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Siendo México un pais con alta rroduccién azucare
ra y las melazas o mieles incristalizables un producto de desecho de -
esta industria, es vdlido pensar en utilizarlas como materia prima pa-
ra la obtencién de levadura alimenticia ya sea para el consumo humano
o del ganado. Por otra parte la principal aplicacién del aruamiel es -
la elaboracién del pulque, bebida de alto consumo en nuestro rais prin
cipalmente en la zona rural, donde desempefia cierto papel alimenticio
Y aun en muchos lugares suple la falta de apua; se ha hablado de la po
sibilidad de usar el agave gue lo produce, en una forma integral como
en la extraccidn de fibras y la obtencién de diversos productos iutiles

a la industria como &cidos orgédnicos, acetona, etc.

Los microorganismos presentes en el aguamiel per—
tenecen a dos grupos principales: BACTFRIAS Y LEVADURAS. 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 trahajos que se han hecho sobre
este tema, se ha logrado aislar y caracterizar un buen mimero de leva-
duras y bacterias identificando ampliamente las mds comunes e importan

tes, (9.18).

Tos componentes quimicos del apuamiel y del pul--
aue han sido estudiados con bastante detalle, no asi sus componentes -
biolémicos gue por su comrlejidad y diversidad ofrecen todavia un am--
rlic campo para la investigacidn.

Fl objetivo del vresente estudio fue evaluar el -

comportamiento de dos especies diferentes de levaduras aisladas del --

aruamiel (Torulopsis nydromelitis y Fichia barragani) en la obtencién




de crecimientos masivos en la melaza de cafia de azicar a nivel de labo
ratorio, ademis de valorar su contenido de protefna en las condiciones

de produccién que se desarrollaron en este trabajo.

Otro propésito fue conocer algunos factores que -
nos permitan sentar las bases para una futura obtencién de proteina —
alimenticia en gran escala y contribuir al conocimiento de los diferen
tes microorganismos y su uso, los cuales en un momento dado pueden ser
vir como fuente de proteina de alta calidad.

Para tener datos mé&s precisos acerca de la cali--
dad de proteina de estas dos levaduras desde el punto de vista alimen-—
ticio, se implementé un segundo trabajo de tesis, (9.9).



II.- GENERALIDADES

La importancia de las levaduras en Ja alimentacidn
radica en que son fuente de muchas vitaminas del grupo B, ademds contie
nen todos los aminodcidos esenciales necesitados por el hombre y anima-
les superiores. Los aminodcidos que contienen azufre como I-cisteina y
I-metionina aparecen también en bajas concentraciones. Por esta razén —
las rroteinas microbianas son mis efectivas que los suplementos dietéti

cos de proteina animal como unica fuente de proteina.

Las levaduras pueden convertir rapidamente el nitré
geno inorganico en aminodcidos y proteinas, este aprovechamiento tiene
ventajas considerables sobre las proteinas de animales y de plantas su-

periores, (9.4).

Para la utilizacidn de las proteinas microbianas -
en algunos casos es necesario efectuar procesos especiales para hacer—-
las gue sean mds digcribles en bhumanos y animales. Se ha demostrado que
la digestibilidad de la levadura puede ser grandemente incrementada por
la desecacién en temperaturas altas, bajo ciertas condiciones. Sin em--
barco el calor requerido en el tratamiento para incrementar la digesti-
bilidad de las células puede también afectar a la proteina y componen-——

tes celulares, por lo que se prefieren métodos mecdnicos, (9.6).

Desde hace muchos atios se ha hablado de la necesi-
dad de nuevas fuentes de alimento y de la importancia de la industria -
de las fermentaciones para contribuir a este propésito. Se cree que pa~
ra el afio 2000 la poblacién mundial serd de 6 billones o més, por lo --
tanto se esperan muchos cambios en el suministro y hdbito de alimenta—

cidén, donde la fermentacién jugard un papel de importancia relevante.

La expansién y afluencia cada dia mayor de pobla--

cién, presiona el aumento de provisiones alimenticias y otros recursos,



asi como también el gran incremento de fuentss de desecho impondra con-
diciones especiales, ya gue substancias orgdiicas normelmente desecha——
das en la actualidad y que coniribuyen a aum:ntar la ccntaminacién, en
un futuro serdn empleadas principalmente en la produccién de S.C.P. —
(proteina celular simple) y en menor grado e1 el mejoremiento de otros

nutrimentos,

Los procesos de fermenticidén y suc productos serén
adaptados a las demandas y condiciones del fituro, sierdo las ventajas

principales de estos procesos los siguientes:

l.- Actualmente se utilizan derivados del petréleo
como sustrato para la produccién de levadura pero por Ser un recurso no

renovable se buscan otros sustratos renovables y féciles de adquirir.

2.- El proceso de fermentacién puede emplear dese-

chos y aminorar la contaminacién.

3.~ Siendo substancias del metabolismo microbiano,
los productos de la fermentacién son por naturaleza degradados biologi=-
camente ¥ cuando pasen a ser desechos serdn rapidamente estabilizados o

eliminados.

4.- la fermentacién favorece la actividad industri
al y el desarrollo de esta &rea apoyard el rdpido avance de las ciuda--—
des menos favorecidas, porque no dependen de reservas rubstanciales y -

combustibles fésiles,

5.~ Los métodos de Termentacién para la produccidn
de tejidos microbianos, pueden servir para la elaboracidn de alimentos

y ayudar a aminorar la escasez de los mismos, (9.13).
MATERIA PRIVMA Y SU TRATAMIFNTO

A) Melazas: llamadas también mieles residuales de
la manufactura de la cafia, remolacha y azicar de maiz, se han utilizado

por su bajo costo, alto contenido de substancias minerales y la facili=



dad de obtencidén de levadura. Las melazas en la industris de la cafia de

azucar requieren de un grado de clarificacién.

B) Cereales de grano: 1>s carbohidratos de grano -
pueden ser utilizados para la produccién de levadura alirenticia, pero
bajo condiciones normales no son aptos para ser empleados en la produc-
cidén competitiva dados sus costos relativameate altos. Tratados rrevia-
mente van a suministrar a la levadura vitamintas , minerales y substan—-—
cias nitrogenadas. En épocas de sobreproduccidén y también escasez aguda
de proteinas o demanda de levadura, estos productos princirales de la -
agricultura serdn tomados en consideracién y podrdn extender su uso a -

este campo.

C) Residuos de madera: como el aserrin, pueden ser
hidrolizados por calentamiento en presencia e dacido fuerte obteniéndo-

se como resultado azicares fermentables.

D) Licores sulfiticos: son desechos de la indus—-
tria de obtencién de celulosa, se designa frecuentemente con los sinéni
mos S.S.L, licor sulfitico de desecho, es un: fuente importante de car-
bohidratos con un gran potencial para la produccién de levadura. Este -
licor debe recibir ciertos tratamientos que ~ienen como funcién princi-
pal remover las cantidades excesivas de diéx:do de azufre. Para el cre-

cimiento de microorganismos es necesario diciio tratamiento.

E) Detechos asricolas: imuchos estudios han sido de
garrollados para utilizar vegetales, fruta y decechos como fuente de —-
carbohidratos pera la prodiccién de levadura las papas especialmente -
escogidas tienen valor potencial como fuente de aziicar para crecimiento
de levadura, aunque no son conocidos los métcdos para su rroduccidén co-
mercial. Fn general se puede concluir que lo: desperdicios agricolas --
rueden ser excelentes sustratos para el crecimiento de levadura, pero =—
esto cs impedido en muchos casos por el costc de recoleceidn y el pre——

tratamiento a que hay que csometerlas.



Las técnicas econémicas y factibles para la produc
cién de levadura a escala industrial dependerdn grandemente de la selec
cién y del mejoramiento de la cepa, por el uso de radiacién, de substan
cias quimicas y radioisétopos y en la adaptacién de ésta a la tecnolo—

gla de la fermentacién moderna.

Algunos de los factores mds principales de los que

dependen la mayoria de los procesos son los siguientess:

l.- Seleccién y mejoramiento de las cepas de mayor

crecimiento, que sean capaces de utilizar mejor las materias primase.

Ademds de ser células de gran tamafio, estas levadu

ras pueden ser mejoradas por mutagénesis inducida a la hibridacidn.

2.— Conocimiento y control de mecanismos regulado-
res de vias biosintéticas en los productos utilizados como materias pri

mase.

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).



CARACTERISTICAS }ORFOLOGICAS Y BIOQUIMTICAS

DE LAS LEVADURAS ESTUDIADAS. (9.18)

Pichia barragani

Es una de las levaduras que se encucntra comunmen—
te en mayor cantidad en el aguamiel o pulque, denominada por Guillier-—
mond "Levadura del Pulque Nimero 1". Si en un tubo o matraz se coloca -
cierta cantidad de aguamiel o pulque, se notard al cabo de dos o tres -

dias, que se forma un velo bastante desarrollado en la superficie del -
. lfiquido y un anillo en las paredes del recipiente. Velo y anillo estén
formados de la levadura ya citada. Esta caracteristica y su rapido de-
sarrollo facilita la diferenciacién de las demids especies de levaduras

existentes en el aguamiel y en el pulque.

Caracteres Macroscépicos del Crecimiento en Medios Liquidos:

Aguamiel Simple

Temperaturat 16°- 18°%¢

Velo: A los 4 dias se
obtiene un velo
MICOSO.

Anillo: Se obtiene ‘bien
formado a los 7
dias.

Sedimento: Se forma a los 5

dias, no es muy

ébundante.
Enturbiamiento: No hay.
Fermentacidn ' %o hans

de aziucares

Caldo lactosado
16°- 18%

No se forma aun
después de 5 me-

ses de cultivo.

No se forma.

Se comienza a for-

mar a los 10 dfas.

No hay.

No hay.

Raulin Simple
16°- 18%

Igual que en caldo

lactosado.

No se forma.

Igual que en caldo
lactosado, pero -

escaso.

No hay.

No hay.



Caracteres Macroscdpicos del Crecimiento de las Colonias

en Medios S6lidos :

Mosto Gelosado Sabouraud Gorodkowa
Temperatura: 16°- 18°¢ 16°- 18% 16°- 18%%
Edad del cultivos 10 dias 10 dias 10 dias
Forma: Circular Circular Circular
Superficie: Rugosa Rugosa Rugosa
Elevacidn: Convexa Plana Plana
Color: Blanco grisiceo Blanco grisa- Blanco grisé-

ceo ceo

Accién sobre H No hay No hay No hay

el medio

Caracteres Microscépicos de las Células :

En los medios de cultivo empleados, los caracteres
microscépicos de las células son semejantes, sélo en alguno de ellos ——

presentan ligeras diferencias,
Fdad del cultivo : 48 horas.
Temperatura empleada: 17°- 18%¢"
Forma de las células: ovoide y eliptica.

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 psranulaciones.

Vacuolas: desde una a cinco en cada célula.

Orasa: uno o dos glébulos de rrasa.
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Grédnulos metacromidticos: no se observan

Ascas y Ascosporas: no se forman

Caracteres Bioquimicos :

Fermentacién de los principales azicares:

Glucosa = Arabinosa -

Manosa  ~ Sacarosa -

Lactosa = Almidén -
Galactosa -

Torulopsis hydromelitis

Caracteres Macroscépicos del Crecimiento en Medios Tiouidos :

Mosto de Cerveza Acuamiel Simple
Temperatura: 24%= 25% 24°%- 25%
Velo: Se inicia a los 20 dias Hasta los 60 dias se forman
formacién de pequefios - pocos islotes de velo.

islotes de velo.

Anillo: . la formacién se inicia a Se inicia a las 48 hrs. y -
las 48 brs., completando y completa su desarrollo --
su desarrollo a los 3 —- hasta los 30 dias.
dfas-

Sedimento: A las 48 hrs. es abundante Semejante a mosto de cer-
de color moreno claro. veza.

Fermentacién: Apenas notable a las 48 - Muy débil a las 48 hrs. y -
hrs. y contimia por 24 hrs. contimia por 3 dias consecu

tivos.

Enturbiamiento: Iigero en los primeros - Seme jante 2 mosto de cer

dfas del cultivo, después veza.

se acentia.
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Caracteres lMacroscépicos del Crccimiento

de las Colonias en Medios Sélidos

Aguamiel Gelosado Mosto Gelatinado Aguenmiel Gelatinado

Temperatura: 24°- 25°C 18°%- 19% 18°- 19%
Edad del
cultivo 15 dfas 15 dias 15 dias
Forma : Circular Circular Circular
Superficie: Lisa Estrias radiales Levemente granulosa
Elevaciéns Flana Levemente convexa Convexa
Brillo: Intenso Muy poco Intenso
Color: Moreno amarillento  Moreno griséceo Blanco grisdceo
Bordes: Enteros Finamente ondulados Finamente ondulados
Accién sobre : = .
o1 nedio t Ninguna Ninguna : Ninguna
Caracteres Microscépicos de las Células 3

Aguamiel Gelosado Mosto Gelatinado Aguamiel Gelatinado
Temperatura: 240- 2500 18°- 19°C 18°- 19°c
Edad del S :
el 3 dias 5 dias 5 dias

Forma dg 1as= Ovales y elipti- Igual que en Agua Ovales y elipticas.

b6lulas cas, pocas esfé- miel gelosado.

ricas,
Agrupamiento: Aisladas Aisladas Aisladas
Brotes: l, 2 0o 3 brotes. 1, 2 brotes en - Un brote.

los polos.

Citoplasma: Claro, trancparente Igual que en Agua Ipgual que en Aguamiel
sin granulaciones. miel gelosado. gelosado.
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Aguamiel Gelosado Mosto Gelatinado

Vacuolas: En pocas células Igual que en Agua-
una vacuola gran- miel gelosado,
de o pequedia.

Grdnulos .
metacrométicos'no se observan TNo se observan
Ascas y

Ascosporas= No se forman No se forman

Aguamiel Gelatinado

Igual que en Aguamiel
gelosado.

No se observan

No se forman
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III.-

HATERIAL Y METODO S

3.1 )
3.2")

3.3
3edry
3.5 )

3.6 )
3.7 )
3.8 )
3.9)
3.10)

Material utilizado:

Cristaleria en general.

Fermentador con capacidad total de 15 1.,de acero
inoxidable con sistema de aeraoién, agitacién y -

muestreo,
Mesa rotatoria.
Separador centrffuga Westphalia, modelo LWA. 205.

Centrifuga Andreas Hettich, modelo Se-DGE 2116 de
3500 rpm.

Centrifuga Wifug, modelo X 2.

Autoclave, modelo AL 252/LE para fermentador.
Balanza granataria OHAUS 1201.

Balanza analitica Mettler, modelo B 5.

Bafio Maria de acero inoxidable, con agitacién Y

termostato, marca Kinet.



I'edios de Cultivo

A) PARA AISLAMIENTO

4,1) Melaza gelosadas

Melaza =————e———e—n 50,0

(WE; )50, ==mm—mmmmmm 0.5

KB, PO, ====——e-mm 0.2

Extraocto de lev, =—————————r 1.0
ABAY . semme—ea——e 2.0

"~ Agua destilada @ ———m————e—— 100.0

4.2) Medio de Sabouraud:

g.
8e
g
g.
8.
ml,

Glucosa =——m—m————- 2.0 =.

Peptona =——————————n 1.5 g.
Glicerina ——————————— 0.5 ml.
Extracto de leve =————mm——een 0e5 4
ARSI e -— 2.0 g

Agua destilada  =====—=—=== 100.0

4.3) Aguamiel gelosado:
Aguamiel ~———eeme——a 100.0
LBl | iessmeree 2.0

B) PARA IDENTIFICACION

4.4) Melaza: lfquida y gelosadat

Melaza ——=——ee———ea 10.0

(W, )50, ———m—m———ee 0.5

IGZ,PO4 ——————————— 0.1

Extracto de leve —————e—ceea 1.0
Agua destilada ———--——e—- 100,0
pH ———m——=————= 5.0

NOTA: El medio sélido con agar al 2 %.

nle

mle

e
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4.5) Aguamiel lfquido.

4.6) Melaza gelatina:
Igual que (4.4) sélo que contiene gelatina
al 10 %4 en lugar de agar.

4.7) Medio como dnica fuente de nitrégeno:

Glucoca —=————————- 2.0 g.

KHO} —— e e 0.1 g.

KH 30, ————rr—rie= 0.1 g
Mgso4'7 H2O ————————— — 0.05 g
Agar  =————————— — N0

Agua deste ——=————- 1000l

L

;4.8) Medio conteniendo alcohol como origen exclusivo de carbono:

Alcohol ——————-—e— 3.0 ml,
(NH4)2504 ——————————— 0.1 g
A0, ————— 0 g
MgSO4.7 HAO" v oicn: @01 s
Agua dest, ————————==—= 100,0 ml.
4.9) Agar Gorodkowa: 23 27 G S o«
Glucosa ———————— —  0.25 g. 75
Extracto dc carne ————————e——- 1.0 e
NaCl —————————— 0.5 g
AgET e 2.0 g Vet~
Agua dest, ———————— 100,0 ml.

4.10) Medio para cl método auxanogrifico de Beijerinck:
4.10 2a) Para azicares:
(N34)2504 e (5

KH2P04 _______ — 0.1 &g
MgS0,eT HO = 0.05 &.
Agar —————— -— 2.0 g

Agua dest, ———————— —— 100.0 ml.

NOTA: los azdcares utilizados en el ensayo fuerons

lanosa, Fructosa, Sacarosa, Arabinosa ¥y Xilosae
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4.10 b) Para nitrégeno:

Glucosa =———===——- 2,0 g.
KH2P04 --------- 0.1 =
MgSO4.7 320 ---------- 0.05 g
Agar --------- 2.0 Ge

Agua deste ==——==---- 100.0 ml.

C) MEDIOS DE CONSFRVACION

4,11) Para Torulopsis hydromelitis:

Melaza =————c=—=—— 10,0 &

(NE4)2~)04 S e e o ST 0.5 s

KH2P04 —————————ee 0.1 g

Extracto de lev. — ==——=—=—-—— 1.0 g
Ager ———mm===——- 2.0 g

Agua destilada —--—-=--—--= 1000 nle

4.12) Para Pichia barragani:

Melaza ~=—————m=—- 10.0 g.

(8, )80, ==—==—-==== 0.5 &

KHARO, wo——ammas — 0.2 g

Extracto de lev. ————==w—— — 1000 0
Agar  wemmmmm—r 2.0 g.

Agua destilada  ————-==———= 100.0 mle

D) MEDIOS DE PROPAGACION

4.13) Para Torulopsis hydromelitis:

E1 mismo que 4.1l excepto agar.

4.14) Para Pichia barragani:

El mismo que 4.12 excepto agar.
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E) MEDIO DE FERMENTACION

4. 15)
Melaza —————e—————m 1000.0 g.
SO e e L
KII2PO4 ——————e—— 10.0 g
Agua de cocimiento de mafz ——=————— 50.0 g.
Agua destilada =-------=10000.0 ml.
PH e 5.0

Este medio se usé para determinar crecimiento y consumo
de azicares tanto en los matraces bafleados como en los
fermentadores de laboratorio (capacidad de 15 litros) -

con inyeccién de aire y agitacién con aspas.,
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Métodos utilizados:

5.1 AICLAMIENTO Y ADAPTACION DE LEVADURAS DFL AGUAMIEL, EN MIELES
INCRISTALIZABLES DE CANA DI AZUCAR.

Fl método utilizado en el aislamiento de las cepas
de levaduras, fue el de Lindner. Primeramente se tomé un ml. del agua—=
miel, el cual se habia agitado previamente para hacerlo homogéneo y asi
tener una muestra representativa y se puso en un tubo con agua destila-
da estéril, de ahi se efcctuaron diluciones para tener el menor mimero

posible de células, facilitando de esta manera el aislamiento.

Las diluciones correspondieron a 10—1hasta 10_5,
de esta Ultima dilucién se hicieron obserwvaciones al microscopio, para
lo cual se hizo uso de un cubreobjetos estéril en donde se colocé cinco
gotas separadas de la dilucidén, después se invirtié en un portaobjetos
excavado conteniendo una gota de agua destilada. Se eligieron las gotas
que contenian una sola célula; posteriormente, cada gota fue recogida -
por medio de tiras de papel filtro estériles y se pasaron al medio de -

cultive 1fquido (4.2), se incubaron a 28°C durante 24 horas.

De este cultivo se sembrd por el método de la es—=
trfa los medios (4.2) y (4.3) en cajas de Petri para observar las carac
teristicas morfolégicas de las lcvaduras aisladas a las 24, 48 y 72 hrs.
de incubacién, ce escogieron colonias de tres rfrupos con caracteristi——
cas diferentes o lLas colonias se sembraron en el mcdio a base de melaza
(4.1) utilizando también cajas de Tetri, haciendo varios rases, esto se
hizo con ¢l fin de ir acostumbrando a la levadura a un nedio de cultivo

muy semejante al que después se utilizé en la fermentacién,
Las cepas que s¢ adaptaron a este medio fueron dos,
las que sc resembraron en tubos para Su conservacidén y uso, se prooedié

posteriormente a su identificacién, (6.1, 6.2).
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5.2 IDENTIFICACION.

Los métodos de identificacién de las levaduras se
basaron principalmente en los datos de las observaciones de su morfolo—

gin y bioquimicas en diferentes medios de cultivo (9.18).

Para realizar las pruebas bioquimicas se utiliza—-
ron los medios sélidos 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 ¥ 4.9, que se sembraron por -
estria, se incubaron a 28°¢C exceptuando el medio 4.6 gque se incubd a ——

temperatura ambiente.

Se utilizé el método auxanogrifico de Beijerinck,

que se llevé a cabo de la siguiente manera:

En una caja de Petri se vertieron aproximadamente
2 ml, de una suspensién de levaduras incubadas durante 24 horas y sus-—
rendidas en 10 ml. de agua destilada estéril., Se afiadieron 10 ml. del -
medio 4.10 (a) previamente fundido y enfriado a 40°C, se mezclé bien; -
cuando el agar se hubo solidificado completamente se pusieron en los di
ferentes puntos de la superficie, pequefias cantidades de azicares pulve

rizados. Las placas se incubaron a 28°C.

Para el medio 4.10 (b) se hizo una suspensién celu
lar y se afiadieron aproximadamente 10 ml. del medio fundido y enfriado
a 40°C, se mezclS bien y se incubbd la placa a 28°C, después que el me——
dio hubo solidificado. Los medios liguidos 4.4, 4.5, 4.8 previamente es

i : - o
terilizados se inocularon con una asada de la cepa y se incubaron a 28 Ce

Todos los ensayos fueron hechos por duplicado. Las
observaciones microscépioas y macroscépicas de los cultivos se hicieron

a las 24, 48 y 72 horas, para ecto se hizo la observaocién directa, (6.2)

5.3 DETFRMINACION DE LA FUENTE DE CARBONO OPTIMA.

Esta deterrinacién se bacé en obtener el mejor cre

cimiento de la levadura (por peso) en el medio de cultivo 1fquido 4.1,



19

variando la concentracidén de la “ucnte de carbono (azicar) para conocer
el nivel éptimo de ésta. Tas demdc substancias se raniuvieron constan—-—
tes y se efectué utilizando matraces bafleados en los cuales se prepard
el medio de cultivo lfquido 4.1, variando las concentraciones de melaza
en 20, 10, 5.0, 2.5 g./ 100 ml. de medio.

El pH se ajusté a 5.0, se colocaron los ratraces —
en lu mesa rotatoria 3.3, se rusieron en agitacidén por 24 horas a una —
temperatura de 30°C. Esta prueba se hizo por duplicado. Tl peso de la -~
levadura se detcrminé centrifugando el contenido del matraz a 3000 rpm.
durante 15 minutos, después se decanté el 1fquido sobrenadante y se se-
c6 = 60°C durante 60 minutos. Por diferencia de peso con el tubo vacio
7 seco (tara) se conocié la cantidad de levadura producida y asf se pu-
do obscrvar a cué concentracién de azicar hay mayor crecimiento de leva

AT,

5.4 DIETTRIMINACION LE LA FUFNTE DE NITROGENO.

Se 1levé a cabo utilizando el método anterior (5.3)
6610 gue varié la concentracién le sulfato de amonio, siendo ésta de --
1.0, 0.5, 0.25 g./ 100 ml., tanto la concentracién dc melaza como la de

fésforo rermanecieron constuntes.

5.5 DFTFRMINACION DE LA FUIT'TE DF FOSFORO.

Sc hizo igual que en loe métodos 5.3 y 5.4 utili~—-—
zando come ‘ucnte de fésforo, forfato “cido de yotasio, las concentra—-—
cione: fucron las sicuienter: 0.4, 0.2, 0.1 g./ 100 ml. de medio de cul

tivo. Fl nitrézeno y 1z fuente de carbono permanecieron constantes.

5.6 DDTFRMINACION DE LA CURVA DE CRECIVIENTO.

Este método se utilizé con el obieto de conocer el
tiewrc en que las levaduras en estudio, se desarrollaban y cémo consumian

los azdcares puestos a su disrosiciéni en qué tiempo alcanzaban su méximo
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crecimiento (en peso) ¥ qué rendimiento rodfz obtenerse a nivel de matra
ces en mesa rotatoria. Se usaron matraces bafleados segir lo propuesto -
por Solomons, con una cubierta formada de una capa de algoddén de 1 cme -
de altura, puesta entre dos tapas de gasa. El objeto de esto fue evitar

la contaminacién del medio de cultivo Y propiciar un mejor intercambio -
de gases-aire durante la agitacién en mesa rotatoria, con esto se mejoré

notablemente el crecimiento de las levaduras, (9.21).

Los métodos 5.3, 5.4 y 5.5 fucron un paso previo pa
ra la determinacién de los medios de cultivo éptimos para la produccién

néxima 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 coloce
ron en agitacién a una temperatura de 30°C, retirdndose un matraz cada -~
tres horas, el contenido de cada matraz se centrifugb, se decantd el 1{-
quido sobrenadante y fue secado a 60°C durante 60 mimutos. Lo cantidad -
de levadura producida se obtuvo por diferencia de peso, dicha cantidad -

correspondié a un determinado tiempo.

En el 1fquido sobrenadante se determinaron azicares
reductores totales, en esta forma pudimos conocer la manera en que las -

levaduras consumieron los aszicares.

5.7 PRODUCCION DE LEVADURA EN FERMENTADORES DE ACERO INOXIDABLE CON
INYECCION Y PRESION DE AIRE ESTERIL Y AGITACION A BASE DE ASFAS.

Una vez conocida la manera en que estas levaduras —
crecian y consumian los azicarec al propagarlas en matraces bafleados en
la mesa rotatoria, se inicid la propagacién en fermentadores con inyec—-—

cidén de aire estéril y agitacién a base de aspas rotatorias.

Para las dos levaduras la fermentacién se llevé 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 30°C; el volumen de

aire estéril de 27 litros/ mine con una presién de 0,8 Kg./ cm?

Para P. barrageni y T, hydromelitis el medio utili-

zado fue el 4.15. El tiempo total para cada fermentacién fue de 36 horas,
el muestreo se hizo cada seis horas, para cubrir todo el perfodo fue ne-
cesario 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 rrimer dia

repitiéniose a la misma frecuencia el segundo dfa, (24, 30 y 36 horas).

El segundo ensayo abarcé un reriodo intermedio 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 siforeando el rnedio de
_ocultivo ftue estd dentro del fermentador a) aplicar una presién de aire -
diferencial, el volumen fue de 10 rl., para cada muestra determindndose -
en cada una de las muestras los azdcarcs reductores totales y el peso en

gramos de la levadura segin se indica en el método 5.6.

SEPARACION Y SECADO DE LA LEVADURA: Al final de la
fermentacién se procedié a scparar toda la levadura del medio de cultivo
utilizando un separador centrifuga Westphalia de 12000 rpm (3.6) se lavé
tres veces con agua destilada, centrifugdndola cada vez con el separador
el dltimo lavado se hizo con agua acidulada (EC1 al 1 7) para blanquearla
posteriormente Se climiné el agua, lavando con alcohol etilico y éter —-
etilico por separado. Se procedidé a evaporar a temperatura ambiente para

seoarlas.

En el material seco, s¢ procedié a determinar conte

nido proteinico por medio del método de Ijeldahl (9.3).

5.8 DETERMINACION DE AZUCARIS RFDUCTORES TOTALES.

Para esta determinacidén se usé el método de Under-

roffler (9.22).



5.9 DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEINICO.

El contenido proteinico de las lcvaduras, se deter
miné valorando el contenido de nitrégeno total, por el método de Kjel—
dahl (9.3) y multiplicando por 6.25 para obtener la cantided de protefna
en porcentaje, (9.10).

5.10 DETERMINACION DE 1OS RENDIMIENTOS EN LA FRODUCCION DE LEVADURA,
EN RELACION AL CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES.

los rendimientos para cada levadura fueron obteni-

dos segiin la siguiente férmula:

g de levadura seca
RENDIMIENTO = x 100
g£. de azicar consumida
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IVe. RESULTADOS

6.1 10S RESULTALOS OBTENIDOS EN EL NETODO DE ATSIAMIENTO Y ADAPTACION
(5.1) DE 1AS LEVADURAS DEL AGUAMIEL FUERON 10S SIGUIINTES i

PASES
1 2 3
CEPAS
1 + ++ 4+
2 + ++  +++
3 + + +

Se observé que de las tres levaduras aisladas, sélo
dos se adaptaron bien al medio de cultivo 4.l. la cepa denominada al ——

principio cepa No. 1 (identificada como Torulopsis hydromelitis) crecié

abundantcmente a las 48 horas, no asf la dencminada cepa No. 2 (Pichia -

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

6.2 IDENTIFICACION
CARACTERISTICAS DE 1OS CULTIVOS EN 1LOS MEDIOS LIQUIDOS Y SOLIDOS
(M&todo 5.2)
_CEPA Mo. 1

6.2.1 CARACTERES MICROSCOPICOS DE 1AS CELULAS: En el medio (4.5)

Cultivo de: 72 horas

Temperatura: 28°%¢c

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 1fquida (4.4)

Cultivo de: 24 horas 48 horas
Temperatura: 28°~ 30°¢ 28°- 30%
Crecimientos Poco sedimento Abundante sedimento

No enturbia el medio No enturbia el medio

6.2.3 llelaza gelosada (4.4)

Cultivo de: 24 horas
Temperatura: 28°-~ 30°%
Crecimientos Escaso
Color: Amarillento
Aspecto: Opaco
Forma: Circular
Superficie: Lisa
Elevacidn: Plana

Accibn sobre

el medio Ho hay;

6.2.4 Aguamiel gelosado (4.5)

Cultivo de: 24 horas
Temperaturas 28%--30%¢
Crecimientos Escaso
Color: Blanco
Aspecto: Opaco
Forma: Circular
Superficio: Lisa
Tlevaciéns Flana
Brillo: Escaso

Accién sobre
el medio

NOTA: & las 48 horas los cultivos de melaza gelosada y aguamiel

No hay

gelosado presentaron las mismas caracterfsticas que a las 24 ho

ras pero el orecimiento fue més abundante.
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Aguamiel 1fquido (4.5)
Cultivo de:

Temperatura:

48 horas
28°~ 30°%

Foco sedimento
No enturbia el medio

24 horas
28°- 30%
Poco sedimento
No enturbia el medio

Crecimientos

Melazz gelatina (4.6)

Cultivo de: 24 horas
Temperatura: Ambiente
Crecimriento: Escaso

Color: Ligeramente amarillo
Aspectos Opaco

Forma: Circular

Superficie: lisa

Elevaciéns Plana

Brillo: Abundante

Accibn sobre No hay

el medio

Ttedio como fuente de nitrégeno (4.7)

Cultivo de: 24 horas
Temperatura: 28°- 30%
Crecimiento: Escaso
Color: Blanco
Aspectot Opaco
Formas Circular
Superficie: lisa
Elevaciéns Plana
Brillo: Aundante
Sl o hay

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

miemas caracterfsticas, con crecimiento m&s abundante.
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6.2.8 Medio contcniendo alcohol (4.8)

Cultivo des 24 horas 48 horas
Temperatura: 28°- 30% 28°- 30°%
Crecimiento: Negativo Negativo

6.2.9 Apar Gorodkowa (4.9)

Cultivo de: 24 horas
Temperaturat 28°~ 30°%
Crecimientos Escaso
Color: Blanco
Aspectos Opaco
Forma: Circular
Superficie: Lisa
levacidn: Plana
Brillo: Escaso

Accién sobre

el medio No hay

6.2.10 Método auxanogridfico de Beijerinck (5.2)

Medio 4.10 a) Para azicares 3

Azdcar 24 horas 45 horas
Manosa + + + + + +
Arabinosa + + 4+ + 4
Fructosa + +
Xilosa + +
Sacarosa + +

Medio 4.10 b) Para nitrégeno:

Cultivo de: 24 horas 48 horas

Crecimiento: Negativo Tegativo

NOTA: Con los resultados anteriores la cepa No. 1 fue identifi-

cada como " Torulopsis hydromelitis ",
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A CZIA No. 2
“.2411 CAMACTERTS 1ICROSCOFICOS DE TAS CELULAS.En el medio (4.5)
Fdazé del cultivo: 72 Horas
Tem; eraturas 28° ¢
Forma de las cdlulas: Elfpticas
Agrupamiento: La mayoria fori.an cadenas

CARACI'IRES I"ACROSCOFICOS DE 10S CUT'"IVOS
6.2.22 felaza lfguida (<.4)

Cultivo de: 24 horas
Teupernturas 28°%- 10%c
Creciuiento: Toco sedimerto, No enturbia el medio

1l velo es dc aspecto seco, rugoso y

amarillento.
642413 Asuamiel 1fguido (4.5)
Cultivo de: 24 horas
Tem1 eratura: 28°%~ 30°¢
Crecinientos Formacién de velo, no forma sedimento

No enturtia cl medio.

6.2.14 llelaza selosada (4.4)

Cultivo de: 24 hroras
Temperaturas 28°- 30%
Crecimientos Abundante
Color: Amarililento
Asjecto: Opaco
Forma: Irremular
Suyerficic: Rugosa
Elevaciéns Tscasa
Brillo Yo hay

Accién sobre

el medios Ninmma



6.2.15 Aruamiel relosado (4.5)

6.2416

Cultivo de:
Temperaturas
Crecimientos
Color:
Asiectos
Forma:
Superficie:
Flevacidn:
Brillos
Accién sobre

el medio:

Velaza elatina (4.6)

Cultivo des
Temperatura:
Crecimicnto:
Color
Asrectos
Formas
Superficie:
Llevacibng
Brillos
Accién soure

el medios

(a5}

21 korus
20°= 30%0
Escaso
Blunco
Oraco
Circular
Ruosa
Tscasa

No hay

Zinmna

24 horas
28°- 30°%c
Iscaso
Amarillento
Opaco
Irregular

Rurosa

irsuna
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6.2.,17 Medio como fucnte de nitr6geno (4.7)

Culiive de: 24 horas
Tempersturas 280— 20° ¢
Crecimiento: Escaso
Color: Blanco
Asyectot Opaco
Forma: Irregu’ar
Surcrficie: Rugosa
Tlevacibng Escasa
Brillo: Escaso

Accibn sobre

el nedios Ninguna

642.18 ledio conteniendo alcohol (4.8)

Cultivo des 24 horas
Terperaturas 28%- 30°%¢C
Crecimientos Abundante, con i1oca turbidcz

Yy sedimento.

Color: Blanco
Aspectos ‘ Or.aco
Torma Irresular '
Superficie Rugosa
Tlevacidng Flana
Brillo: No hay

Accidn sobre

¢l melio Nincuna
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6.2.19 Agar Gorodkowa (4.9)

Cultivo des 24 horas
Temperaturas 282~ 36
Creci:ientos Abundante
Color: Blanco
Aspecto: Opaco
Formas Irrezular
Superficies Rurosa
Elevacidn: rlana
Brillos Yo hay
Accién sobre
el medio: linsuna

NOTA: A las 48 horas presentan las mismas caracter{sticas pero
el crecimiento (s mds a undante,
642.20 Método auxanogrifico de Beijerinck (5.2)

ledio 4.10 a) Para azicares:

Azdcar 24 horas 48 horas
Manosa + +
Arabinosa - -
Fructosa + +
Xilosa - -
Sacarosa - =

ledio 4.10 b) Fara nitrégenos
Cultivo des 24 horas 48 lioras

Crecimientos ++ +44

NOTAs Con 1los datos anteriorcs la cepa Noj 2 fue identificada

como "Pickia barragani"
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6.3 RESULTADOS DEL CRECIMIENTO DE LAS LEVADURAS, OBTENIDOS A DIFERENTES
NIVELES DE NUTRIMEKNTOS.

El objeto de este estudio, fue determinar los nive-

les de azdcar,

nitrégeno y fésforo en que cada especie de levadura estu-—

diada creciera mejor, para poder disefiar un medio de cultivo lfquido 6p-

timo y obtener el méximo rendimiento (en peso) en las fermentaciones sub

secuentes,

miento en peso de la levadura, a la

estudiadoe.

La eficiencia se determiné relacionando el creci--—

cantidad (en gramos) del nutrimento

DETERMINACION DE LA MEJOR CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONO
(Método 5.3)

TABLA 6.3.1
(Medio de cultivo 4.11 - sin agar)
g:?:;a?e Cepa 1 Promedio T?:tiﬁos Total Eficiencia
«/100 ml.| gelev,. /100 ml, ara) £elev. /100 ml. g.lev./g.mutxr,
20 1.1430 0.9937| 1.0684 0.5759 0.4825 0.0241
10 0.6240 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 0.3828 0,3781 0.3805 0.0126 0,3679 0.1471
TABLA 6.3.2
(ledio de cultivo 4,12 - sin agar)
L
;Z?;;a?e Cepa 2 Promedio |Testigos Total Eficiencia
2./100 ml.] g lev. /100 ml, (tara) g.1ev. /100 ml.| g.lev./g.mutr.
20 1.7673 1.3805 1.5324 0.5759 0. 9565 0.0478
10 1.2846 1,2003| 1.2424 0. 0604 1.1820 0.1182
5.0 0.3325 0.3704 0.3514 0.0358 0.3156 0.0630
2.5 0.1806 0.3206 0.2506 0.0126 0.2480 0. 0992

NOTA: Tanto el nitrSgeno come el fémforo solubles, se mantuvieron cons-—
tantes. (GRAFICA 1)
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DETERMINACION DE LA MEJOR CONCENTRACION DE LA FUENTE DE NITROGENO

(Método 5.4)
TABLA 6.3.3

(Medio de cultivo 4,11 - sin agar)

%;;cs Sg Cepa 1 Promedio|Testigos Total Eficiencia
472"% (tara)
g. /100 ml, |g.lev, /100 ml. Zelev./100 ml,.| g.lev./g.nutr.
130 0.8797 0.8472| 0.8536 0, 0604 0.7932 0.7932
0.5 0.9248 0.9448) 0,9398 | 0.0604 0.8794 1.7588
0.25 0.625T7 0.7709] 0.6783 0., 0604 0.6179 2.4716
TABLA 6.3.4
(Medio de cultivo 4.12 - sin agar)
Conc. de 3 3 v
XS Cepa 2 Promedio|Testigos Total Eficiencia
(¥, ),50, (tara)
2. /100 ml.| gelev. /100 ml. z.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 1.6289/ 1.6871 0.0604 1,6267 32553
0425 1.3798 1.5205/ 1.4502 0.0604 1.3998 5.599
NOTA: La fuente de carbono y la de fésforo se mantuvieron constantes,

(GRAFICA 2)
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DETERVMINACION DE LA MEJOR CONCENTRACION DE LA FUENTE DE FOSFORO

(M&todo 5.5)
TABLA 6.3.5

(Medio de cultivo 4.11 — sin ager)

Cong. a8 Cepa 1 Promedio| Testigos Total Eficiencia
KH,FO
2774 (tara)
7. /100 ml.|g.lev. /100 nl. 5. lev, /100 ml, | g.lev. /g.nutr.
0.4 0.7007 0.8169] 0.7488 0.0604 0.6884 Leil 2l
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
TABIA 6.3.6
(Medio de cultivo 4.12 - sin agar)
ngoiode Cepa 2 Promedio|Testigos Total Eficiencia
] (tara)
7. /100 ml.|celev, /100 ml. 7.lev./100 ml.|g.lev./g.nutr.
0.4 15637 1.3959| 1.4778 | 0.0604 1.4174 3.543
Qs 2 1.6570 1.9249| 1.7909 0.@504 1.7305 8.652
0.1 1.4622 1.7441] 1.6032 | 0.0604 1.5428 15,428

NOTA: Tanto la fuente de carbono como la de rnitrémeno se mantuvieron

constantes. (GRAFICA 3)
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6.4 DETERNINACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO DI LAS LEVADURAS,
EN MATRACES BAFLEADOS Y AGITADOS.
(Método 5.6; medio de cultivo 4.15)

TABLA 6.4.1

CETA Yo.l Torulopsis hydromelitis

Tienvo Peso total obtenido Peso real de levadura (=)
horas g. / 100 ml. g. / 100 nl.

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 1.1128 1.0524

24 048997 0.8393

TABIA 6.4.2

CEFA No.2 Pichia barragani

Tiempo Peso total obtenido Feso real de levadura (=)
lioras £. / 100 ml. = / 100 ml,
3 0.1258 0.0654
€ 0.1477 0.0873
S 0.2163 0.1564
22 0.8015 0.7411
15 0.5760 0.6156
18 1.239C 1.1786
21 L1757 1,3153
| 24 0. 785 0.7276

(%) Se obtuvo rcstando al peso total obtenido los sélidos del medio

de cultivo, que corresponden a 0.0604 g.
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6.5 DETFRVINACION DEL CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES (COMO SACA
ROSA), IN FATRACES BAFLEADOS Y AGITADOS.
(M&todo 5.8; medio de cultivo 4.15)
TABIA 6.5.1
CEPA No.l Torulopsis hydromelitis

Tiempo Gasto de tiosulfato Equivalencia
de sodio 0,05 M. en sacarosa.
horas ml, 2./100 ml.
3 3.8 8.0
6 6.5 4.0
9 6.9 3.8
12 9.0 0.5
15 93 0.2
18 9.3 0.2
21 9.5 0
24 9¢5 Y
TABIA 6.5.2

CEPA No.2 Piohia barragani

Tiempo Gasto de tiosulfato Equivalencia
de sodio 0,05 N. en sacarosa.
horas mle £./100 ml,
3 5.5 5.9
6 6.1 4.8
o Te3 3.0
12 8.6 0.9
15 8.6 0.9
18 8.9 0.6
21 9.0 0.5
24 95 0

Blanoo 3.0 9¢3
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Grafica 4
Curva estdndar de Sacarosa
(Metodo 5,8)
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Grafica 5
CURVAS DE CRECIMIENTO y

por las

levaduras en cultivo agitado

(6.4 ; 6.5)

A: CURVA DE

B:
C:
D:

L1
"

s
£ 9 12 15 18 21 24

Tiempo (horas)

CRECIMIENTO DE Pichia barragani
CONSUMO DE AZUCARES DE P. barragani
CRECIMIENTO DE T hydromelitis

CONSUMO DE AZUCARES DE T hydromelitis
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6.6 DETERMINACION DE 1AS CURVAS DE CRECINIENTO Y CONSUKO DE AZUCARES
PARA 1A 1EVADURA Torulopsis hydromelitis EN FERMENTADOR DE LABORA

TORIO.

(Métodos 5.7 y 5.85 medio de cultivo 4.15 con 10 7 de melaza)

TABIA 6.6.1

LEVADURAS AZUCARES
Tiempo g« lev. en 100 ml, ml. Tiosvlifato Sacarosa equiva-
Lectura corregida gastados, lente consumida.
horas (x) Prom~iio g. por 100 ml,
0 0.0523 6.5 4.0
6 0.2803 627 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 046941 9.4 0.1

(Medio de cultivo 4,15 con 2.5 % de melaza)

TABLA 6.6.2

LEVADURAS

Tiempo &. lev., en 100 ml.
Lectura corregida
horas (x)
(0] 0,0128
6 0.0178
2 0.0191
13 0.1161
21 0.1194
24 0.2401
30 0. 3889
36 0.4325

() La correccién 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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Grafica 6

Curvas de Crecimiento
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6.7 DFTERIINACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO Y CONSUMO DE AZUCARFS
PARA 1A LEVADURA Pichia barragani EN FERMENTADOR DE LABORATORIO.

(Métodos 5.7 ¥ 5.8; medio de cultivo 4.15 con 10 % de melaza)

TABLA 6.7.1

LEVADURAS AZUCARES
Tiempo 8¢ leve en 100 ml. ml. Tiosulfato Sacarosa eguiva-
Lectura corregida gastados 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 Te5 2.7
18 0.6464 Te9 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

() La correccién se hizo restando a los gramos de levadura,

0.0604 g. que es el peso del sedimento del medio de oul-

tivo testigo.
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Grafica 7
Curvas de Crecimiento

Consumo de AzuUcares en
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(6.7.1)
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6.8 DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEINICO DE LAS LEVADURAS, (59)e

VYV ¥x 0,014 x 100

g. de muestra

%N =

% Protefnas = %4 N x 6.25

Torulopsis hydromelitiss:
Gasto de HC1 0,1 N, obtenido = 28 mil.

28 x 0,0192 x 0.014 x 100

%N = = 7.526
0.1
% Protefnas = 7.526 x 6.25 = 47.04
Pichia barragani:
Casto de HC1 O.,1 N, obtenido = 27 ml.
%N = 27 x 0,0192 x 0,014 x 100 = 7.257

0.1

% Proteinas = 7.257 x 6.25 = 45.36

6.9 RENDIMIENTOS DE LA PRODUCCION DE LAS LEVADURAS RELACIONADOS AL
CONSUMO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES, (5.10).

Torulopeis hydrdmelitis:

Rendimiento = 2241 3 100 19.09 4

3.9

Pichia barragani

_0.8665_
3.0

Rendimiento = x 100 = 28.8 %



Vi- DISCUSION

7.1) Después de haber efectuado toda la serie de —
pruebac de crecimiento, férma de colonias y bioquimicas indicadas en el
inciso 6,2 (642.1 hasta.6.2.20) de acuerdo al trabajo del Dr. Ruiz Oro-
noz (9.18), en las dos cepas de levaduras que aislamos del aguamiel, se
compararon los resultados sobtenidos con los cuadros dcl capftule II y =

se llegé a la conclusibn de que se trataban de las especies:

Cepa 6. 1 Torulopsis hydromelitis

Cepa No. 2 Pichia barragani

T.2) Como estas dos levaduras estdn acostumbradas
a un nedio ecolégico natural (aguamiel - pulque), se pensé que era nece
sario un periodo de adaptacién al medio melaza — sulfato de amonio, en
que se pretendfa cultivarlas; midxime que nuestra intencién era lograr —
cultivos muy concentrados en un medio de oultivo lfquido preparado con
estos materiales.

Para la adaptacién se ideé un medio sélido (el —
cual facilitarfa la aeracién al crecer el microorganismo en su superfi-
cie); utilizando agar, la fuente de carbono (melaza de cafia), de nitré-
geno (sulfato dec amonio) y de fésforo (fosfato 4cido de potasio) se pu-—
sieron en cantidades que se encuentran dentro de los 1fmites indicados
por diversos autores (9.15) este medio de adaptacién fue el 4.1 y se —-
usé para las 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 noté que en el pri—
mer paso el orecimiento fue pobre pero al tercero fue abundante y rédpido.
Con la cepa de T. hydromelitis sucedié exaoctamen——

te lo mismo, aunque el crecimiento fue un pooo més lento.
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A partir de ese momento, las dos levaduras se con—
servaron en el medio sélido de melaza agar (4.11 y 4.12) para ulterio—
res experimentos y se deseché el medio de Sabouraud (4.2) que hasta ese
momento se venfa utilizando,

A continuacién las dos levaduras se inocularon en
matraces bafleados en el medio de adaptacién 1lfquido y después de sem——
brados, se procedié a agitarlos en mesa rotatoria, para observar la Tres

puesta de crecimiento a estas nuevas condiciones (6.4).

El siguiente paso fue afinar los niveles de mutri-
mentos para obtener una mejor relacién entre el crecimiento celular y =
consumo de azicares, o sea mayor rendimiento al aplicar los factores de
agitacién y aeraciéne Aunque es sabido que las levaduras utilizadas en

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

zan niveles de azicares 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-

drfa estar situado en otras concentraciones de nutrimentos (6.3).

La cepa No.l T. hydromelitis muestra abundante cre
cimiento a bajas concentraciones de melaza (643.1). En la cepa No. 2 —
F. barragani sucede lo contrario, ya que el méximo rendimiento se obtie
ne a un nivel de melaza mds altoj lo que indica una mayor asimilacién -
de azidcares reductores totales utilizados; para formar su material celu
lar, (643.2)e

Para obtener un nivel Sptimo de la fuente de nitrg
geno en el medio de cultivo, nos basamos en fundamentos teéricos (9.15)
de los requerimentos necesarios para las levaduras, de los cuales se de
dujo que la cantidad de esta fuente de nitrégeno debe ser suficiente, =
Tuesto que para la formacién de amino4cidos y posteriormente la sfntesis
de rrotefnas se requiere principalmente de esta fuente nutritiva; dando

como resultado una levadura con protefna 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 requieren cantidades bajas

de sulfato de amonio para un crecimiento favorable.

Los compuestos de fésforo juegan un importante pa-
rel en el metabolismo celular de la levadura,; por lo que la adicién de
fésforo en forma de sales solubles incrementa considerablemente el con—

tenido de carbohidratos y grasas en la célula,

las cantidades bajas de fosfato 4cido de potasio =
dan como resultado una eficiencia mayor en ambas levaduras ( 6.3.5 y ==
6.3.6)

La cifra m4s alta en las tablas de eficiencia, nos
indicé el mejor aprovechanmiento del nutrimento a prueba, o sea la mis —

alta conversibén a material celular por gramo del referido nutrimento.

las grificas 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 gréfica 1, vemos que la cepa T. hydromelitis
tiene mayor eficiencia en el nivel m&s bajo de melaza como fuente de —-
carbono, esta eficiencia disminuye de una manera proporcional conforme
aumenta la concentracién de melaza . Para P. barragani la eficiencia —-
tiene dos puntos Sptimos, siendo ligeramente mayor a un nivel méds alto
aunque también se tiene buen rendimiento a un nivel m4s bajo. Comparan-
do la eficiencia entre las levaduras se obsecrva que se obtiene mayor —-
produccién de la levadura T. hydromelitis que de P. barragani, para el

nivel que ocontiene menos fuente de carbono.

La gréfica 2 de la determinacién de la fuente de -
nitrégeno muestra para T. hydromelitis que la eficiencia aumenté gradual
mente a medida que la cantidad de nutrimento (sulfato de amonio) va ——
disminuyendo en la cepa de P. barragani ocurre lo mismo, teniendo ambas

levaduras la eficiencia &éptima a un mismo nivelj asf como la eficiencia
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menor en €l nivel de mayor concentracién. La produccién de P. barragani
es mucho mayor que la de T. hydromelitis .

los resultados de la gré&fica 3 correspondiente a =
1o fuente de fésforo, indican para la cepa T. hydromelitis que la efi—
ciencia va aumentando conforme va disminuyendo la cantidad de fosfato -
écido de potasio, obteniéndose asf{ la eficiencia Sptima en el nivel més
bajo de la substancia nutritiva. P. barragani tiene su eficiencia épti=-
ma en un nivel de concentracién baja del nutriente como ocurre con la =
levadura anterior. ;

De acuerdo a estos resultados convendrfa afinar los
niveles 4ptimos obtenidos para una mayor precisién en el disefio del me-
dio de ocultivo, de manera que la produccién de levadura sea cada vez me

jor.

T+3) Para la determinacién de las curvas de creci-
miento y consumo de azdcares previamente se hizo una curva estédndar pa-
ra correlacionar el gasto en mililitros de una solucién de tiosulfato -
de sodio 0.05 N., con los reductores totales en miligramos mediante el
método de Underkoffler (5.8), obteniéndose la grifica No. 43 como reduc
tores totales se utilizé sacarosa R.A. la cual se invirtié con una solu

cién de dcido clorhfdrico.

En esta forma los datos de la curva estuvieron més
en consonancia con los reductorcs totales de la melaza de cafria utiliza-
da en nuestro trabajo, los cuales en su mayorfa consisten en sacarosa;
habiéndose tratado cada mueztra por el mismo método se analizé unicamen
te el remanente de reductores totales que la levadura al crecer no ha—
bfa consumido atine Conforme a esto, todos los datos de consumo de azica

res en las tablas y grificas se representan como sacarosa.

T.4) BEn las tablas 6.4.1 y 6.4.2 estdn indicados -
los resultados del crecimiento de las dos levaduras en gramos. Tanto en
este experimento en el que se utilizaron mesas rotatorias, como en el -

siguiente en el que se usaron fermentadores con aire a presidén, se deci
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4ié 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 rendimientos, pues aquf sblo se tratd de encontrar algunos
factores que permitieran hacer estudios enfocados a la produccién de =

tipo industrial.

En relacibn 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. bydromelitis tarda m4s en llegar al miximo
debido posiblemente a que se desarrolla mejor en medios de cultivo con
menor concentracién de azicar. E1 méximo crecimiento para la levadura
T. hydromelitis se alcanzé a las 21 horas Y para la levadura P. barra-
gani a las 18 horas., El consumo de azicares fue bastante semejante en
las dos cepas, habiendo consumido casi la totalidad de ellos en aproxi
madamente 12 horas. Sin embargo el crecimiento éptimo se alcanza unas
5 horas después; esto podria indicar que aunque ya no existan moléculas
detectadas por el método de Underkoffler pueden existir otros compues—-
tos de alta energfa que siguen actuando como fuente de energia y de sin

tesis protopldsmica.

7.5) En las tablas 6.6.1, G.6.2, 6.7.1; gréficas

6 ¥y 7 se observa lo siguientes

La levadura P. barragani crece un poco més répido
que T. hydromelitis corroborando 1o que observamos en el crecimiento -~

en mesa rotatoria; el consumo de azdcares estd en el mismo caBo, es ~——
mids rdpido 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 azicar que su 6ptimo.
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Sin embargo al producirla en un medio con el 6pt1
mo de azicar (2.5 %), se observé que su crecimiento fue nds lento (gr
fica 6) y la produccién mis baja. Esto podrfa indicar que hay necesi——
dad ce variar otros factores como aeracién y temperatura, pH etc., en
el ferrentador para ver si en esta forma aumenta la velocidad de creci
mwento. o se rudo hacer esto debido a no contar con el equipo adecua-
do, también hay que hacer notar que realmente no se rrofundizé en la -
forma de obtener mejores rendimientos debido a lo antes mencionado y -
86lo nos concretamos a obtener un conocimiento bdsico de estas dos le-

vaduras asimismo clasificarlas.

Un mejor estudio en cuanto a produccién para esca
la comercial deberi hacerse con un disefio mic econdmico en el medio de
cultivo, afinando los niveles de nutrimentos Y con equipos de ferment&

cién mds adecuados.
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V.- CONCLUSIOPNES

De acuerdo a los resultados presentados en este -

trabajo podemos concluir que:

8.1) Las levaduras Torulopsis hydromelitis y Pichia

barragégi 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 pPrima. Se eligieron es—
tos desechos de la industria azucarera debido a que ofrecen un medio de
cultivo adecuado para el rdpido crecimiento de estas levaduras y arrove
charlog en lugar de tirarlos Puees aunque una parte de ellos se utiliza

en la produccién de alcohol y como aditivo en alimentos para animales,

el resto se desecha y causa problemas de contaminacién en rios y lagoss
ademds no requiere de un tratamiento previo y es poca la cantidad de na
trimentos inorgénicos agregados a la melaza al preparar el medio de cul

tivo.

8.2) Fueron estudiados los niveles de carbono, ni-
trégeno y fésforo apropiados; observindose que la utilizacién de ellos
por cada levadura fue pequefia, lo que indica que el medio de cultivo a
nivel industrial es econémico. Sin embargo es necesario estudiar esto -
més a fondo para obtener mayor precisién en la determinacién de estos -

niveles y mejorar el rendimiento.

8.3) Las condiciones éptimas de trabajo para la —
produccibén de levadura a escala industrial correspondientes a cada una
de las levaduras deben ser establecidae 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 produccién, a nivel de laboratorio como base para inves
tigacién posterior a nivel de planta semipiloto para efectuar estudios
en relacién a variaciones del PH, temperatura, aeracién y agitacién en
cada una de las levaduras, lo que servirfa para fijar condiciones de -

produccién industrial,

8.4) En la determinacién de azfcares reductores -
con el método utilizado (Underkoffler) se obtuvieron resultados favora
bles por su especificidad para el anflisis en los medios de fermenta—
cién, ademds que no fue necesario la clarificacién previa del medio de

cultivo.

845) A pesar de que el crecimiento de estas dos —
levaduras fue répido, los rendimientos obtenidos fueron un poco més ba
Jjos debido a que como se menciond anteriormente, no se trabajé en las
condiciones Sptimas de equipo, ni se investigaron factores como pH, -

temperatura, aeracién y agitacién ya indicados.

8.6) Estas levaduras presentaron un contenido pro-
tefnico aceptable y es por lo que pueden considerarse de interés para -
su uso en la industria alimenticia animal y posteriormente con estudios

més detallados, en la humana.

8.7) También es pocible mediante nuevos estudios
que estas levaduras pueden ser utilizadas tanto en la industria farma-
céutic» como tales, o para la obtencién de vitaminas del complejo B, -

aef como para la obtencién de aminodcidos e hidrolizados de proteina.
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