanto la fuente de carbono como la de ritrórreno se mantuvieron

constantes. ( GRAFILA 3) 
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Gráfica 1 Grdfica 2
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6. 4 DETERY17NACIOI+ DE LAS CURVAS DE CRECIMIE2:TO D_ LAS LEVADURAS, 

EN 14ATRACES BAFLEADOS Y AGITADOS. 

Método 5. 6; medio de cultivo 4. 15) 

TABLA 6. 4. 1

CEDA No.. l Torulopsis hydromelitis

Tier..r.o

hiras

Peso total obtenido

100 ml. 

Peso real de levadura (*) 

g. 1 100 ml. 

3 0. 0822 0. 0218

6 0. 2329 0. 1725

9 0. 2622 0. 2018

12 0. 2881 0. 2277

15 0. 4354 0. 3750

18 0. 7921 0. 7317

22_ 1. 11. 23 1- 0524

24 0. 8997 0. 8393

TABLA 6. 4. 2

CEPA Yo. 2 Pichia barraga.ni

Tiempo Peso total obtenido

100 ml.` 

3 0. 1258

6 0. 1477

9 0. 2163

12 0. 8015

15 0. X760

18 1. 2390

21 1. 1757

24 0. 7``` 0

Feso real de levadura ( x) 

100 ml. 

C). 0654

0. 0873

0. 1564

0. 7411

M156

1. 1786

1. 1153

0. 7276

O Se obtuvo restando al ncso total obtenido los sólidos del medio
de cultivo, que corresponden a 0. 0604 g. 
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6.' DETTIM INACION DEL CONSUNO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES ( COMO SACÁ

ROSA), 171 Y.AT.3ACES WLEADOS Y AGITADOS. 

Método 5. 8; medio de cultivo 4. 15) 

TABLA 6. 5. 1

CEPA No. l Torulopsis hydromelitis

Tiempo

horas

Gasto de tiomilfato

de sodio 0. 05 11. 
ml. 

Equivalencia

en sacarosa. 

loo ml. 

3 3. 8 8. o

6 6. 5 4. 0

9 6. 9 3. 8

12 9. o 0. 5

15 9. 3 0. 2

18 9. 3 0. 2

21 9. 5 0

24 9. 5 0

TABLA 6. 5. 2

CEPA No. 2 Piohia barragani

Tienpo

horas

Gasto ( In tiosulfato

de sodio 0. 05 P- 
ml. 

Equivalencia

en sacarosa. 

g. 1100 ml. 

3 5. 5 5. 9

6 6. 1 4. 8

9 7. 3 3. 0

12 8. c 0. 9

15 8. 6 0. 9

18 8. 151 o. 6

21 9. o 0. 5

24 1 9- 5 1 o

Blanoo 3. 0 9. 3
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Gráfica 4

Curva estándar de Sacarosa

Método 5. 8 ) 
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Gráfica 5

CURVAS DE CRECIMIENTO y

Consumo de azúcares por las

levaduras en cultivo agitado

6. 4 ; 6. 5 ) 

2

1 - 6 9 12 IS 18 21 24

Tiempo ( horas) 

A: CURVA DE CRECIMIENTO DE Pichia borra_goni

B: . s • CONSUMO DE AZUCARES DE P. barrogoni
C. rr » CRECIMIENTO DE T. hydromelitfs

D: 04 40 CONSUMO DE AZUCARES DE T. hydromelitis
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6. 6 DETERMINACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENNTO Y CONSUYO DE AZUCARES

PARA LA LEVADURA Torulopsis hydromelitis EN FERMENTADOR DE LABORA_ 
TORIO. 

Métodos 5. 7 Y 5. 8; medio de cultivo 4. 15 con 10 14, de melaza) 

TABLA 6. 6. 1

TABLA 6. 6. 2

Medio de cultivo 4. 15 con 2. 5 % de melaza) 

Tiempo

horas

L E V A D U R A S A Z U C A R E S

Tiempo E. lev. en 100 ml. ml. Tiosulfato SacaroBa equiva- 

0. 0191

Lectura corre mda gastadoz. lente consumida. 
horas prom^ i o g. por 100 ml. 

0. 3889

36

0 0. 0523 6. 5 4. 0

6 0. 28 03 6. 7 3. 8

12 0. 5049 9. 0 0. 5
18 0. 5447 9. 2 0. 3

21 0. 6067 9. 0 0. 5

24 0. 6897 9. 3 0. 2

30 0. 7447 9. 4 0. 1

36 o. 6941 9. 4 0. 1

TABLA 6. 6. 2

Medio de cultivo 4. 15 con 2. 5 % de melaza) 

Tiempo

horas

L E V A D U R A S

g. lev. en 100 ml. 

Lectura corregida

E

0 0. 0128

6 0. 0178

12 0. 0191

1U' 0. 1161

21 0. 1194

24 0. 2401

30 0. 3889

36 0. 432

Y) La corrección se hizo restando a los gramos de levadura, 0. 0604 g. 

que es el peso del sedimento del medio de cultivo testigo. 
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Gráfica 6

Curvas de Crecimiento
y

Consumo de Azúcares en

Fermentador de laboratorio

6. 6. 1 y 6. 6. 2 ) 

B

Torulopsis hydromeIitis

x

A

X

0 6 12 1B 2¿ 30 36

Tiempo ( horos) 

Rendimiento = 19. 09
0

0
A Curva da Crecimiento con 10 / o de melara

B: Curvo de Consumo d• A= úcar o

Ci Curva de Crecimiento en me d lo d• cultivo

con 2. 5% d• meloso
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6. 7 DFTER:dINACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO Y CONSUMO DE AZUCARFS

PARA LA LEVADURA Pichia barragani EN FERMENTADOR DE LABORATORIO. 

Métodos 5. 7 y 5. 8; medio de cultivo 4. 15 con 10 % de melaza) 

TABLA 6. 7. 1

a) La corrección se hizo restando a los gramos de levadura, 

0. 0604 g. que es el peso del sedimento del medio de cul— 

tivo tcstigo. 

L E V A D U R A S A Z U C A R E S

Tiempo g. lev. en 100 ml. ml. Tiosulfato Sacarosa equiva— 
Lectura corregida gastadoc lente consumida. 

horas Promedio g. por 100 ml. 

0 0. 0441 6. 5 4. 0

6 0. 2457 6. 3 3. 8
12 0. 3392 7. 5 2. 7

18 0. 6464 7. 9 2. 1

21 0. 8665 8. 4 1. 2

24 0. 5813 8. 7 0. 8

30 0. 5870 9. 0 0. 5

36 0. 5795 9. 0 0. 5

a) La corrección se hizo restando a los gramos de levadura, 

0. 0604 g. que es el peso del sedimento del medio de cul— 

tivo tcstigo. 
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G ráf1ca 7

Curvas de Crecimiento

Y

Consumo de Azúcares en

Fe rmentador de laboratorio

ió. 7. 71

Pich1a barras nni
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T i e m p o ( h o r o s) 
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A: C U R V A D E C RE C ¡ M ¡ E N T O

8 : CURVA DE CONSUMO DE AZUCARES
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6. 8 DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEINICO DE LAS LEVADURAS, ( 5. 9). 

N- 
V x N x- 0. 014 x- 100

g. de muestra

Proteínas - % N x 6. 25

Torulopsis hydromelitis: 

Gasto de HC1 0. 1 N. obtenido - 28 ml. 

p N= - 28 x 0. 0192 x 0. 014 x 100
7. 526

0. 1

Protetnas - 7. 526 x 6. 25 - 47. 04

Pichia barra; ani: 

Gasto de EC1 0. 1 N. obtenido - 27 ml. 

27 x 0. 0192 x 0. 014 x 100
7. 257

0. 1

Proteínas = 7. 257 x 6. 25 = 45. 36

6. 9 RENDIMIENTOS DE LA PRODUCCION DE LAS LEVADURAS RELACIONADOS AL

CONSU140 DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES, ( 5. 10). 

Torulopsis hydromelitis: 

Pichia barraganis

Rendimiento
0_? 447

x 100 = 19. 09
3. 9

Rendimiento - 
0. 8665 x 100 - 28. 8

3. 0
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V.'- D I S C U S I 0 N

7. 1). Después de haber efectuado toda la serie de - 

pruebas de crecimiento, forma de colonias y bioquímicas indicadas en el

inciso 6. 2 ( 6; 2. 1 hasta_.6. 2. 20) de acuerdo al trabajo del Dr. Ruiz Oro- 

noz ( 9. 18), en las dos cepas de levaduras que aislar.os del aguamiel, se

compararon los resultados obtenidos con loe cuadros dc] capítulo II y - 

se lleg6 a la conclusión de que se trataban de las especies: 

Cepa NU. 1 Torulopsis hydromelitis

Cepa No. 2 Pichia be= agani

7. 2) Como estas dos levaduras están acostumbradas

a un medio ecológico natural ( aguamiel - pulque), se pens6 que era nace

sario un período de adaptación al medio melaza - sulfato de amonio, en

que se pretendía cultivarlas; máxime que nuestra intención era lograr - 

cultivos muy eonoentrados en un medio de cultivo líquido preparado con

estos materiales. 

Para la adaptaci6n se ide6 un medio s6lido ( el -- 

cual facilitaría la aeración al crecer el microorganismo en su superfi- 

cie); utilizando agar, la fuente de carbono ( melaza de caña), de nitr6- 

geno ( sulfato de amonio) y de fósforo ( fosfato ácido de potasio) se pu- 

sieron en cantidades que se encuentran dentro de los limites indicados

por diversos autores ( 9. 15) este medio de ai.aptaci6n fue el 4. 1 y se -- 

us6 para lar dos levaduras, cada una de ellas fue sembrada por separado

haciendo varios pases o resiembras ( método 5. 1) de esta manera fue ob- 

servada la forma y velocidad de crecimiento de cada cepa. 

En la cepa de P. barragani se not6 que en el pri— 

mer paso el crecimiento fue pobre pero al tercero fue abundante y rápido. 

Con la cepa de T. hydromelitis sueedi6 exaotamen-- 

te lo mismo, aunque el crecimiento fue un p000 Ma lento. 
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A partir de ese momento, las dos levaduras se con— 

servaron en el medio sólido de melaza agar ( q. 11 y 4. 12) para ulterio— 

res experimentos y se desech6 el medio de Sabouraud ( 4. 2) que hasta ese

momento se venia utilizando. 

A continuaoi6n las dos levaduras se inocularon en

matraces bafleados en el medio de adaptación líquido y después de sem— 
brados, se procedi6 a agitarlos en mesa rotatoria, para observar la res

puesta de crecimiento a estas nuevas condiciones ( 6. 4). 

El siguiente paso fue afinar los niveles de nutri— 

mentos para obtener una mejor relación entre el crecimiento celular y — 

consumo de azúcares, o sea mayor rendimiento al aplicar los factores de

agitación y aeración. Aunque es sabido que las levaduras utilizadas en

la alimentación como C. utilis, C. tropicalis, S. cerevisiae etc, utili

zan niveles de azúcares reductores bajos ( 1. 0 a 1. 5 -), ( 9. 15); era ne— 

cesario en este caso conocer el comportamiento de las levaduras en estu

dio, a diferentes niveles de nutrimentos, pues su mejor rendimiento po— 

dría estar situado en otras concentraciones de nutrimentos ( 6. 3). 

La cepa No. l T. hydromelitis muestra abundante cre

cimiento a bajas concentraciones de melaza ( 6, 3. 1). En la cepa No. 2 — 

1. barruSani sucede lo contrario, ya que el máximo rendimiento se obtie

ne a un nivel de melaza más alto; lo que indica una mayor asimilación — 

de azúcares reductores totales utilizados' para formar su material celu

lar, ( 6. 3. 2). 

Para obtener un nivel 6ptimo de la fuente de nitr6

Geno en el medio de cultivo, nos basamos en fundamentos teóricos ( 9. 15) 

de los requerimentos necesarios para las levaduras, de los cuales se de

dujo que la cantidad de esta fuente de nitrógeno debe ser suficiente, — 

Fuesto que para la fa maci6n de aminoácidos y posteriormente la síntesis

de rroteínas se requiere principalmente de esta fuente nutritiva; dando

como resultado una levadura con proteína de alta calidad. 
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De acuerdo a los resultados ( 6. 3. 3 y 6. 3. 4) P. ' ba— 

rragani y T. hydromelitis son levaduras que recuieren cantidades bajas

de sulfato de amonio para un crecimiento favorable. 

Los compuestos de fósforo juegan un importante pa- 

pel en el metabolismo celular de la levadura, por lo que la adición de

fósforo en forma de sales solubles incrementa considerablemente el con- 

tenido de carbohidratos y grasas en la célula. 

Las cantidades bajas de fosfato ácido de potasio - 

dan como resultado una eficiencia mayor en ambas levaduras ( 6. 3. 5 y -- 

6. 3. 6). 

La cifra más alta en las tablas de eficiencia, nos

indicó el mejor aprovechamiento del nutrimento a prueba, o sea la más - 

alta convbrsi6n a material celular por gramo del referido nutrimento. 

Las gráficas 1, 2, 3 correspondientes a las fuen-- 

tes nutritivas ensayadas para cada cepa de levadura en estudio, repre- 

sentan la eficiencia que se obtuvo en un medio determinado de acuerdo a

la cantidad de substancia nutritiva requerida por la levadura ( 6. 3). 

En la gráfica 1, vemos que la cepa T. hydromelitis

tiene mayor eficiencia en el nivel más bajo de melaza como fuente de -- 

carbono, esta eficiencia disminuye de una manera proporcional conforme

aumenta la concentraci6n de melaza . Para P. barragani la eficiencia -- 

tiene dos puntos 6ptimos, siendo ligeramente mayor a un nivel más alto

aunque también se tiene buen rendimiento a un nivel más bajo. Comparan- 

do la eficiencia entre las levaduras se observa que se obtiene mayor — 

producci6n de la levadura T. hydromelitis que de P. barra,vani, para el

nivel que oontiene menos fuente de carbono. 

La gráfica 2 de la determinación de la fuente de - 

nitr6geno muestra para T. hydromelitis que la eficiencia aument6 gradual

mente a medida que la cantidad de nutrimento ( sulfato de amonio) va -- 

disminuyendo en la cepa de P. barragani ocurre lo mismos teniendo ambas

levaduras la eficiencia óptima a un mismo nivel; aei como la eficiencia
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menor en el nivel de mayor concentración. La producción de P. barragani

es mucho mayor que la de T. hydromelitis . 

Los resultados de la gráfica 3 correspondiente a - 

ln fuente de f6sforo, indican para la cepa T. hydromelitis que la efi- 

ciencia va aumentando conforme va disminuyendo la cantidad de fosfato - 

ácido de potasio, obteniéndose así la eficiencia 6ptima en el nivel más

bajo de la substancia nutritiva. P. barragani tiene su eficiencia 6pti- 

ma en un nivel de concentración baja del nutriente como ocurre con la - 

levadura anterior. 

De acuerdo a estos resultados convendría afinar los

niveles 6ptimos obtenidos para una mayor precisión en el diseño del me- 

dio de cultivo, de manera que la producción de levadura sea cada vez me

jor. 

7. 3) Para la determinaci6n de las curvas de creci- 

miento y consumo de azúcares previamente se hizo una curva estándar pa- 

ra correlacionar el gasto en mililitros de una solución de tiosulfato - 

de sodio 0. 05 N., con los reductores totales en mili.,mamos mediante el

método de Underkoffler ( 5. 8) 9 obteniéndose la gráfica No. 4; como redue

tores totales se utiliz6 sacarosa R. A. la cual se invirtió con una solu

ci6n de ácido clorhídrico. 

En esta forma los datos de la curva estuvieron más

en consonancia con los reductores totales de la melaza de caña utiliza- 

da en nue:; tro trabajo, los cuales en su mayoría consisten en sacarosa; 

habiéndose tratado cada muejtra por el mismo método se analizó unicamen

te el remanente de reductores totales que la levadura al crecer no ha— 

bía consurnido alín. Conforme a esto, todos los datos de consumo de azüca

res en las tablas y gráficas se representan como sacarosa. 

7. 4) En las tablas 6. 4. 1 y 6. 4. 2 están indicados - 

los resultados del orecimiento de las dos levaduras en gramos. Tanto en

Hste experimento en el que se utilizaron mesas rotatorian, como en el - 

diCuiente en el que se usaron fermentadores con aire a presión, se deci
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di6 trabajar con el mismo medio de cultivo ( 4. 15) para las dos cepas, 
con el objeto de observar el comportamiento de las dos levaduras en - 

condiciones semejantes, para posteriormente en otros trabajos buscar - 
los mejores rendimientos9 pues aqui s610 se trató de encontrar algunos
faotores que permítieran hacer estudios enfocados a la produeei6n de - 
tipo industrial. 

En relación al crecimiento de las dos levaduras - 
efectuado en mesa rotatoria ( 6. 4 y 6. 5), observamos lo siguientes

El crecimiento de las dos levaduras es muy seme- 
jante aunque la cepa de T. hydromelitis tarda más en llegar al máximo

debido posiblemente a que se desarrolla mejor en medios de cultivo con
menor concentraci6n de azúcar. El máximo crecimiento para la levadura
T. h~ omelitis se alcanz6 a las 21 horas y para la levadura P. barra- 

gani a las 18 horas. El consumo de azúcares fue bastante semejante en
las dos cepas, habiendo consumido casi la totalidad de ellos en aproxi
madamente 12 horas. Sin embargo el crecimiento óptimo se alcanza unas

5 horas después; esto podría indicar que aunque ya no existan moléculas
deteotadas por el método de Undercoffler pueden existir otros compues- 

tos de alta energía que siguen actuando como fuente de energía ,y de sin
tesis protoplásmica. 

7. 5) En las tablas 6. 6. 1, 6. 6. 2, 6. 7. 1; gráficas

6 y 7 se observa lo siguientes

La levadura P. barragani crece un poco saás rápido

que T. hydromelitis corroborando lo que observamos en el crecimiento - 
en mesa rotatoria; el consumo de azúcares está en el mismo caso, es -- 

más rápido en T. hydromelitis que en P. barragani. 

P. barragani dio mejor rendimiento que la levadura

T. hydromelitis pero no hay que olvidar que ésta fue producida en un - 
medio con mayor contenido de azúcar que su 6ptimo. 
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Sin embargo al producirla en un medio con el 6pti
mo de azúcar ( 2. 5 %), se observ6 que su crecimiento fue más lento ( gr£ 

fica 6) y la producción más baja. Esto podría indicrr oue hay necesi— 
dad de variar otros factores como aeración y temperatura, pH etc., en

el ferm.entador para ver si en esta forma aumenta la velocidad de crecí
miento. '? o se pudo hacer esto debido a no contar con el equipo adecua— 
do, también hay que hacer notar que realmente no se profundiz6 en la — 
forma de obtener mejores rendimientos debido a lo antes mencionado y — 
s610 nos concretamos a obtener un conocimiento básico de estas dos le— 
vaduras asimismo clasificarlas. 

Un mejor estudio en cuanto a producción para esca
la comercia] deberá hacerse con un diseño m c, econ6r.,ico en el medio de
cultivo, afinando los niveles de nutrimentos y con equipos de fermenta
ci6n más adecuados. 
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VI.- CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados presentados en este - 
trabajo podemos concluir que: 

8. 1) Las levaduras Torulopsis hydremelitis y Pichia
barragana aisladas del aguamiel pueden ser utilizadas en los procesos - 
fermentativos a gran escala con la finalidad de que sean aplicadas como
fuente alimenticia, usando melazas como materia prima. Se eligieron es- 
tos desechos de la industria azucarera debido a que ofrecen un medio de

cultivo adecuado para el rápido crecimiento de estas levaduras y aprove
charlos en lugar de tirarlos pues aunque una parte de ellos se utiliza
en la producei6n de alcohol y cono aditivo en alimentos para animales, 

el resto se desecha y causa problemas de contaminación en ríos y lagos; 
además no requiere de un tratamiento previo y es poca la cantidad de nu
trimentos inor~ oos agregados a la melaza al preparar el medio de cul
tivo. 

8. 2) Fueron estudiados los niveles de carbono, ni- 

tr6geno y fósforo apropiados; observándose que la utilización de ellos

por cada levadura fue pequeña, lo que indica que el medio de cultivo a
nivel industrial es económico. Sir, embargo es necesario estudiar esto - 

más a fondo para obtener mayor precisión en la determinací6n de estos - 
niveles y mejorar el rendimiento. 

8. 3) Las oondiciones óptimas de trabajo para la — 

producci6n de levadura a escala industrial correspondientes a cada una

de las levaduras deben ser establecidas de acuerdo a trabajos posterio- 
res, a nivel de planta semipiloto y luego a planta piloto. 
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Ya que este trabajo fue enfocado a conocer algunos
aspectos de la producción, a nivel de laboratorio como base para inves

tigaci6n posterior a nivel de planta semipiloto para efectuar estudios
en relación a variaciones del pH, temperatura, aeración y agitación en
cada una de las levaduras,. lo que serviría_gara fijar condiciones de - 
producci6n industrial. 

8. 4) En la determinación de azúcares reductores - 
oon el método utilizado ( Underkoffler) se obtuvieron resultados favora

bles por su especificidad para el análisis en los medios de fermenta-- 
ci6n, además que no fue necesario la clarifieaci6n previa del medio de
cultivo. 

8. 5) A pesar de que el crecimiento de estas dos - 

levaduras fue rápido, los rendimientos obtenidos fueron un poco más ba
jos debido a que como se mencion6 anteriormente, no se trabajó en las

condiciones 6ptimas de equipo, ni se investigaron factores oomo pH, - 

temperatura, aeración y aj.taci6n ya indicados. 

8. 6) Estas levaduras presentaron un contenido pro- 
teínico aceptable y es por lo que pueden considerarse de interés para - 

su uso en la industria alimenticia animal y posteriormente con estudios
más detallados, en la humana. 

3. 7) También es pozible mediante nuevos estudios

que estas levaduras pueden ser utilizadas tanto en la industria farma- 
eéutic:, como tales, o para la obtención de vitaminos del complejo B, - 

ací como para la obtención de aminoácidos e hidrolizados de proteína. 
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