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INTRODUCCION

El creciente aumanto 22 la Froeblacidn humana orizina  Qque,
cada vex=, <=eaa mayor la deparnda alimentaria para catizsfacer las
nacasidadez de esta poblacian.

Por consiauiente, se hace necesario buscar nuavas fuenbes de
proteimaz de calidad, debido a Que wuno de los erincipales
aspactos de la malmutricidn =z la deficiencia protaica,

Entre ectas nusvas fuentes d= protainazs =3 ancuentran
aquéllaz dencminadaz como de origen no convancioral. A Fu vex,
dentro de laz’ fusntes de proteinas ne convenciomalss =ta la
proteina uniczelular, la zual se obtianz de micraorsarismes  zon
un alto contenido proteicp.

El interdz da eztudiar levadurasz del! aguamisgl, para =y
Fosible  usc como productoraz de protaina umicelular para corsumo
humano, ez debldo a varios estudios realizadoz (1£6,25,31) an 1z
cualas = observd qQue esztags lavaduras tiarmen un contenido  pro-
teico vy vitaminico (principulmerits del complejo 2) méds alto qus
laz fuentes nutritivaz convencionalsz. FPor otre lado, al ser =1
pulque vy el aguamiel tebidaz de zonsumo  popular  an Méxizo,
haztz, la facha no ze ha informade aczrca de efoctoz negatives en
la Poélacidn quz laz conzume, =n lo refarents & la microflora de
=ztas bebidas.

Parg al hablar de la problemdtica de  las  lsvadurasz., en
rarzicular, como fusrtes de proteines, =€ ha viztce que wuno, d=2
loz principales inconveniente=z as.su alts contemide de acidos
nucleicoz, primordialmenta Aacido ribonucleicos detideo a aque,
cuande  zon consumidaz por el hombre, vy al ser mztabolizadas por
dste, sa producen niveles des acids drico que excaeda2n a los nor-
males, ezte compuesto al acumularse erm distintaz partecs  del
organizmo puede derivar en diferantss padacimiantos como la gota
a la formacién de calculeos rerzles.
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OBJETIVDS

- Contribuir al conocimiento de Jorulspsis hydy
de cbtener proteina unicelular que eda sar utiliz
alimentacién  humana, ya aue ze ha demostrado que eszta  lavadura
tiene un alto porcentaje da probeinaz de alta calidad y un
porcentaje bajo de acidos rucleicoz (7,16,25,31).

- Determinar el =fecto de tr

medioe de cultivo sobre el

dezarrollo de Jorulopzizs hydr. v de algunos azpectos de la
composicidn auimica d=21 micreoorganizmc,

- Probar siete tratamientos indicados en la literatura
tendiantesz a reduzir al contemido de acidos rucleicos,
rrincipalmente de dcido ribonuclaicc.

- Comparar el efacts d2 estoz tratamientoz

porcentajes de 4cide riboruclizico v proteinaz en
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ANTECEDENTES
1.1 LAS LEVADURAS

1.1.1 Caracteristicas generales

‘Las levadurasz estin ampliamante distribuidas an 1z
naburaleza. Puadsn aislarss dal zuelo y de algunas plantaz vy
frutos como la vid. También zon arrastradas por 2l airs y algunaz

puaden hallarse ocasionalmente en productas animales.

La=z c#lulas de levaduras son eucariotes. Generalmente, son
ovalaz, esféricas y =zlipzoideaz, aungque en algunas especiez hay
células €ilamentosaz largas o muy ensanchadas; =in embarsgo, la
variadad ‘de  formas en un mismo cultivo no ez una prueba ds
contanmimacién del migmo. Las levaduras no posean flagelos; tianen
un racleo bien desarrclladeo, 3Jlobulazo, bastante voluminoso, v
unz paraed calular gruasa, compuezta, en parts, por una custancia
parecida & la quitina. Tambhiin poseen vacuolas que contienen
sustanciaz de desecho y gréanulos de alimente de diverseos tipos.

Las levaduras varian considzrablemerte an dimsnsionas, seatn
la especie, nutricién, edad y colros factcres. Puedsn ascilar de -l
a 9 micraz de anchura y de 2 a mas de 20 micras de longitud, perac
puaden existir grandez difer=ncias, aun en un mizmo cultivo. Laz
levaduras son  gram pozitivas (aunqua 23to No =e toma  Zomo  una
caracteriztica importante para su clasificacidn) y puaden telirne
también con colorzntez zengilles comea &l azul de metilarc,

1.1.2 Multiplicacidn de laz levadurasz

Azexual. La mayor partz  de las lavaduraz sz  repriducen
asexualinenta por un proceso denominado ssmacidn, en el cuzl, en
lugar de formarze dos c2luls iguales, la c&lula nuzva &l
prrincipio 2s mucho meror que lz otra, y se denomina célula hija.
lLas cé&lulas hijas, muchas vecas, siguen adheridas a la célula
madre (blastosporaz): y se forman acumuloz & cadenas de células.

Sexual. Las ascozporas, o sea las esporas en sacoz o ascas,
zon formadas durante la reproduccidn sexual por muchas especies
de levaduras. En algunaz da =llaz, el nucleo de una scola celula
sufre meiosiz y los nUcleos hijoz haploides persisten en  lasz
<élulas como ascosperas. Dezpuds se fusicnan y forman célulasz
diploidez Aque se liberan como tales en forma de células hija=.
Mormalments, =2 forman Zuatro. z2is u ocho ezporasz por divizionas
d=1 rgzleo dentro de un zaco: <l nuimero tiende: a zer caracteris-
tico da la especia. Frecuentamente, se forman azcas después da un
procasce  en el cual dos cflulas haploides vecimas mandan proyec-
cionez que se reunen vy farman un canal copulatorio, & través del
cual se entremezcla el material nuclear. ElI  nuzles  diploide
fertilizado se divide por meiozsis para formar ciertoe numaro de
2zCOsROras  haploidez. Eztas puszden reproducirse indafinidamenta
en forma asexual, coma célulaz haploides. Za han afechtunde al-
gunes  estudios interssantes cobre herencia y desarrellso de leva-
duras, que tiznen particular importancia en procesas de  fermen-
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tacidn (17,37).
. 1.1.3 Nutricidn ¥ Metabolisme

Las levaduraz reaquieren ciartez materiales alimenticios
condicionss en =1 medio para zostensr un cracimiento y  reprc
duccidn  arropiados. Algunoz 2lemantos como &l carbono, hidre
genc, oxiganoc, nitrégens, foésfore, potasio, azufra, calaic,
hierro y magresio son bizicaments nacecariosz; los cligoelemantos
tambiér desempafan un papel importante. Adamiz, z& rajuieran
vitaminas y otros nutrimentosz or3dnicoz para un desarrolle satis
factorio y el funcionamisnto normal de muchaz ezpecizz de  lava-
‘duras (37).

Metabdlicamente, las levaduras zor orsanizmos fredominanta-
mente anaarobios facultativos y son capacsz de empl2ar una  aran
variedad de compusstoz ‘orginicos debido 2 que =on arganizmoz
heterdtrafos. Muchas eszp=cies zon capaces racer an medios
minimos. Sisndo mazdéfilaz, alguras azpetiesz pueden reziztir tem-
paraturas de hasta S09 C < mas; wen e medioz con ela-
vada concentracién de salss o a N mediosz  wuy Acidos
(15 .

1.1.4. Clasificacidn

1 siztema de clasificaczidrn propuzzto por Lodder, en 1370,
considera a laz levaduraz divididaz en cuatrs arugc principales
que comprendan 39 génaros raprazsentantaz de 349 ezpacizz. Actual-
ments, se considsra um aumento de 185 azp=aci aczrtadaz y méz de
10 g2neroz nuavesz.

Para =u clasificacidn, 32 toman an cuenta laz ziguisntes
caracteristicas principales (16).

Caractaristicaz morroldgicasz:

a. Forma de las células,

b. Tamaio de las células.

c. Aspactos de las coloniaz aen medio= sélidos.
d. Formacion de seudomicslio. -

e. Forma de reproduccidn sexual.

f. Forma de reproduccidn asexual.

Caracteristicas fisicldgica=:

a. Azpectoz de los cultives en medios lijuidos.
. Acimilacidén de loz compusztoz de carbono.

<. Aszimilacidén de loz compuestoz de nitrdégenoc.

Tambiér pusden considerarss obraz caracteristicas qua tienan
un valeor secundario, como son:

Prasencia da compueztos carotencides.

Dzgradacidén de arbutina y otroz bheta-glucdzidos.

Produccidn de aczidos.

Requerimientos vitaminicos.

Dagradacidn de grasas.

Actividad de Iz ureasa.



Caracteristicas evolutivas:

a. asociacién con diferentes organismoz zuperiores;

b. diferenciaz estructuralesz de la pared c=lular, v

<. diferenciaz estructurales de laz enzimas respiratorias..
Caracteristicas del gsnoma celular: .

a. =s5tudio detallado de la reproduccidn =exug1-

b. composicidn ba=ica dzl ADN (Guanina + Citosinad, vy

<. hxbridizaciones de Acides nucleicos.

1.2 PROTEINA UNICELULAR
1.2.1 Definicidén y Aspectoz histéricos

En lasz altimas désadaz, el término proteinz unicelular (PUC)
designa a laz proteinas de mizroorganismos unicelulares
(bacterias, levaduras, a2l3zas) que son cultivadcs para sar usades
en alimentacién bumana o animal. También s¢ coroce como pratzing
o biomasa microbiana. Dichn término se atuRé dzbido a qus  laz
palabraz bacteria .o microbio no se aceptan bien al relacisnarlas
cor los alimentos (314,24,3%,47).

Por ziglos, loz microoraanizmos han. estado prezente
dieta humana desds que &1 hombre dezarrolld mé&todes cass
‘producir quesos, yoghurt, pan, pozol, temper, puliusz, <

ctroz alimentoz fermenrtades. Em Occidente, sz ham consumide como
fuertez de proteinaz, vitaminas y minerales por muchos afes. En
Alemania, & princirioz d= aste =iglo, 3e dezarrallaron procscsos
industriales para la produczidn de levaduras. Durante lasz dos
guerraz mundialesz, ern Alemaria y Japdr, alimentarorn al ejército,
prizionereos de guerra y poblacidn civil con levaduraz. En  otras
comunidadas =l conzumo dz levaduraz .es habitual.

En México en 1945, va se panzaba acerca de la produccidn de
PUC  a baze de levaduraz a partir de mielas incristalizablss, da
cala de azucar, para zZolucionar la crizis alimentaria en fste vy
en otros paises cuyva dieta diaria de proteinasz de calidad es
sumament:z baja. -

En la actualidad, =e ha rerovado el interss an la produccidn
de levaduras y otros microorganismos para obtener PUC, porqus una
de las consecuencias mdz gravaz da la sobrepoblacidn mundial es
la d=fiziencia alimentaria. Entre loz principalez productores de
PUC estin: Alemania, URSS, Polonia, Hungria, Rumaniza,
Checoslovaquia, gy, Imglaterra, Cuba, Japdn, Taiwan, Francisz,
Chima, Suecia, Finlandia y Suiza (14,34,41,44,473.

Los microorganismos que mas ze han usade para la  obtencidn
de PUC 3on las levaduraz porque ze tiehe mejor conocimiento sobre’
laz ticricas de produccidn,y porque presentan las caracteristicas
mas favoraples para uzarlas como alimente (5,47).

El té&rmino levadura alimanticia se emplea para dasignar, en
aspecial, a 1a levadura cultivada expresamente para consume
humarie la cual as diferente de aqualla obtanida como =zubproducto



de la industria cervecera. La levadura alimenticia estad sujeta &
controles quimicos y microbiclagicoz mas sstrictoz dJue la leva-
dura forrajerz (34).

’
1.2.2 Especiaz dtiles

Da teodazs lasz espsciez de levaduras, pocas han szido Gtiles
cemarcialmerte y aun menoz se han propuestoe como pozibiles fuasntes
de PUC. ' Laz =sspecias mads ampliamente uzadas son:
iz, pero también ze enplsade
Sagcharomyczs fragilis,Candids lipoly=-

Kluyvaromyce:z fragilis v Rheodotorul

1.2.3 Ventajaz de la PUC

Se considera que la PUC podria compebir scondmicamentes con
la=z. fuentaes tradicionales de proteinas pProvemizsntes d= animales y
plantas szuperiores debido a las siguientas vantajas:

a. Tiempos de generacidnm de cklulas corteos.

Tiamro de duplicacisn de maza de difarzntez organizmos (38) -

Bacteriaz y lavaduras

Hongos vy algas 2 - & hr.
Pastos y algunas otras 1 - 2 semanas
Flantas

Avez 2 - 4 semanasz
Ganado porcine 4 —'6 zamanas
Ganado vacuno 1 - 2 meses
Humanos 2 - 6 mesaz

b. Susceptibiiidad de mejoramiento ganético.

c. Alto contenido ds proteinaz, vitaminas y minerale
d. Control de las condicionas de cultivo.

2., Porcentaje de convzarsidén de sustrato elevado.



f. Raquerimiantos nutritives simplas (16,24,39,47).

Produccidn relativa de alimentos a partir de azucar

Carne de res 8 - 12
Carna de paollo 10 - 15
Leche 1S - 20
Laevadura . 45 - 50'

1.2.4 Desventajaz de la PUC

Para qua ur nuave producto ruada ser usade como alimento. en
ezpecial zi == dirigird al conzumo humano, debe scmetarsze =
controles estrictos para evaluar su  seguridad Yy buenraz
caracteristicas nutricionalss para el hombre. Al estudiar la PUC
como  fuente de proteimas se ha viste aque presenta alaunas
desventajas:

2. Alto contenido de acidos nucleicoz. Las células con altas
tasaz de crecimiente tienen un_contenido alto de Acidos nu-
clzicos, scobretode de &cido ribonucleico (ARN) ., Al comparar a los
microorganismos con los alimentoz convencionalesz, sa observa qus
los primaros tienen una cantidad mayor de acidos nucleicos: el
hig@ado contiene aproximadamznta 4 X, las sardinaz 2.2 %, 1ix
harina de trigo 0.14 %, la harina de centeno 0.4 %; en la carne y
el pescado se forman nucledtideos libres postmortem. en cantidades
dz 1S5S0 miligrames y de 208 a 309 miligramos por 100 " gramos,
rezpectivamenta:r un  litre de cervaza contiene de 35 a 70 mili-
gramcz de purinaz, que ze libaram de las c2lulas durants la
farmantacidn, y equivalan de 0,1 a 0.3 grames de acidoz nu-
cla2icoz.

Forcentajes de 4cidos rucleices en aljunas fuentes de PUT (41)




Candida wkilis 7.5 ~:10.5
Bzaudumonss SL. 17.0 -~ 12.5
Spirulina ze. 3.3 ~ 4.6

En laz humanos, la ingezta dz zlimantos con &lto contendido
de  acidoz nugleices ocuziona una aumento en la  concanbracidn
sanguinea da acido wrico, Gue &z el priducto final dsl  aszbabo-
lismo de las purinaz de los écides rucleisss. Disminuir =1 conte-
nido de ARN puadsz r2zclvar esta situacidm,

b. Baja digestibilidad de la pared czlular., La parsd celular
de los mizroarganismos disminuys la digestipilidad de la PUT  al
inpedir la aczidn de hidrolazas inteztinales: ademas, la pared
celulear pueds causzr afaestos aldrgico reacoiomes toxizoldgicaz,
disturbios gastrointestinalas, et Sin =nbar 3o, Ia
elimimar 1z

digastibilidad aumanta al romper lasz celulss pava

parad celular, zin [us por elle == al: s caractarizticas
nutrigionalaz. Se pusdan evitar loz pr d= digeztibilidadt
&l uzar  ligados, autolisados vy extractoz de  lsvadura  para

apvrovechar zu valor nutritive.

C. Aczptaciin en el mercado. Quizd, =l privcipal problema
quz  enfranta el use da PUC ez su aceptacidn por puarte  d=  les
consumidarss, debido & las especialss caractariztizss argarnolép-
ticas que poses: sabor, apariencia vy bexturad;  esta avitarisz sua
introduccion al comercio. Faro zi ze considera gue la PUC zon cé-
lulaz cosechadsas y csscadasz, 2l igual qAue loz granoc: d2 asrzalas.
pusde zer usada como mabteria prima pacra grazoarar alimentos  agra-
dablaz  al paladar degpuds da proczzarla, pPoelue puade set mejo-
rada con  saborizantes y colorantas artificislas, da  la mizma
manara como se haca con loz alimentoz procesados.

Coma se& mamciond, una ves aue == obbians

un nuave alimento,

deba s=ar cuidadozamenrte evaluado., QOtros alimzntos tambiérn  pre-
sentan problewas de toxicidad: pezcado (harinx: axtraccidn  con
1,2-dicloroctanoc), cacahuataz (aflatovirmaz), soya  {(antesz da

procasarla contiene un irhibidor de la tripzing. hemagslutinina y
otros  campuastos), etc., Ad 2, S ha visteo qua muchos de los
alimentoz | trazdicicnales “mabturales v sesures” contisnen zus-
tancias dafinaz vy, seguramenta, 1o pasarisn laz riguwrozas gruebas
toxizolazicaz que =2 aplican a nuaveoz alimentozr como 1a PUC
(5,23,31,47),

1.2.S Usez de la PUC

Las levaduraz kan zide usadas parz conelamentar harinaz  de
trigo v msiz, georgue aument su  valer bioldsico, debide,




principalmente, al alto conterido de lisina de las levaduras, vy
también a que provesn nutrimentos en térininos de protzina total y
otros factorssz alimamticios.

Lz levadura alimenbticia pueds uzarse para mejorar el valor
nutricional de otros alimentos: panes, pastas, cereales, ade-
rezos, postrez, etc. Pueds uzarse como zuplements digtetico en
forma de polves, capsulas y comprimidos para mejorar la ingesta
dz protsinazs vy vitaminas. También sz uza para osbtensr sustancias
come =nzimaz, coenzimas, Acidoz nucleicos y =suz derivados, ergos-
tarsl {precursor de la vitamina D), etc.

La PUC puede wusarse como complemsnto alimenticio en 1a
rutricidn de  ganado doméstico mayor, de manera  tal, que sea
aprovechads  indirectamente para consuno humano, a través de la
carne y la leche obtenidos de ezte tipo de ganado (5,31,34).

1.3 ACIDUS NUCLEICOS
1.2.1 Eztructura

Los dcidos nucleicos son el acido riborucleico (ARN) y =1
4cide dezoxirribonucleico (ADN). Forman el materizl principal i
los cromosomas de los nlclecz de las  células: contienen vy
trazmiten la informacién ganética de loz seres vivos.

Lxz unidadez estruczturales que se repiten en +todez los
dcidos nucleicos =zon ocho nucladtidos difarentes, cuatro consti-
tuyen al ADN y cuatro al ARN. Cada nuclesdtido, a su vez, contiena
tras unidades menorez: 1) una base orgidnica nhitrogshadz, 2) un
azucar de <inco carbonos, y 3) acido fosférico.

Las basez nitrogenadas, que formsn parte de los nucledsidos

1 rnuclesdtidos, derivan de las suystancias precurscras purina vy

pirimidina., Las tres principales bases pirimidinicas sorr cito-

sina, timina y uracilo. Las bases purinicas son adenina y gua-
rina.

Un  nucledsido estd compueste por una base purinica o
pirimidinica, a la cwal va unido el azGcar, D-ribosa en €l ARN vy
2-dezoxirribosa en el ADN. Asi, los ribonucledsidos son: adeno-
sina, 9guanosina, citidina y uridina; en tanto qusz, los 2-deso-
sxirribonuclassidos son: 2-~desoxiadenocina, 2-dezoxiguanosina, 2-
dasexicitidina y 2~desoxitimidina.

Los nucledtidos son nucledszidos fozforiladoz en unc o mas de
los grupos hidroxilo del azucar.

. Loz nucledtidos participan en una amplia gama de procesos
bioquimicos., Existen en todaz las células vivas. donda realizan
numarozas funciones  importantes, como la incorporacion de los
icidos  nucleicos como monofozfatos de ribosz (en el ARN? ¢ de
desoxirribosa (sn el ADN) (26,32).
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1.3.2 Aspaectos acerca de su metabolismo

Mi  los nucladtides ni laz bases purinicaz vy pirimidihicas
pracurzoras que se ingieren en la dieta son incorporadeoz a los
4cidoz nucleicos del tzjido humano o a las cosnzimas purinicasz o
pirimidinicasz. Aun cuando s2 ingiera una dista rica en nuslecopro-
teinas, los humanos forman 1os constituyentes de los &acidoz
nucleicos tisulares a partir d= los intermediarics anfibdélicoz.

Loz mamiferos y la mayor parte de los vertebrados infariores
son “prototrd&fizos" para laz purinas y  pirimidinas, estc  es,
sintetizan nucledtidos puriricoz v pirimidinicos de novo. Aunqus
loz mamiferoz consuman cantidadez importantes de acidos nucleicos
¥ nucledtidos en suz alimsmtos, zu supervivencia no depehde de la
absorcién da estos compusstos o de sus productos de dJdegradacidn.
l.a mayor parte de loz #&cidozs nuclaicoz de la dista son ingaridosz
en forma de nucleoproteinsz, da las jus son liberados los dcidoz
nucleicos =2n el intestine por la accidn da enzimas protasliticas.
El jugo pancredtico contizne ribonuclesxsasz y desonxirriborucleasas
que degradzn a los Acidos nuclaicos hacia nucladtidoz. Laz poli-
nucleotidesas intestinales, o fosfoazterszsas, completan la accidn
de las nuclexsas ranareidticas sl producir mononucladtidos a
partir de loz dcidos nucleicos, Los monoruclestidos son subsi-~
guientezmente hidrolizadoz a nucladsidos por nuclaoctidasas y- fos-
fatasaz v, da este mcocco puedar ser absorbidos directamente o
bien, degradados aum’ mas por iz fosforilasa intestinal hazia
bases purinicas y pirimidinicas. Las bases pusden ser oxidadas.
Azi{, pPococ 0 nada de loz Acidoz nuclzices de la dista sirven camo
precursores directoz de los acidoz nucleicos de los tejidoz,

1.3.2.1 Catabalizmo de laz pirimidinas

QOcurre principalmente en &l higado vy tiene como rgzultads
productos finales altamente solubles. Por el contraris, sz
obtieren productos finales poco solubles del catabolismo de  las
purtinas. La liberacidn del didxido de carbone respiratoric del
nucleo pirimidinico representa una via importante para el catabo-
lismo de=l uracilo, de la citosina y de la timina. La beta-alanina
y el beta-amincisobutirato son los principales productes finales
del catabolismo de 1la citosina, del uracilo y de la timina,
recspactivamente (32).
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1.3.2.2 Catzbolismoe d= laz purinas

En la especig humana y ctroz mamiferos. 103 nucledbidos son
zimtatizadoz para satizfacer laz necesidadzz del organismo de
precursores monomnéricos de loz acidaz nucleiccos. En alsuros orga-
nizmos  (aves, anfibies y raptiles), la sintesis de los nucled-
tidos purinicos tizne una funcidn adicional, la cual ez sarvir de
vehiculeo quimico para excrsbar productos nitrogenadoz de dezecho,
como el &cido urico. Tales orgamismos zon raferidos como uricoté-
lices, en tanto qua los qua se deshacen de los productos mitroge-
nados en forma de ursza, como lo hacen los humanoz, son denomi-
nados ur=2otéliceoz. Debido a que los organizmos uricotélicos deben
deshacerse de sus desechoz nitrogenados en forma de acido uGrico,
zintetizan nucledtidoz purinicos a una velocidad relativamante
mayor qus lo=z organizmos urestélicoz. Sin embargo, l1os pasos
seguidos en la sintezis de novoe de nucledtidos purinicos en  los
mamiferos (ursotélicos) son andlogoz a los Ju=z ocurren en  las
aves {(uricotélices).

Exigten dos rutaz por las que pueden zintetizarze loz
nuciadtidos de purinas: a) la ruta d2 nove, Qus construye el
sisztema da PpPurina de modo ezzalonado a partir dsz  glicina,
glutaming, aspartats, diéxide dz carbono respiratorio y formiatol
y b} la ruta de recuperacidn, que unicaments recompona 1oz
rucladtidos de purina a partir de las purina=z libres, formadas
constantemente en las célulzz, provenisntes de la degradacidn ds
los nuclaétides de purina (Z6).

El &cido urico =s el producto final del metabolizmo de  1las
Purinas en el hombre, en los mono:z antropoides v en 21 parro
dalmata. En base a laz obssrvaciones hachas =2n sujztos con defi-
cienciaz enzimdticas hereditarias, - parece qus mdz d=l 99 % d=l
dcido urico se deriva de sustratos de la purin-nucleosidofozfo-
rilaza, un components da la via de recupsracidn dsz laz purinas;
los productos purinicos de =sta enzima zon guanina e hipoxantina.

tos nucledtidos da purina se dagradan por una ruta en la que
&l grupo fosfato se pierds por azcidn de la purin-5'-nucleoti-
daza. El adenilato rinde adancsina que se desamina pezteriormenta
y da inozina; esta ultima se hidroliza y libera su basa purica,
la hipoxantina, y D-ribeza. La hipoxantina sa oxida sucssivaments
a xantina y a acido urico. El guanilateo rinde guanosira que se
degrada a guanina, la cual experimenta la eliminacién hidrolitica
de su grupo amino y rinds xantina, que es oxidada a &zido Grico.
Estas reacciones sa reazlizan 2n 2l higado, el intestino delgado vy
el rifén.

Otros mamifercs y los primatez inferiorez no excratan acido
uricos son capaces de oxidarlo a una etapa pozterior por &accidn
da la enzima uricaza del higado (pardida por @l hombrz durante su
evolucidén)  trasformandolo en alantcina, altamente hidrosolublse,
que aparecs como producte fimal en la orina. Debido a esto, no ez
importante el contemido de acidos nucleicos cuzands se usan los
microorganismos, de la PUC, como Forr;je.
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Urma gran parte d21 dcido darico urinarioc proviene, en =l
hombr-a, da las purinas ingeridas en la dieta; perc aun cuandgs la
diesta no contzrga  purinas o contenga muy pocaz, Sa sigue
excretando acido Grico en la orina. Deriva, aparantemente, da la
degtruccion de laz nucleoproteinas tisulares, pero también uma
pequeda canbtidad pueda ser zintetizada en el organismo a partir
de urea y otroszs productos (4,26,32).

El cuerpe humano del adulto sano contiene aproxinadamenta
1.1 gramos de &cide Gricz, y alredador de l=z: sexta parte de a2sta
cantidad estd pr nte en la sangre, mientiras @l resto 3= en-
cueritra en otros tejidos. Normalmente, alrededor de la mitad del
adcido Gricc total es eliminada y remplazada cads dia. Aproxima-
damentz, doz terceraz partaes del acido urico formado == aliminan
ror <l rifdn; el resto se dispone, principalments, via secre-
cicnes gastroeointastinalasz, el zual, rarpidamente, ez dJegradado por
bacteriaz deal tracte intestinal, por lo Aus posc c nada ==  en-
cuentra sn heces,

El &dcido drico ez uno de loz componantez de la fraccidn de
nitrdgeno no protainico del plazma. Es filtrado por los 9glomeé-
rulos y subsziguientemente resorbido por los tubulos del rifén an

" proporcidn aproximada de 90 X. Las concentraciones de acido urico
en suero se afectan mucho por factores extrarrenales igual que
renales. Los niveles de icide Wico en orina son, en generzl, un
raflejo de la descompozicidn de loz Acidos nucleicos a2ndSgerocz v
de la cantidad de purinaz ingeridas en la dieta. A menos Sue =1
aumento de acido urico en suero se deba a la disminucidén en 1la
eliminacidén, generalmenta, va acompafado de un aumento en los
niveles de acido Urico en orina (40,50},

Valores de referencia de acido urico

Plazma o suero Brina
{mg/dl) B (mng/24 hr)

Hombres 2.5 -~ 7.0 Dieta madia 250 -~ 753
Mujeres 1.5 ~ 6.0 Pieta baja en purinas menos de 45

Dizta rica en purinas = mas de 1000



1.%.3 Trastornos del metabolizme de las purinas

1.3.3.1 Hiperuricemia y gota

Ls forma predominante del acido arico estad det s por
el pPH de su medic (zangre,orina,lijuide cefalorraquideal. En
condicinnes ficsioldéaicas, es decir, al pH usual d= loz ligquides
corparalez, =délo se emcuantran acido Grico y su zal monosddica,
urato de sodio. En un liquidoe cuyo pH sea inferior 2z 5.75, la
espacie molecular predominante zer& =1 acido driceo: en un liquido
de pH S.75, la concentracién de urato de =zodic igualard a la de
adcido urico; a un pH superier a 5.75, el wato de sodio
predominard en la solucién.

La confluencia de urato miz=cible en =21 cuerpo ze rafleja por
la concantracién de wrato de sodioc =m suero. Cuando este  wvalor
exceds la =colubilidad del urato d= sodio &n el swerd (hiperuri-
camia) pusden precipitar cristales de urato dz zodio. Esteos 3=
puedan reunir y depozitar en las tajidoz blandos, particularmants
en laz articulaciornes. Eztoz depdsitoz se denominan tofos,

La gota &=z una snfarmadad que 32 carazteriza po apiaodius
recurrantas = artritis viole agaciads con la  mresenc
criztales de urato de zodia en el ligquids zincvial v, 2n muschos
cascs, la aparicidn de tofoz en vy carca d= laz articulacionsz. La
artritizs gohosa reprezaata una comrlicasidn de hiperuricamia
prolonaada, TUyo origen < marcadamsrnte diver + El tdrmino 39ota
secundaria s& rafiers a zquellos casoas &n loz ques la
cemia rasponzable dzl dezarrollz de la enfaermsdad ezt
mente  relacionada a un dezordes xdijuirido. La @
mas comarmmenta  en  hombrez (8T-F01 X de los raoisnte
mujzres,

Todoz los pacisntas con gota, sxcepto las que =xtidn =ujstos
a tratamiento, tiemen una cantidad aunmsntada de urato dizuelto en
g Fluido extraczlular. E&sto se manifieskta por un nivel elevado
de acido urice =m suaro. El nivsl de urato sérico ez =l resultado
de wuna hersncia multifactorial compleja v 2ztd azociado a varios
factoresz que incluyen dista, p=so corporal, hemoglobina, concen-
tracién sérica de protz=inas, eto. En um larse esztudic de
hiperuricenia y gota en ura poblacién adulta, se encontrd que
4.8 % de los individuos tsnian nivelzs de urato =zérico mayorss a
7.0 mg/dl  alguna vez o durante los 14 afos de ==auimiento del
Feriodo de pruaba. La pravalescencia o= la goka aztuvo
- estrechamente relacionada con =1 nivel de urato =zérice, 7.3 «
rertenecid & aqu&llos con nivzles de 6.0 a &.92 m3a/dl,. 18.7 X &
nivelaz de 8.0 a 2.9 mg/dl y, 8.3 % en ajuilloz <on valorssz
mayares a 9.0 ms/dl. Durznte dicho estudic, 2.8 X d= lo= hombres
¥y 0.4 % da las mujers=as desarrcollaren artritis gotosa.

«La interaccidn de factores genéticos y ambientalez en  la
datarminacién de hiperuricamiz =2 iluskra por la obsearvacidén de
un valor de urato sérico medio ziamificativamente mas alto en los
filipinos que viven en EU comparadosz com individuoz racialmente
idénticos que viven en Filipinas. La base de e=zta diferencia



Paracs dsberse a la capacidad limitada a excretar Acidoe Urico vy
qus  no puede compenzar el contenids de purinaz mas alto en la
dieta uzsuxl americana.

Log tofos rara vez son aparentes al mismo tiempo que el
ataque imicial de artritic gotosa. Histolégicamente, los tofos
consizten en un nGcleo nodular de cristales de urate de sodio
fagocitados pPor laucocitos polimorfonucleares er los espacios
articulares que puede conducir a una reaccidn inflamatoria aguda
llamada artritis gotwsa aguda.’

Aunque la hiperuricemia puede =er producida, tedricamente,
por varios mecanismos diferentes, en la gran mayoria de los gasos
az el rezultado de un aumanto en la bicsintasis enddgena de las
purinas ¢ da una reduccién an la excrecidn de  acide arico, o
ambaa. Alteraciones en la inazsta de purinas y la sxcrecidn
extrarrenal de icido UGrico, genaralmente, tisnen poca influesncia
en 2] nivel de urato sérico.

La hiperuricemia no aesta generalments azocizda con la gota,
Y& Aue pusde deberze a ctras causzaz: daficisncias genétizess
enfarmadades mieloproliferativas, donde hay un  aumsnts en =1
me=tabolizmo de las nuclscproteinaz tisulares; disninucidn ds= 12

funcidn renal, etec.
1.3.3.2 Calculos renales

Debido a que 21 pH de la orina de perzonaz normale=z, por lo
gerral, es menor a 5.78, la forma predomirante =z el &c:ido
urico, que ez zumaments inszoluble. El acideo drico se vuelva &
esta forma predominanta una vez que la orina se acidifica a un PH
m=nor a S5.75, Procezo qua ocurr2"en el tubulo diztal y los con-
ductoz celactores del riidén. Si en el aparato urinario se forman
cristales, serdn de urato de sodio en cualquisr sitio proximal al
lugar de acidificacidn de la orina; en cualquisr sitio distal al
de acidificacidn z2 formardn cristales dz acido urico.

Los cilculos son sustancias quimicas depositadas aen forma
compactas aungue no se conoce bilen la causa de la formacion de
cdlculos se cree que e3td relacionada con la solubilidad de 1los
diversos crizstaloides hallados ‘en secraciones o liquidos
eliminados del cuerpo. Casi todos los c&lculos d=l sistema
colector urinario son de dcido uUrico y pueden ocurrir en  algunos
casos en los cuales hay una sliminacidén excesiva de acideo urico.
Zsto puede deberse a un exceso en la dieta o a la destruccisén de
tejidos, como consecuancia de un trastorno metabdélico (32,40,30).

1.4 ESTUDIOS SOBRE LA ALIMENTACION CON LEVADURAS

Una vez que se obtien= un producto nueve, dsebz ser . probado
2h  animales y en el hombre para evaluar su calidad nutritiva,
tolerancia, propiedades organclépticas, etc.

Se han realizado evaluaciones de las levaduras an animalas _v
s& ha demostrado que tienan un buen valor nutricional, por  sU
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alto contenido de2 proteinas y vitaminas.
1.4.1 Pruebas de tolerancia

Ne se han hecho estudioz suficientes y an forma ash
zada para poder determinar los niveles de tolaranciz en =
sumo de levaduras, ya qua mucho derende del microor
y de las condicionez fus culbivado;  asi come de
racidn del pzriode de pruzb. alments cortos  aden
dosiz administradaz varian en cada prusba,

Aun  empleandc &l mizme microorga
genaral concernients a la canmtidad
servaron disturbicz digestiveos en
levadura por diax, zin zmbargoe en
puzden consunirse hazta 100 ar
deseablez. En otro eztudiz 18 j&
12, da =dadez entre zicte y 12
gramos de lzvadura alimenticia
se& obsarvaran =fectoz adverzos

Mg, ne hay ac
da. En uro zetudic ze ob-
suwine de trez  aramnc

En  otea enzayo, eztud
alimzntados durarte nusve dizs,
az  cada dia, et imnettar Ji

DEra invzetigacidn estudid =1
Camndidz wbili crecida en mead
tizez, en difarent experin
Fzztrointestinales am 72 individuos

PDOEErVar I distu;binz
smtados con dosiz de 45 a

133 grames diariamsnts durmnts £0 dia Miantras qus de 12 a 23
individuos Sue corzumiszron la levadura crecida en licorss sulfi-
tico=s dezarrollaron una dezzamacidr indolora, a2n las palmaz o

=
las manes y en laz rlantas d= loz pia que desaparecid al  des-
continuar la alimentacidn con lavadurza; perc al administrar  un
antigance praparade con la miswma lavadura me s2 observirorn reac-
ciomes dérmicaz, por lo que z& concluyd jue alaunas. inpurazas del
medio de cultivo causzron 21 =fecto (41).

Un  grupo cénm S0 zujztes fusz alimentado con lavaduras
crecidas usandoc etancol como zustratoe. Se 1 admiri sron dosis
d= 20 gramos diariamzntz. 30 X de loz zujetos Quz  Consunisron
laz levaduras durantz se2is mas na experimertaron consec i
pzro el 20 X% restante desarrolld niuzaa, vémito, diarvea y poz-~
tracidém repsntinos  despuds d2 varios diaz o semaraz del inicio
del enzaye (41).

Se realizd un sstudio durants zeis zemana:z con 20 sujetosz
aue  tambider recibieron diariamen 20 gramos de lavadura crecidsa
en etanol. Sélo unc experimantd diarrea y ndussa durante la zexta
semana (41).

En alaunos sztudiaz rzaliZadoz con ratas, se vio gque alguras
de2 ellas dasarrollaban necrozisz hepitica al  alimantarlas  con
distas con una cantidad limitada de alfa-tocofsrel y lavadura
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L Grizo plazmdtico en 12 b

de panificacién britanica, pero no se desarrollaban las lesiones
con l=vadura panadera americana. Posteriormenta, se encontré que
a@zo s debia a la prezencia de celenio comc contaminante en . al
medio de cultivo de la levadura americama (la levadura britanica
no contznia eczte ela=mento). Azi, la necrosis rno se dezarrolla por
la levadura en si, sino por la deficiencia de selznioc y de alfa-
tocofarcl, que son factores protzctores que pravianan la .apa-
ricién de lasiones hepaticaz (24)

1.4.2 Evaluacionez acerca del efecto del consumo de dcidos
nuclaicos

32 ha obzarvado un aumento en el nivel de dcide uGrico en
pla=ma y orina en ensayos clinicoz con dietas con alte porcentaje
de &acidos nucleicos. Un consumo dz 75 gramos de levadura duranta
cinca dias aumentd el nivel de &cido dricos plasmaticeo da 3.0
@ 5.3 masdl, y 130 gramoss dz levadura por siete dias lo elevd
de 4.3 a 8.3 wny/dl y méz del doble de scido drico en orina.

.

Urt  zonsume moderads de 10 gramas de levadur cada dia,
duraritsz  tras meses, Frovocd aumento an 1095 nivel de acido
winbires Jdvarez.

Eztudios maés rac 2o 1oe qQue resli rom Waslien vy
Sdozian uzando dietaz librez Furinas Son cantidadasz  conocidaz
de adcidos nucleicoz.

Cuatro sujetoz zaludablzsz fueron alimentados con dietaz gue
contanian, por dia, 0, 45, 90 y 135 gramez de levadura, con O,
2.9, S5.83 y €.7 gramos de  Acidoz nuclaicos, respactivamante,
% wkilis.

Acido Urico en suaro (mg/dl)

R e L e D EE R R EE
Levadura (g9/dia) Y 45 S0 . 135
Acidos Nucleicos (g9/dia) - 2.9 5.8 8.7
Sujeto: '
1 4.5 7.5 2.2 10.1
2 £ 7. .1 9.9
2 V. 4.5 6.8 8.5 a.s
5 4.3 7.2 8.5 © 9.1




: écido urico en orina (mg/24 hr)
Levadura (g/dia) ‘o 45 T 138
Acidoz Nucleicos (a/dia) ’ - 2.9 7.5 3.7
Sujeto:
1 ’ S$33 13423 zan7 2109
2 49s 1200 1330 2400
2 S04 1100 1800 1535
4 539 1125 1725 1400

Nota. Valoresz promedic ce los dizz S, € v 7 del =qperimento.

Jévenes saludabl
Framos de ARN d=

eztudid a cinc> hombr

0, 2, 4, &y=g
dia durante cinco dias.

Efecto del zomsumo de ARN da2 lavadura (135)

___________________________________________________________ 1
ARN (a/diz) Mival promadic de dcido urisze
Suw=ro (ma/dl) Orina (m3/24 hr)
[} 4.9 373
2 &.0 667
4 7.7 933
a P4 1323

.
Ellos concluyen que ‘una ingszz=ta de dcz gramoz de ARN diaria-
mente, por  saras bhunanos, az un limite saguro parz evitar pro-
tlamas con  la producsidén da acido Grico plazmdtico y urinaric
sy, : .

Un  eztudio interesants realizadoe con  rataz evalud los
2factoz de una alimentacidén con loz componentes individualsz del
ARN zobre loz nivele:z de acido urico, creatinina, alantoina y N
dz urea, asi comc loz cambios histopatolé$aiceos producidoz en los
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rifens: duranta seiz diaz. Las cantid-dez fusron 0.75 gramos de
baz=zz nitragenadas por 100 gramos da alimento y tres  gramos de
ARN de levadura por 100 gramos de alimentc.

Niveles de los componentez nitrogenados en suero (ma/dl)

[T T e oo
Dizta Azido Urico Alantoina Creatinina N de urea
Control 1.94 2.33 0.24 20.1
Adenina 2.30 7.25 1.28 47.7
GQuanina 2.00 3.43 0.85 22,3
Uracile 1.89 ) 2.16 0.39 21.6
Citosina 175 2.30 0.85 17.4 |

Niveles de los compuestaz nitrzgenadoz en orina (mg/dia)

Contral 2.3% . 23.8 2.81 =64
Adenina 1.47 40.4 1.97 155
Guanina 3,41 64.3 2.97 271
Uracilo 2.75 23.2 ‘ . 3.12 357
Citosina 2.27 22.1 2.73 297

L e e e e e e e e ——m e ——————————— e |

En cuarnto al examen histopatoldgico, se obzervd qus sélo las
ratas alimentadaz con adenina pres=ntarorn un  agrandamianto vy
cambio de coloracidn de los riMones, asi como la preszencia de
criztales da 2,8-dihidroxiadeninz en el lumsn tubular, vejiga y
orina, Jos cuales pueden depozitarse y causar deteriore de  la
funcidn renal.

Los investigadores concluyen que es la adenina la que induce

el estado de hiperuricemia, por su metabelismo difersnte del de
las otras basesz nitrogenadas. La adenina primeroc debe ser
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fosforilada para  ser dsgradada pozteriormante,. .en- cambioc . la
guanine == répidamente dearadada (S2).

1.5 METODOS EMPLEADOS PARA REDUCIR E£L CONTENIDO DE ACIDOS
NUCLEICOS EN LEVADURAS

La wutilizacidn industrial de lasz levaduraz para zu  =melac
cen la alimantacide de los = = humaroz, pravia dismiracidn d= 1z
cantidad de acidos rucleicos, altamarte atraysnts, vy por =113
ha sidc objete da eztudio en las Ultimas dicadaz.

Artas de qus la PUC pusda smplearse como una busna fuante de
Frotaina  para consumo humano, =l contenide de acidos hucleicez
debe reducirse, especialmente el de ARM, el cual se sncuentra en
fayor pProrporcidn rezpscto al de ADM. Lz cantidad de &cides
rucleicoz vardia de 6 a 12 X%, lo quz limita zu cormzumo  a una
ingesta diaria dz 20 & 3J0 Jramos de= levadura. El limite seguro es
de dos 3sramos de dcidoz hucleicoz de  levadura eor  dia, Para
evitar el aumetits  an loz miveles de &cido drice am plasma vy
aring, qu=z  pudiera manifeztarse zn 2l dezarrollo d= gota y/o
calculos renxles; =i bien, =& manciord que r sirno
tanbiin ctroz facton 25 influyan 2n 2l origsen de 23tos trastirnos,

Madiarte wn tratamisntc d- == pozibla obber uny
producto  proteico de mzjor calid 1z eliminaciden miswma  da
loz 4cidoz nuclaicoz vy, adenéz. porque &1 miétodo de extrsa
tiene alaunaz posibtilidade:z de aumentar la digeztibilidad d=  la

proteinza microbianz.

Por otro lado, =1 ARN extradido de 1as lazvaduraz pueds
ilizade para la cbtencidn de S'-mononucledtidos, vz que &

usan &n la industria al taria como fobenciadores de
z  deczir, son compuestoas  que por =i mizmoz no  tisnen  er
zanzorial., paro exagaran ezhe afecto cuando s2 mezclan con ctroz=
compuaztos.

o

e c
o

En México, 1la produzcidn rentabls de PUC a 3ran ezcala
requiera =1 aporte de 23uipo costoszo. El acorlamiento d=
tacroleqiaz  para la industrializacidn intezgral de las levaduras
Para obtener nucledtidosz saborizamtes y PUC con bajo contanmide de
dcidos nuclaicos zaria la zolucidn (135,18,19,40,51).

S han propussto  varios métodoz para la reduccidn  d=l
porcentais de Acidos nuclzices para rpodar aumentar lzz cantidades
ce  lavaduraz en la dizta; dichos mdtodoz utilizan  tratamientos
Suimicos, "de choque t&rmico y/o anzimaticos (uzo  de nusleasas
encigenas vy exdaanas).

Maul vy colaboradoras (1270) idearon un métode con =1 qua
trataron cflulas de Candida utiliz= con  arroximadanente 7. 24
inicial de 4cidoz nuzleicof; urna vex qua daterminaron loz tiempos
¥ btempzraturaz dptimos para e ztuar el chogque térnico, lograron
teducir a 1.0 a 1.5 % la cantidad de &cidoz nucleicos. Ellos
usaron un procedimiento de tres pazos: 1) choque térmico de 62 a
680 C durarts 17 =egundos, D oa 63 LC por uno & trez segundos; 2)
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calentamizrts a 459 C por dos horas vy, 3) calentamiento a 5SS 9.C
por una hora. El BH 4ptimo fue de S.9 a £.5. Elles indican que
aste tratamiente activa ribonuclsasas intracelularez que  hidro-
lizan <=1 ARN, cuy?z productoz de hidrélizis son liberadoz al
media (30).

Ghta vy colaboradorss (1971), con el fin de daterminar los
Procezos gue ocurren durants eztoz tratamisentozs vy car erizar
1las productos liberados usaron el método anterior: chosg térmico
a 632 C por uno a traes segundos, saguido por calentamiente a 4% a
S0°. C por una hora y a 559 C por una hora, El choqus t&rmica

680C iniczia la hidrélisis enzimdtica, &1 ARN polimsrizade
hidralizado en el calentamiento posterior y, en €l altimo paso
liberan los productos de hidréliszis al medio. La maysr parte de
&stoe en forma de nuclz28tidos monofocsfato, tambiin =ze obtienen
basez y nucledcsidos, nucledtidos di y trifosfatec v, er las al-
timas etapas de degradacidén 3' y S5'-mononucladtidez (33).

Castras vy colaborsdores (1371) usaron um mitodo que conzistid
en csom=ter células.ds Candi ic & un calentamienta d= SS
&5°C por 30 segundos a PH £.75 a 8.0 y una concentrasidn d= iores
de caicie v magnezio divzlenitez no mayor d= 2.301 M, W vex gus
afadiaron ribonucleasa pancredtica bovina A en una reiacidn =n-
zimz-c4lulas 1:10000, con base en &1 pszo Seco.  Obttuvieron una
reduccidn de 7.5 & 9.0 ¥ inicial & 1.5 a 2.0 % final. La levadura
azi tratada contenia d2 40 a 50 % de fproteinas. Faro  concluyen
aqua &

a

zaria  costo=d el uzo d= enzimas parz producir FUC & nivel
irdustrial ().

Canepa y colaboradores (1972) al aplicar el m&todo o Maul.
uszndo  Saccharomysesz csravigizag obtuvisron sélo una  raduccidn
moderada  en 2] contenido d2. Acidos nucleicos; Procusiaraor,
entonces,  que laz células fueran suspendidas en NazHPDa 0.05 M a
FPH 12. Obtuvieron una relacidn proteinas/Acidos nucleicos de
$3.0, ez decir, S0 a 60 gramos de proteinas de la levadura
contendrian aproximadamente un gramo de acidos nucleices (2).

Hedenzkog3 y cclnboradures (1372, 1973) amplearon células de
<! desxntegradas mecanicamentz | qu=
suzpendieron en NaCl al 5 % a pH 10 y las calentaron a =209 .C.
Lograrch una reduccion de 11 % inicial a 1.0 a 2.0 % final de
ARN, con un  rendimiento de N y materia seca de S5 a 65 X% qua
contenia de 70 a 80 % de aminodcidoz respecto a las cilulas
dezintzgradas sin tratar. Aproximadament= 80 X de lisina y 75 a
90 % d= los otroz aminoacidos, esencialez se& recuperaron a2n el
concentrado de proteinas de las c#lulas desintearadas y tratadas
(20,21).

Lindblom vy Mogran (1974) desarrollaron un procasco mediants
=} cual cé&lulaz= de romyces cerevisias desintegradas mecini-~
camente  fueron cale

en-una solucién que contenia § X de
“<ztas, sobrs la baze d2 su peso seco, y NaCl al 3 % a pH 5.6 &
S0° C durante 20 minutoz." El material tratado contenia 1.4 % da
ARN. " El rendimiento en términoz de N fue de 60 %: recuperaron 50
a 73 % dz aminoacidos, lo qua dié un enriquecimiento de 4stos  en
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ralacidgn al contenido de N. Poztariormente, Lindblom (1977) cb~
sarvd que la ribonuclzasza intracalular uzada para  reducir el
conterids de ARN, s€ inactiva parcialments cuando se calisnta a
S09 C =inm NaCl y no pueda ser reactivada por enfriamianto o por
adicidén d= NaCl posterioras al calentamiento; =in embargs, esto

ocurre cuando se calienta a S092 C con la adicidn de NaCl a1l &
(27,28).

Zze y Simard (137%) Jdsarch un procsezo simPple de un pazo qQua
consistid en calentar células de Rhodetorula glutinmis 2 pH 2 vy a
903! C  duranta dos hor Obtuvigron wunz reduccidn de 6.5 X
inicial a 1.2 % final en el cwtenidsy de acidos nucleicos, con un
rendimiento de 40.4 X de protziras. Mencicnan gus 2z preferible
usar el tratamiento tirmizo en condiciones dcidas qu alzalinas
porqua 2zto ofrece una m=jcor pratsccide a los amimciacido = v a, la
proteina aruda (S3).

Qémezr y Vinisgra (1977) uzarorn oflulaz ds
= que calentaron a pH 12 v a P09 O durar
extrazr 35,2 X del contenido inlcial
Pcn'xdarnn aue ne ST ris =1 uze = =0l
guaderaz o =alinaz, ni Eamrogo Ui 1oz
whoque térmico, ez decir, los calzntamis
qua  la  sxtraccidn de ARN e d=be Prin nente 21 PH vy & la
tamperatura  empleadoz vy no por N de ribkonas
anddgenaz. FPor eztudic:z cromatograficoz que rzalizarcn,
que ze obtiane ARN  an forma de pelinucle gz a
molecular, & difersncia de lo snaonbradoe gpor
nucledtidoz hno 3= hidre E neeratuira ambiente. paro e

izan = &£
degradan al ajustar =1 rH a 8.6, 10 cual puede aprovacharze, Y
qua la mizma levadura pusdsz ser

amcrti-
ciales dal
a2 S0 y 59 0: dicen

r fusnte de fosfodiestarasas pars
producir 5'-nucleadtidos como potenciadorz:z de sabor (13).

Shetty vy Kimsmlla (1975) desarrollaron unAMetado ern 2l gus
se  afade anhidrido i en excsso (0, arama/Jrama  de
levadural a pH 8.5 inmediatamanie spuwds de qu= 1=z célulaz de
levadura (cervecera sn ezte case) son desintegradas vy suspendidas
a una concentracidn de 5 X3 =1 arhidrido == afad= con agitacidn
durante una hora y, el pH s& mantismne con NaQH 3.3 N; 32 calienta
Por 30 minutos m&s hasta que se =ztabiliza el pH; posteriormants,
s2 ajuzta el pH a 4.2 para pracipitar las proteinas isceléctrics-
ments. Al centrifugar, la mayoria g2 loz acidoz nucleicosz eparma-
nace en =l scbrenadanta libre dz proteinas. La succinilacidn
aumenta la extraccidm de= laz protsinacs, disminuye la protedlisis
y mejora la esztabilidad térmica. La protzina zucsinilada precipi-
tada comtians 1S.61, 1.8 v 7.0 ¥ g2 N, &cidoz nucleicos v carbo-
hidratos, respectivamenta. El patrdn general de aminchcidoz o3
mayor an la proteima tratada (45,460,

Petkov y colaboradorsz (19813 wtilizaron un mttodo quimico
mediante el cual calentaror cilulaz de Sacch carl

agnEis en wna solucidn de NaCl y NaOH a PH S a 7 a 900 [
durante dos horas. Obtuviaron una raduccidn de £3.3 % del conte-
nido de dcidos nucleico:s com una pardida de 35.6 X d= Proteinaz.
Al hacer estudios comparatives dal uzs de métodoz 3uimicos,




enzimaticos vy autoznzimdticos, encontraron gque sze obbtienen’ me-
jorez rasultados al usar autosnzimas; como se hace 2m 21 métode
de Maul, o mejor aurn, el miétodo desarrollado por Petkav y colabo-
radores, el cual <consistid en usar una sclucidn muy ezpesa  de
cflulazs de Sacchargmyces Fsnziz en agua y calamtar a S59C
For dos horas., UObtuvieron una reduccion de 3 % inicial a menos d=
2 % final d= acidoz nucleicos; con aproximadamante S0 X de pro-
teina recuperada. Recomiendarn los métodos autoenzimdticos. ya -
en los enzimiticos el uso de ribonucleasas exdégenas eleva el
cost de produccidn vy, en loz métodos quimices, como los de
Canepa y Zea2, hay mayor pérdida de proteinas. Obzervaron un
aumzrto de proteinaz 2n laz célulaz tratada=z respecto a laz o
tratadas, 1o cual mancionan gue puede deberse a un aumento en =1
contenide de amincacidoz librez (35,36).

Alvarez y colaboradotas (1332) dicen que no todas | laz
células tiznen la misma zusceptibilidad al choque térmico, por lo
que usaron una temperatura mayor para arliszarlo.. Elloes emplearon
suspensiornes de cé&lulasz de Saccharomycsz carevisiae al 14 %, con
base =n =1 pesc secs, en scolucidm  amortiauadora de fosfato
(NaHaPO4) a pH 4.5, las cuales zomztiarom 2 choque térmicos §0°
C por 30 vy 50 zezundos, zeguids de un calzntamisnto a €59 C. Par
medio d= esztudios radiactivos, cbzervaron qus hay mayor libe
cidrn  d= ARN, marcado com ©!'%,  al medio sntra 20 y 30 minukcos
pozteriorez al inicic de2l tratamizmto, cusndoc ro se aplica el
chogue tarmico, s&lo =l calsntamiznto = £S9C. Ezta  les hizs
suponer 4qua a temperaturas mayores a2 659 C ccurre una inactivs-
cidn parcial de las ribonuclzazaz enddaznaz. €0 cuanto al choaus
térmico, daterminaron que. no hubc diferenciaz entre 20 vy 60
sequndas. Al suzpender laz cilulaz en NHOH, ohzarvarcn que o
hay diferenciaz sigrificativaz em @l ARN liberado al medio,
cuando calentaron con vy zin choaqus térmico. Pensaran que, proba-
blzmarte, ccurrs  una Jdegradacidn gquimica del ARN por laz condi-
ciornzs fusrtamente alcalinas y no por un proczza  enzimatico.
Estudiaron la ralacidén entre &1 pH y la liberacién de ARN; obser-
varon un aumento en la liberacidn d2 ARN a medida qua aumenta =1
pH, parc tambidn dicen que podria ocurrir una degradacidn quimica
a . valorez de pH menorss d= 2, como ocurre por encima ds pH .
La cantidad de protesina liberads al madio a diferentez valores de=
PH fue entre 17 yv 24 % Observaron qus para valores de pH  For
encima de S se obtiw una dependencia casi  lineal entre la
liberacidén de ARN y &l aumerto de rH (1),

Tajima y Takahazhi (1992) uzaron células de Candida uki
que =suspendisron e agua v las zomstieron & un tratamisnte cor-
siztente en un choque tarmico g 639 C por seiz zegumdos, seguido
Paor un calentamiento a SO0 y S5 C por una hora. El contenide de
dcidoz nucleicos de las célulaz tratadas fue de 3.85 X%, con base
2n el peso seco. (Obsarvaron quz el aortenido d=  aminodcides
libres aumentd traz vacas madz e=n las c3lulaz tratadas (0.184 %)
rezpacto a las no tratadas (0.059 X)), aunque no todoz los aminoa-
cidos  aumzntaron en la mizma proporcidn, 1o cual indicd que no
hubc  protedlisiz extenza durants: <1 proceso térmico. Y solo
aminoacidos ezpecificos som liberadez de las proteimaz  calulares
(493 .
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Damodaran vy Kinsella (13%33) mercionan qus alguros e los
métodos quimicos y senzimaticoz empleadss para  disminuir el
porcentaje de ARN en levaduras presentan desventzjsz &m términos
d=2  la calidad funcional y nutricional de la proteinae aislada.
Ellos =ugierar, sobre ls bass dz estudios qus realizaron  ante-
riormenta, uwn m&todo bazado an la modificacidn quimica de la
estructura  circundante a laz unichzz antre los grurpcs amino ds
lazs  proteinas y los grupos fosfate de lea dcidos nucleizoz, &l
adicionar cargaz negativas,  lo qus debilita laz  intasracciores
electrostdticas en un medio ambisnte hidrofdbice, Aque  inter-
vieznen en dichas uniormez vy permite la diszcciacidn del complejo
de proteinas y Adgidos mucleicos. Esto puede lograrse mediante 21

-uso de ciertas sales: C17 , Br~ , NO3~, I, ClO4” , ClaClo0™,
etc.  Elloz w=zaron NaCl, NaBr, NaClO, y NaClzCCOO para sus  sn-
zayo=. Observaron uwuna mayor remocidn de acidozr hucleicos al
tratar células deszintegradaz de levadura cervecara con zolucicores
da NaClG, vy Nall;CCO0 0.5 M, calantande a 259 € =1 menor  tiempd
Fposible "a pH I a una concentracidn de nucleocproteinaz o= 3 M.
Fostariarmente, precicitaron laz protzinas {soeléctricamsnte al
ajuztar a pH 4.2, vy lavaron con asua a pPH 4.2 para remover las
cantidades residualss de sales. Obtuvieron una remocidn del 20 %
d# &cidos nucleicas, y recupsraron 76,7 % ds protainas con 2.5 %
de Aagidoz nucleicos. Sugiaren ezt2 prozedimianto para usarls
escanla  industrial. pOrque Mo prazents laz dezventajaz de otro
m&todoz  en 1oz cualas sl arlicar Alocalis y chogues  térmicos =
farman compusshoz como la lisinalanina, o al =smelear znhidrido
succinico se forma succinilizina 15 cusl: al isual que la lizinz-
lanina. ne =son bioldgicaments dizponibla Qque la
activacidn dz endoruclenz mpaRada

cuzles
Froteinas, Dizen gus (1Y)
mitode induztrialmzete, laz sales usadess susdsen recupararss v
reciclarsa, lo que dismiruiriz loz coztoz de produ idn. Por otro
lado, al no uzar tratamientos térmicos y/o enzimitizoz, no ze
producsn modificacionez 2n laz protainaz cbtenidas, los cuales
prezantan bus=nasz caracteristicaz nutricionslez y funcichalesz
1e,11,12).,

W oal

dizsminuyen 2l rendimisnto d=

Matrai y Hilazz (1984) empleron un método. em célulaz de
Saccharomycez carlsbergensisz desintegradas mecdmicamante, las
cuales suspendieron a una concentracidn de S a 10 X y  afadieron
NaCl al 3 ¥. Usaron un tratamiento térmico de tres pasos: choque

tarmice a 709 C durante pocos sagundoz, calentamisntos a 40°C por

una trora vy, a S0° C por dos horas. Lograron una remocidn de 80 %
=n =1 contenido d= acidoz nucleicos (29).

Bueno y colaboradores (1985) experimantarcn coh gaehoques
térmizos vy concentraciones de NaCl sobre tres espmcias ’s:.tintaz
da levaduras: | Candida utilis, Saccharomycas cerevizias v
Kluyveromycss fragiliz. Encontraron que para cada cepa varian los
parametros con los que se pueds cbtener una mayor raduyccidn de
acidos nucleicos vy  pérdidaz manorss de  protainas  y  biomasa.
Obtuvieron los siguisntesz rasultados:
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Células de levaduras tratadas con choque térmico a  68¢ c Y
calentadaz For doz horas a S292.C. Suspenzién de levadurazs a 7 X

"""""""" Cortanido de Protainas (%) Recuperacien de|
ARN (%) . biomasa (%)
o e e e e e e e e e e e e = - o
C. ugilis
Tratada (*) 2,68 T 41.87 73.6
No tratada 8.67 41.29 100. 0
S. csrevisizas '
Tratada (#%) 2.07 37.56 '62.0
No tratada 6.75 . 42,51 100.0
K. fraailis
Tratada (**¥+) 1.81
No tratada- F.11

* 8 s, 3 ¥ da NaCl; ** 3 =,

También estudiaron los perfiles de aminodcidos de las
muastras tratadas al compararlaz con &1 material imicial. En la
mayoria dz los caszos, el patrdn de aminocidcidos de laz muastras
tratadas fus mejor que 2n el material original. Obtuvieron una
recuparacion toktal mayor a 90 X para las trez cepas; lo  cual
indicd que no se d2tectd efecto sobre los amincidcidoz después
del choque térmico (ver cuadro anterior). Ellos mencionan que el
NaCl actiz como astabilizante de@ otras enzimas ademas de las
riborucleasas; ya Aque como indican Gierhart y Pottar {1972
tambi¢én son activadas enzimas protecliticas y amiloliticas du-
rante &l choque térmico, en células de Ca s eztaz
enzimas son las responsables de la liberacid ompuastos
intracelulares y/o =sus derivadoes, paro la actividad de laz
proteasaz varia en laz distintas especies de levaduras (6,18).

Huang vy Kinzella (1986) propusieron otro mitodo AQue no
incluyes choquss térmicoz. Usaron células de Saccharomysas
e desintegradas macidnizamente:; a la suspension_de
teinas al 2 %, le aRadieron POCly con agitazcidén a 10°C,
manteniendo el pH entre 8.0 y 8.5, la agitacidn ze prolongd por
una hora hasta la estabilizacign del pH cercanc a 8.0. Posterior-
mente, s2 ajustd a pPH 4.0 para la precipitacidn izoelictrica "de
la pretaina fosforilada. Obtuvieron una remocidén de mis da 85 %
de los acidos nucleicos. Lograron recuperar 71.9 % de proteina
con 2.7 % de 3dcidoz nucleicos. Ezste proceso fue reversible an
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corndicionas acidaz zuavas. La fozforilacion, &1 igual que la
adizisn de anhidride guccinico, deztruye el complejo dz ruclec-
protainas al altarar las unionez =lactrostdticas sntre los
amimo de loz reziduos de lisina, privcipalments, y les
fosfato de loz dcidos nuclaiczoz. Psare zn el cazo de lx su
lacion, se hagesitan condicionss miz drazticas pavs =limina
arupos zuccinilos de laz proteiras, por 1o que la zu inilisina
formada ro eztd dizZponibtle mutricicnalmerts. Lz proteine de lava
duraz ez rica en lisina, & es una dz laz razones por laz  AJue
€2 U3ar Como Ul excelente zuplemants para cerealzzs deficientes en
2zte  aminodcids vy, no ez convanianbs obbtener FUC con lizina ne
piodispanibl Si bien, mo obtuvieron dztoz acerca de la biodig-
ponibilidad o la lisinma fo ilada, La fozforils &
la compozicidén de 1oz anincédcides 2n la protaivae de 1evadw
ste mitodoe lo miandan porgque no prezenta incanvenisntesz
la modif cidoz eor tratamientoz  fusrbtes
en sond 1 Jd2 amincdcidoz, reaccion

3

da beva-2liming formacidn o= 1
lanina, =i L compozicidn quin

1x prons zimilar la oirtzniga fpor
tratamiznta con Ma kirzella 22

Alvarez y Enriguex (17
Saccharomy: Zravizias
lograrorm  la  mayer rzmocidn d2 scidos
4.5 Wy nhardo & & 20 minuteozs. BaJD est
an  la biomasa Klu fraailiz ==
reduccidn Jdz alredador “d nucleicos
nide inizial E ur producto final cor
de  acidos ruc las pérdidaz dz bima tzinaz fu
d2 30 v 20 X, i Er 21 [R=1A
vizias=, ésta Wy conk rucleicos
aproximadamantz 7 %. Unma vaz tratada, 3= cbtuve wun producto final
cor aproximadamante 1.4 de dcidoz mu T <eon pérdidaz =
biomaza y proteinaz aproximnadaz de 20 y l” » respactivamentz. Al
comnearar loz rezultadoz, riznzar qus 1o ante 1ar Puedz deberze  a
una  menor resizteancia de la parad zzlular de Kluyvaromyczz  feac
gilis, evidznciada por 1 maysrez pardidaz de biomssa v pro-~
teinaz. asi como  unm maysr porcantajs de raduczidn de Adcides
ruclaiccs (2,3).

rimentaron
= F"~:nl)c

du NH 40H
condicion
loard

1.6 ALGUNOS ASPECTOS ACERCA DEL AGUAMIEL Y EL PULGOLE

1.6.1 Hiztoriz y Caracterizti generalez

El pulgus 2z conzumids en Méxizo daszde la éroca  prezhizpi-
nica, durante la cual ze wukilizabes en ritualzs religicszoz. D=z~
pués de la ceonguizsta y hasta la shias cantinGa formands parte
d=l gusto popular. En la actualidad. =a conzumen we pillén de
litros por dia on la ciudad de México, perincipalmsntz por  las
clazes dz bajos ingresoz.

Sggvn eztudios del Imsztituto Naciornal d= 1z Nubricidn
1983), 1los nifoz de familiaz de pocoz racursos  econdhicos =&
alimentan con pulauer tres vecez al diaxs obtiznen, de aszta marers,
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30 % de =zuz requerimientoz d= protainas y energia por dia

El pulgque s obtiene por medio de la fermentacidn sspontanea
del  aguamiel, que e3 la savia dulce de diverzas ezpzciez de
agaves. Posze un pH entrs 3.5 y 4.0 (16,31). .

1.5.2 Microbiologia

Se han aizlado dos tipoz de microorganizmos del agsuamial vy
del pulqus: bacterias v levaduras. Pero en proporcién, hay mayor
Numero de levaduras en el pulqus (168),

Microorgani=moz aigladosz del pulgue (Herrera y Ulloa)d.

Refaremncia
Bei jerirck

Bergay y otroz

Hucker y Pedarzon

van Ti=gan .

Cohn

Coiin

Fluagge

de Rary

n = Kluyver y van Niel
bacillus plantarum Sanch Marroquin v Hopz
Lactobacillus bravis Sanchaz Marroquin y Hope

wm

Levaduras Refarancia

Langsron vy Talige
Rhedotorula incarnata Ruiz Qronoz
Pichiz membranaefascisns Ruiz Qronoz
Saccharomycas isi

Janke

Ruiz Oronoz

1.7 GENERALIDADES SOBRE JTorulopzis hydromalitis

La cepa utilizada en ==tz trabajo fus proporcionada por el
Laboratorio da Microbiologia Experimental de la Facultad de Qui-
mica de la UNAM, y fu= aislada de una muaestra de aguamiel obte-
nida en Tlanepantla, Eztado de México, pars un trabajo anteriar
de tesiz (31). .

Es wuna levadura esfirica u ovoide, =u tama®o es de 7 x &

micras; =us colonias en m=dio g=losado de melaza de caRx  de
azticar-licor de maiz son: redondas, de color blanco grisidces con
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bordaz enteros y planas.

En 2l mismo medis, an forma liquida, presanta szedimento
aburdants, de color blance y forma un velo superficial a los
cinco diaz de cultive (31),

Azimila algunoz azucaresz, en concanbracionss dzl 1 X en el
medio de cultivo, como =on galaczteza, manesa y. sscarosx. Coms
fuent2s de nitrdgens utilicz asparagina, NaNQ3, peptona, ursa y
(NH, )=S0, (31).

Frezanta la siguient2 compozicidn quimicas

Humedad F.50
Cenizaz S.00
Lipidos D.190
Proteinaz 49.90
Carbohidratos 35.49
Fézforo 1.8

Nitrdageno . 7.49

R QO Sy YU IOUgS

Contenido de aminodcidos esengialzz (9/100 g9 de producto zeca)

[l

Torulepsiz hydromslitis Proteina FAD

{Huevo integral)

Izoleucina 4.82 . .20
Leucina 11.72 ' 4.80
Lisina 218 4.29
Fenilalanina . '5.50 >. 2.80
Tiresina 3.98 2.20




Cistaina . 2.056 S 2.00

Mationina 3.038 c-.2.20
Treonina 7.8S 2.80
Triptofano 1.30 . 1.40

Valina . 4.39 . 4,20

De acuerdo a estos valores se obsarva que la PUC de

1.7.1 Evaluacién biclégica de la calidad de suz proteinas

Para evaluar bioldgicamente a las proteiras, ze usan dos
médtndos  principalmante: aunznto de peso de 1o0s animanles usados
Para probar as proteinas (PER) v medicidn o=l aumento d2
ritrdgene corporal (UPN).

La calidad d= una proteina indica la eficiencia zon la cual
es utilizada para el crecimientc y mantarimizrto de loz =seraz
vivas., Una proteina de alta calidad aporta 1oz amincécido:z
ezaencizles en cantidades zsuficientes para dichaz funcionez.

Comparacidn de PER y UPN de la levadura respecto a la cazaina.

Caseina 2.17 (100.0 %) 48.0S5 (100,0 %)

1.48 (62.2 i) 44.51 (92.7 2)

. . se deduce que 1la PUC d= Jorulopsiz
“hydromelitis =5 de buena calidad (25).
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PARTE EXPERIMENTAL
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2.1 MATERIALES Y METORIS
Z.1.1 Identificacidn de la levadura

La levadura usada ern este trabajo s2 obtuvo dzl Laboratorio
da Migrobioslagia Exparimental eon forma aizlada, se procedid a

ravisar netodolégicamanta lazs  caractericsticas wmicroszcdpicas,
macrozcdpicas vy bisquimicas, para verifizar la purezs de la cepa.
La obzervaciin de las c=ract=nx icaz microscdpicas y  macroscd-

picas ze realizd despudzs de cultivar las lsvaduras en 21 medio de2
consarvacién vy en el med:o dz propsgscidr No. 1 tver Apéndice 1)
a 28°C durantz 43 horas.

Posteriormnentz, se obszrvaron las
micaz de wutilizacidon dz azdcarsez y a_1m1lau &y
nitrogenn:  para esto ze englad el mitodo «u»nnogr<fxz gz Bei-
jarinck en =1 madio ideads parz sste fin (Apéndice 1)@

S vartizron dos el de  una  suspeanzidén de  lavaduras
(previamants  incubazdaz a 2280 C por 22 horas) 2m una  caljs 2
Petri; sz adicionaron 10 ml de medizs dz Beijerinck fund 2
enfriade a 40° C: =z honogsrnizd la suspensidn vy, uta vez gL

zolidificd el agar, =2 colacarcon, en dife
zupar ficis, requefaz  cantidades de azac
incubaren  lasz placaz z 28° C durarte 24 y 4% horasz. Sz rerpitid
este  procedimiente  Fara probar laz fuant de  nitrdgensc. Loz
rezultados s& zompararom con 123z informadez por Ruiz  Oronez, Y
Maeymar y Varaoazs (7,31,42,42). .

rktez purtoz  de  la
z pulvarizados. Se

2.1.2 Conzervacidn de la capa

WZEFY PEFEa 3Er

Tratamiento dz 12 nelazza _da de =&
2119y produccidn

utilizada como fuznte de carbono para el dezaceoll

dz la lavadura (7). Corm 21 objetc dz alimirar y zeparar  sdlidos
que pudizran inhibir el crecimianto de la levadura, asi como para

lograr la inversidn de la zacaroza, la melazz fus tratada antes
da zu enpleoc:

La melaza =& diluyd 1:3 com adua dsstilada vy 12 ajustséd el pH
a 8.5 &om KOH; 322 =2zterilizd en autoclave a 121°D durante 19
minutos. Una vesx enfriada se centrifusd.

Fosteriormante, 3= ajustd 2l pH 5 4.5 con HCl; z2 esterilizd
vy centrifugéd nuevamznte on autoclave a 121°C por 15 mimatoz.

La w=laza trztada z2 usd para <laborzr los madiocs d=
=ultivo, Sus aztcares reductores totales == determinaron por el
método d= la orto-toluidina uzando @lucosa @.P. para dasarrcllar
una curva patrén comparativa.

La cepa ze conservd 2n 2l medic de conzarvacidn  gelosade
{var Apéndicz 1) ern Lubos de ansaye sembrande una 2sada en  cads
tuba @ incubande a 28° C por 24 horas. Una vez obtenido =
cracimiento los tuboz =e refrigararon. Laz resiembraz =e hicieron
mensualmenta, de acuerds a laz indicacionsz proporcionadas con la

.am
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cepa para la realizacién de estae trabajo.

2.1.3 Propagacidén de la lavadura en diferentes medios de
cultivo -

Sobraz la base de los resultados informadoz en trabajos
arteriorez (7,16,25,31) se zeleccionaron tres medios de cultive
{ver Apindize 1) v ze procedid a zvaluar el efacto de los mizmos
sobre el desarrclle ds Torulsopsiz hydromelitis, asi coma en el
contenido de acidos rucleicoz y proteinaz en la levadura.

tivazidn de la cepa vy obtencidn de inéculeo para cada uno’
oz medios de cultiveo a probar

- La  levadura zz zembrd an tubos de enzayo qus contenian los
madios dz propafacion 1,2 y 3 sn agar inclinade. Se incubaron a
280 C durante 24 horaz. Cada cultivo ss& zuspendid en dos ml  de
medice de cultivo liquidc ecstiril y se sembraron: en  matraces
Erlermayer con S0 ml del medio liquido de propadacidén correspon-
diante; ze incubarorn = Z8° C vy 200 r.p.m. por 24 horas.

- Dbtarncidn de la biceaza

A partir de los indculos anteriores, e sembrd un ml 2n
matraces Erlarmaver bafleadoz de 250 y 300 ml que contenian, por
saparado, 100 ml de cada une d2 los medicz de propagazidn. Loz
tapohez usados patra loz matraces estaban farmados por una capsz
algoddn dz  aproximadaments ur cm d2 altura coleocada =ntre dos
capaz de gaza de  aproximadamante 10 por 1S cem (taporiesz
"Sandwich")}; patra obtensr un mayor intercambio gas-aire durante
la agitacidn (43). Los matracez con madios de propalacidér 1y
se incubaron durant= 43 horas a I8°.C, en agitacidh & 200 r.p.m.
Los matracez con el madic de propagacidén 3 se incubaron en  las
mismas comdicionez, paro sdlo ror 36 horas; los tiampos de propa-
[@aciin son diferentes porgus en trabajos anteriores se datermind
&l tizmpo dptimo d= propagacidn para cada uno de los medios de
cultive, cuando £sto= fusron desarrolladeos (16,25,31).

[N}

Cada cultivo <= dividid 2n dos fracciones: I y TII. La
fraccidn I s2 empled para daterminar =1 pezo seco de la levadura,
azi camae su  contznido de Acidos nucleices y  proteinas. La
fraccidn II se wutilizd para determinar el efscto de loz
tratamientos fisicos y quimicons sobra la reduccidén d=l  contenido
de acido ribonuclsice,

- Secads de la levadura y determinacidn del pezo s=

3

Las fraccionez I da los cultives se centrifugarom a 3500
r.P.m.  por 10 minutoz, s= desachd el sobrznadante v el paquete
c=lular ze lavd varias veces con agua destilada acidulada con HC1
& pH 4.2, suspandiends v centrifugando para decolorarlo. Pozta-
riormentae, s2 lavé dos veces con etanol al 96 %, una vez con
mezcla stanol-dter y, finalmente, wuna vez con éter atilico. Sa
dejé evzporar completamente el étar a temperatura ambiante hasta
obtener la lavadura zeca Sue Ze usd para los anadliziz quimicoz de



protainas vy acidos hucleicos.

El pe3c seco se determind por difaerencia al  poner una
muestra  de  levadura en wm crizol taradeo a peso conztante y  s2
dasacd & 802 C hazta obtermer un pezo constante de 1z musstra  de
lavadura,

2.1.4 Aplicacitn de loz tratamizntos de raduccién de ARN

FPara easte fin za emplearom las fraccionmez II. En todos los
cases sSe uzaron suspensionas de células enteras de la laevadura
Torulepzis hydromelitisz en concentraciorez de S a 16 X (P/V) .
zobra  la baza del peazo saco, despuds diy que la levadura fua
saparads de los madioz d= culbive, por canmbrifugacidn, vy lavada
variaz veces con agua desztiladsa. Loz  tratamisntoz empleados
fueron los siguiente .

Tratamianto 8. S suspendid la levadura en agua deztilada y
22 ajuzstd 2 diferertas valores de pH: 3, 5, 77 9 v (1.8, cen
soluciones oa NaOH 0.1 N y HEYl 0.1 N. S2 aplici un chogue btdrmico
a €8° C por 10 segundos. sesuido por un calantamisnto en baRo o=
agua a 50 a SS9 C par doz horaz (8, 13,20,35, 35, 49,53),

Tratamiszrnto B. Se anelsd =1 tratamiento arbtericr, Pperc an
azte caso, la levadura ze suzpanrdid en NaHPOL, 0.05 M (8).

Tratamiernto €. Se usd =21 tratamients A pero la levadura
zuzpendid en Nacl 3 ¥ (5,3,20,%1,27,28),

Tratamiento D. S suspandié la lavadura en NH,O0K 4.5 %, a la
cual s 12 midid 21 pH.  cuys valor fus 10. S2 o kS = baRe da
agua x £3° C duranta 30 minutoz (1,2.3).

Tratamiznto €. L& levadura fusz zuspendida emn Nall 3 X a pH
S.6 y =sa calantd =n bafo da agua a 50° € duranta 20 minutoz
(27,28,29).

Tratamiento F. La lavadura ge suzpendid @n solucionaes 0.5 M
de distintas sales: NaNQ;, NaflO,, NaCl y NaClaCCoO, a 1 que s
laz  ajustd el pH de 2 a 2. Inmadiatamente dazpuds se les ajustd
el pH a 4,2 (14,12},

Estoz tratamientos £2 aplicaron, por =
cultivadas =n 1oz distintez medios do propalzacién 1,

D

2y 3.

En  todes leoz zazos inmediataments despusz de la  aplicaciswm
da loz tratamientos, 32 procaedid a ajustar a wr pH de 4.2 me-
diamta la adicidén de soluciores de NalH 0.1 N o HCI 6.1 N, para
cbtamer la pracipitacidn izoslictrica de laz proteinas. Pozte-
riormente, se hicieron lavadnz con agua a pH 4.2 v =on etanal y
tter stilico, wzarde el procadimiemte descriteo para  secar 1a
lavadura sin tratar. A la levadura seca tratada se le determind
el contenido de= protainaz y de ARN.
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2.1.5 Andlicsis quimicos
Ltos andlizis quimicos se hicieron empleando 103 métodos re-
comendadosz por Harbart y colaboradores (22):

- Mitado de Biuret para la determinazién de proteinas

Ezte métods =2 baza 2n la reaccidn enmtre el ién Cu'®y los
grupos carbonila y amino de los enlaces peptidicos de las pro-
teinas, en un madio alcalino, caon la formacidn de un compPlejo
Qquelate  de color violeta. Ocurre una reaccidn analoga entre el
idn Cu*®y el compuesto biuret, NHz-CO-NH-CO-NHz , vy por esto la
reaccidn lleva su nombre,

Se pesaron de dos a 10 mg de células lavadaz, sobr2 la bass
da 3su peso seco, ze suspendiercn en doz ml de agua destilada.
S= adiciond un ml de NaQH 3 N v z& pusieron en baio de agua hir-
vierdo durante cince minutoz; =& enfrid.  Se adiciond un ml de
Cus0, al 2.5 %, =ze taparon loz tubos y se agitaron vigorosamente,
=2 dejaron reposar cinco miruto= para permitir el dezarrellc de
coler vy =zz cantrifugaron.

Se obtuvieron las concentraciones comparande contra un juego
de solucionss patrdn d2 proteinas (2, 4, € ¥y 8 mg): en este casa
s=e usé cazsinato de zodio come protzina de raferancia;  dichas
soluciones, 5l igual que un blance de reactives, z2 tratazron d=
la mizma manera, incluysndo &l calentamiznto. Se  leyeron az
imtensidadesz de colcr d= los zobrenadantez en un  ezpactrofotdé-
metro a S55 nm.

- Método d=l orcinol gara la detsrminacidn del ARN

Este método z2 basa en la hidrdlisiz dsl ARN para libesrar la
ribosa unida a las bases nitrogenadasz, lo Aue se logra al tener
un medio &cido y calor; estas condiciones favoracen la convarsion
de la ribeza a furfural, el cual reacciona con sustancias cromo-
gérnicas, como lasz del reactivo de orcinol, vy se cobtiena un com-
puezto de color verde, que za las en un espectrofotdmetro.

Se pesaron de 20 a 60 mg de cé&lulas secas y se2 pusieron en
un tubo de ansayo, se trataron de la siquiente manera:

Extraccidn del material acido-zoluble: Fue necesaric extraer
el material dcido-soluble para evitar interferencias durante la
detarminacién. Se adicionaron cinco ml de HC10, .25 N frio, ==
dejaron en repoazeo durante 135 minutos en un baRe de hiele, agi-
tandc ocazionalmaente; so cantrifugd; s2 repitid uma segunda ex-
traccidn por 15 minutosz, debido a que las levadurazs tienen
grandes cantidades de aztcares libre: (la concentracidn de HC1O4
Nno deberd sxceder a 0.25 N, ni =2l tiszmpo de =xtraccidn deberi s=r
mayor de 30 minutos, o puede ccurrir hidrdlisis apraciable de
ARN) , Dezpués de la extraccidn ze cantrifugd vy los sobrenadantes,
que conteniarm 21 material dcido-soluble, ze dasecharon.

Extraccidén del ARN: Al pracipitado con el ARN s2 le adicio-
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fnaron cuatro ml de HC1lO, 0.5 N ¥ se exirajo a 379 C par dos
horas, s& centrifugds se recogid v guardéd el =zobrenadanta. 9=
Lavéd el remanente una Vvaz <Son tras ml de HCID, 0.8 Ny se
recogld =1 sesundo sobrenadants, el cual == agreads al  primer
sobrensdante, ya que en ambos 22 encusntraba dizuszlto el ARN,

Sa tomdé un ml de los  exbractos  antaric s y se 1
adicionaron trazz ml de reactivo de ercinal {v Apindice 2
reciantemente pPraparado. Se prepararon un blarco de reactivos y
de solucionez patrédn de ribosza (10 a 100 microgramnos) para ser
tratados de la mizma manara. S= calentaron baRo d2 agua hir-
viendo durante 20 minutos para desarrcallar =1 color, za2 enfriaron
Yy =Se agregaron seiz ml de butanol a cada tubo, Sa leyersosn la=
intensidadez de calor de sobrenadantez =m oun 2spzatrofotid-
matro & €72 nm.

)

Una  vez aus ze obtuvo =) fFarcasntaje de ritoza, a partir da
éste y por medio de los pasos  molaculares, S22 calould el
porcentaje de ARN para cada muestra d2 levadura, zin tratar y
tratada.

- Méitodo de la difanilamina parx la determimacidn del ADN

Estz método == baza en calenrtar =1 ADN, &l cuxl =2 hidroli-
za, dejando libres los dezoxirrvibonucledtidoz, los cualszz llavan
a la formacidn de uwn intermediario, el aldzhido omega-hidroxile-
vulico, el cual se condenza con lx difamilamirna, para dar  un
compuesto colorido azul cuya inter dad de color es direstamante
proporcional a la cantidad de dezoxirriboza prazanta.

Sz  pesaronm de 20 2 £0.m3 de cilulasz saces v = uziarorn  a&n
un tubo de ensayo; se los extrajo 2l matarial Ac:ido-zoluble da la
misma marsra que en la determinacidén del ARN.

Al precipitado, que contenia el ADN, =2 le adicionaron
cuatro ml de HC10, 0.5 N y se pusieron en bako de agua a 700 C
durante 15 minutos, agitardo ocazionalmante; se de2jo anfriar vy za&
centrifugd; la extracciodn sz rapitid dosz veces con volumznes da2
tres ml de HC1lOyx 0.5 N por 15 minutos; en cada extraccidn ze
guardaron los sobrenadantes dsspuds de centrifugar y se mezclaron
para obtaner todo el ADN dizuelto. A dos ml del extractc antarieor
s2 lez adicionaron doz ml d2 raactive d= difenilamina (ver Apén-
dica 2)3; ze prepararon soluciones patrén con cantidades conocida
da ADPN vy un blanco de raactivoz zimultinsamanta. Loz  tubos =
incubaron toda la noche (15 & 20 horaz) & 3 C y se lay=ron la
intenzidadez da color de los =zobranadantes a €00 nm.

2.1.6 Recup;racion de biomasa

Los porcentajes dz recupzracidn de biomaza s& obtuvieron .zl
tomar el peso de la lavadura sin tratar, despuds de zacarla, como
el 100 %, v <sobre eszsta base se hicierom loz cilculoz para la
levadura a la que se le aplicaron loz distintos tratamientos, una
vez que se hubo secado.
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Todaz  las determinaciornes se hicieron por duplicado. Los
rezultados Aaue se pre2sentan son al promedio de dichas
detzrminaciones. El manajo da los resultados ze hizo scbre la
bazz del p2zo seco de la lavadura tratada vy sinm tratar.:

A la levadura tratada no se la determiné el contenido de ADN
dabido & que loz tratamizntos estaban dirigidoz a la reduccién 2n
el porsaentaje da ARN, porause éste se encuentra. en mavor
proporcidn v, por tanto, fue mas importante investigar las
variacionez d& ARN dazpuéz de aplicar los tratamientos.
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3.1 RESULTADOS

Los rzsultados obtenidos en el trabajo experimental son los
ziguientas:

3.1.1 Caractariszticas macroscépicas (2.1.1)

—————

En madios de cultivo Conservacison Propazacién 1

Tiampo de incuba- 48 hr 48 hr
cian

Morfologia Circular Circular
Superficia Liza . tiza

Color Blanco-grisz Blarcs-gris
Sordes Entaros Entaros

Elavacidn Plana Plana

Er medics de cultivo Conservacidon Propagacién 1
liquidos

Tiempo de incuba- 48 hr ' 48 hr

cion

Sedimento Aburdante Escazo

Celor Blanco . Blarca
Formacidn de velo Sa forma a loz Se forma a los
suparficial S dias S dias
Turbidaz Ausancia Auczancia
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3.1.2 Caracteristicaz microstopicas.(z.l.li”

Tianpo de Dimenzionaz Morfologia ) Agrupamizsnto
incubacian . L
48 hr 6 %' 8 micras Circular-y No =2 prasenta

ovoida

3.1.3 Caracteristicas biocquimicas (2.2.1)

Utilizacién de azlcares

o e o s an e
Arabinosz -
Galactosa . +
Maltosa -
Manosa +
Rafinosa -~
Sacarosa +

Asparagina +
NaNO 5 - +
Peptona -+

Uraa +
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3.1.4 Andliziz quimicos efactuados a la levadura (2.1.5)

A contiruacidn se dan los resultadoz obtenidoz de 1las
dzterminacionas de proteinaz vy acidozs nucleicos en la  levadura
tratada y sin tratar, el ARN sz expreza en términos d2 ribosa
azi coms ARN calculado usando pesocs molecularez a partir del
porcantajs de riboza determinado. También se dan los poreentajes
d2  recuparacién de biomaza calculados a partir del peso saco
obtenido para la levadura zin tratar (100 7).

3.1.4.1 Efezto del medio de cultive sobra el crecimiento de

‘Madio Pazo seco ARN (%) Ribosa (%) ADN (%)  Protaina (%]
{z3/100 ml)

1 0.878 8.97 3.50 0.293 S0.89
z 1.169 6.35 2.48 0.166 51,41
3 1.082 4.4 1.73 0.183 47.61

3.1.4.2 Medio de propagacién 1 ( a baze de sacarosa)

Tratamianto A (2.1.4).

ARN (%) Ribosa (%) Proteina (%) Recuperacién da
biomasa (X

ToToTTTETTI T T
pH 3.0 8.07 3.15 S50.88 71.48
rH 5.0 5.89 2.30 44.44 79.62
PH 7.0 5.30 2.07 44.90 76.84
PH 9.0 S5.30 2.07 36.51 73.90
PH 11.38 4.82 1.88 29.09 71.49

e e e e e e e e e e e e ot e 4 = — = — ]
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Tratamiento B. (2.1.4).

F--—-_T'--_--_---.- ----------------- L LT RUp PP U S

ARN (%) Ribosa (;/:) Proteina (X)  Recuperacidn d=
biomasa (%)

e e e m e e m e m e m e oo ]
FH 3.0 4,15 1.62 49.29 70.17
PH 5.0 2.69 1.05 33,89 76.90
pH 7.0 2.64 1.03 45,00 81.24
PH 9.0 2.54 0.92 35.69 71.71
PH 11.8 2.13 0.83 28.57 €8.11

PH 3.0 S.02 1.96 48.75 81.27
pH  S.0 4.20 1.64 - 46,99 2. 80
FH 7.0 4.12 1.61 45.16 76.20
PH 9.0 2.79 1.09 41.7% 78.87
PH 11.8 2.43 0.97 39.80 | 69.94
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Tratamiento F (2.1.4)‘.

r ARN (%) Riboza. (X} . Proteina. (X) Recuperacidén de
RSNy = biomaza (%)

NaCl 5.38 2,100 0777 50.00 95.80

NaNQ 4.69. 1.83 48. 17‘ 89.18

Nacl10, 3.84 1.50 38.79 ' 86.73

NaCl, CCOO0 2.97 1.16 40.00 90,92
3.1.4.3 Medio de propagacidén 2 ( & bace de melazas-sales
a.P.)

T S EREREET R
PH 3.0 2.95 1.15 49.12 73.12
BH 5.0 2,59 1.0t 51.90 93.73
PH 7.0 2.54 0.99 40,52 87.90
PH 9.0 2.54 0.99 - 40.52 64.13
PH 11.8 2.15 0.84 32.90 64.15

PH 3.0 3.25 1.27 47.37 84.37

PH 5.0 3,23 1.26 18.23 85.27
PH 7.0 3.20 1.25 47.39 87.38
pH 5.0 2.95 1.15 42.24 66.19
FH 11.8 2.59 1.01 40.52 59.54
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Tratamiento C.

= mmmmm e o m e a S m e m e m e o e m e m e — e m e m e o mmm e m m e
ARN (¢ Riboza (X} Proteina (X) Recupsracién de
bionasa (X)
o el -
pH 3.0 3.43 1.34 S50.60 . 77.59
PH 5.0 3.338 1.30 45.57 83.42
PH 7.& 3.18 1.24 44.52 94.37
FH 2.0 2.72 1.06 41,46 F0.95
PH 11.8 2.46 0.96 40.8S5 76.64

NaCl 4.41 1.72 4%.70 9S.18
NaiGy 4.38 1.71 49.39 - 6,46
NaC1Q,4 3.82 1.4% 45,06 3. 04
NaC1l,cCco0 3.71 1.45 41.15 95.17
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3.1.4.4 Madio da propagacidn 3 {(a baze de melazas-fertili-
zantas quimicos)

Tratamianto A.
ARN (%) FRiboza (X)  Proteina (%) Recuperacidn de

biomasa (%)

PH 3.0 3.82 1.49 46.17 92.10

FH  S.0 3.56 1.39 47.58 7,03
FH 7.0 3.46 1.35 46.84 90.20
PH 9.0 3.20 1.25 42.%9 8E€,92
FH 11.8 2.46 Q.96 40.12 33.40

Tratamiznts B.

rH 3.0 3.55 1.3% Se.70 83.75 W
PR 5.0 2.97 1.16 Z0.00 36.73
FH 7.0 2. 66 1.04 . 42,42 90.2%
PH 9.0 2.74 1.07 40.00 . 91.07
PH 11.8 2.28 0.89 . 35.42 86.22
Tratamiento C.

PH 3.0 3.33 1.3é - 44,45 99.07
PH 5.9 2.18 1.24 41.05 98.44
PH 7.0 2.95 1.15 42.42 99.07
PH 3.0 2.72 1.06 41.82 '88.03
PH 11.8 2.38 ‘0.93 ' . 3%.10 75.33
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Tratamiento D.

it R it e e b L D T T Sttt e e e

ARN (%) Ribosa (%) Proteina (%) Recupzracisdn de
: s biomasa (%)

Nacl 3.74 1.4¢6 45.05 g0.12
NaMOg 3.43 1.34 44,23 T?.3¢0
NaCl0, 3.2% 1.22 41.58 73.34
NaCl,CC00 1.00 0.39 45,83 62.01




CONTENIDO DE ARN EN CELULAS
(MEDIO DE PROPAGACION 1)
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CONTENIDO DE ARN EN CELULAS
(MEDIO DE PROPAGACION 2)
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CONTENIDO DE ARN EN CELULAS
(MEDID DE PROPAGACION 3) :
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CONTENIDO DE ARN EN CELULAS
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(MEDIO DE PROPAGACION 2)
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CONTENIDO DE PROTEINAS EN CELULAS
(MEDIO DE PROPAGACION 3)
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CONTENIDO DE PROTEINAS
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RECUPERACION DE BIOMASA

(MEDIO DE PROPAGACION 1)
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(MEDIO DE PROPAGACION 2)

RECUPERACION DE BIOMASA
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RECUPERACION DE BIOMASA
(uEmo DE PROPAGACION I)
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RECUPERACION DE BIOMASA
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RECUPERACION DE BIOMASA

X Fiacigy

Y e

Za o

62

]
g
i
Py
B NN
8 382 g§¢9gage-c O

YSYWOIE 30 NOWN3GNI3Y 30 X



3.2 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

F.2.1 Loz resultadoz indicam que  las carazharisticas
microzcépicas, culturalaz v bioquimicas correspondan a las
dascritaz para Jorulopzisz bhydromslitiz (31,42,43), corroborindose
aue la cepa proporcicnada por 2l Laborakorio de Microbiologia
Exparimental ds la Facultad de Guimica dz la UNAM cotrasponds &l
Strero y ezpecie indicados.

3.2.2 Raspecto & la influencia de los edioz nutritives
sobre el cracimisnto vy composicidn quimica da la lavadura en
estudic, ze comprobaron los reszultadoz obtenidoz =2n  investi-
gacionas previas, Se observd gque para el madio a baze de sacarosa
el pe3zoc seco ez menor que para los madiozs a base d= melazas,
aurnque el contenido dz protainaz ez similar, en tarnts que el
contenido de dcidos nucleicos ze radujo conziderablzamante en los
madios a baza de melazas. En ests sarntido, ez bien conecido que
la composicidén Quimica del medio de cultivo afecta = 1z
composicidn quimiza del microorgarismo que e &1 ze cultiva (34),
Y aun cumndo en la literatura consultada acerca daz loz métedos de
reduccidn de acidog rucleicoz en lavadurzsz no s mencicna  aste
factor, loz resultados obtamidos indican que asto padria zer da
gran utilidad para la produccidn de PUL.

Esto ez importants, porque al penzar an wn Cultivo magzivo
nivel plants piloto o industrial, cuants menor
de ARN que zea necszsario reducir, sz obtendridn nivelse:s merore
&l vy dardnm una mejor calidad del producto prot2ico ause sz obhe
ademis =1 tratamiento zard midz scondmico.

Las caracteristicaz obzervadaz en Torulopsis bydromelitis
ceinciden con los reazultadoz informados @n trabajoes prevics
(7,16,25,31) y confirman las ventajaz que =zta lavadura praszsarta
para s2r utilizadsa an la produccidn de PUC. Estas caracteristicas
zon:

- Buarn tama®o de laz células (6 < 38 micras), =1 cual permita
aque  loe procadimientoz para la sapatracidn del maedio de cultive,
una  vex tzrminada la faze da desarrolle celular de la  lavadura,
g2 faciliten. -

- Tiempo de dzzarrolln, el cual es minimo (36 vy 43 horas.
.sequn el medio de cultiveo), lo qua lleva a AQue 21 proceso  de
obtencidn de biomasza sea rapido.

- Comtanido de protainas =2lavado (alrededor del S0 %), el
Que ez superior a los contenidoz informados para Candida utilis,

fragilis, los cuales

isi

% (&) .
= Contenide de acidoz nucleicos acaptable.
FPor otra parte se tizne que la buena adaptacidn a medieos d=2

cultiva a base dz mzlazas de cafa da azucar, los cualesz al ser
econdmicos &N nusestro paic, reprasentan una buena opcidn parz el
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cultivo da asta levadura, por lo qua z= recomienda @l estudic d=
este procezo & nivel. planta pilote v, postariormenta, a nivel
industrial, R

Como pusda cbsarvacrsa 2n los razultadoz, la levadura sulti-
vadx en 2l medio qua conmtenia sacarosa tiens un porcentaje  ma
alto de ribosa v, por lo tamto, de ARN, aqu= la lavadura cracida
en  lo= madics  con m2lazaz. En lo referante a la  cantidad da
praoteinas, 4ztaz son mercrszs en la lavadura cultivada en 21 madio
de melazas y fertilizantes gquimices, =in enbarge &1 nivel de
ribosa y ARN tambisn az menor &l de los otros medicos, pere ==
considera <que laz proteinaz estén e uns cantidad baztante acep-
table.

Loz resuliadez prazentados indican que laz coflulas grove-
nientes de distintoz madics de cultive przzentan una susceptibi-
lidad diferante & loz btratamienteoz de razduccidn de ARN. En ge-
neral, sa observa gua laz células cultivadsz 2n medio de zacarcza
presentaron mayorsgs porczntajets de reducsidén de ARM, pero tambidn
hubo  mayeoraz psrdidas de proteinas v biomaza. Laz cflulaz o
cidas en melazas vy sales B.P.  tuvisrom porcenta de  reducs
dz ARN vy pérdidsz d2 biomzza vy proteinas intermedio=. Y 1a lava-
dura crecida &n el madio de melazes vy fzrtilizantes auimicos tuvo
los manores porcantaizs de reduccion y péardidaz; & excepoide de
los porcentajex dx perdidaz de biomaza obtaznidos despusz  d=2
.aplicar log tratamientez D, E v F; eztc, tal vaz, pudiera dabarze
a que, durante la manipulacidn fizica de las célulaz wuzadaz  =n
aeztos Qltimos tratamizsnto=s. pudn habesrze perdide zlge de biomassz
an el proceso de secado; 10 gue deberi comprobarze an btrabajos
postariores.

En  general, loz resultados anteriorsa Aulzad  puedan  sar
explicados sobre la base d= la resiztencia ds= la parsd caelular
(2,3, 1lo cual se manifiezta de modo aue, a mayor porcantaje de
raduccidon de ARN hay nmayores pérdidas de biomasa y proteinas.
Azi, posiblemznte, las cilulas cultivadaz en sacarosa tienen una
paraed celular mencs resistentz que laz células crecidas en  ma-~
lazas.

3.2.3 Los tratamiantos para la reduccidn de ARN por 'lo
ganeral, se basan an la exposicidn de lazs c&lulaz microbiamaz a
choques térmicos, condicionzz de pH, temperatura, tiempos va-
riablas y adicidn de susztancias quimicas, =ba.

Az, en ezhe trabajo z= pretandid aplicar alaunos de  esto
tratamientoz para observar =i hay variaciones, ¢ no, en 1
composicidn quimica, en cuanto a contenido de¢ ARN y de proteinacs.
de la levadura Torulopgiz hvdromalitiz, para determinar i es
pozible que aestz microorganiamo pudiara uzarse camo fuante de FUC

pPara  consumo bumanco, wuna ves que za le redujera su contenido de
ARN.

Por 1o que se refiera a los fratamientoz donds 3e aplicd =l
chojue térmico seguido de un calantamiente & mener  tamperatura,
los resultados indican que 2l sfacke del pH juezx un pap=l mauy
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importante, porque conforame aumenta =1 valor de pH hay | mayar
reduccién de ARN, pero =sto tambidn se manifiesta en el incre-
.mento d= la pérdida de biomaza y proteinaz. Probablemente, esto
se explica porgqua miesntras ocurre la degradacidn quimica del  ARN
gOr  aumanto del pH v la temparatura, también ze debe & la acti-
vidad de ribornucleasas intracelulares, poraue, i bien, éstas
son activadaz al imicio del tratamiento, por efecto del choqus
térmica (27,2%,33,35,36) dabido al tiempo prolomgade de calanta-
miente vy al aumerto de pH, e=ztaz ernzimaz pueden  inactivarse
(2,33 ademdz, pPuade sxistir una degradacidén quimica de las
preoteinaz vy otros compueztos intraceslulares, lo gque ze manifissta
=N las pardidaz de biomaza y protainaz. Sin embargo, en algunos
cazes (madio 2, tratamiento A, pH S; medio 2, tratamiento C, pH
3; medio 3, tratamiznto B, pH 3 y S), sa obzarva un aumento en la
cantidad de Froteinas, lo cual puede debarse a un aumento en el
patron de aminoacidoz libres (35,36,4%9) .

For otro lado, s= observan variacionss en lo referente a las
=olucionas utilizadaz para suzperder  las lavaduras; azi, pPara
las c2lulas cultivadazs an los medicos de propagacidén 1 y 3 hubo
mayor raduccidn de ARN  al suspender laz cflulzz  en NeapHPFO,
2.05 M; mientraz qu2 para las células cultivadasz en el medio de
Propagacién 2 hubo mejores rezultadoz al spenderlaz en agua. Al
suspender en NaCl 3 % la reduccidn de ARN ze manifieszta de manera
intermedia entre loz reszultados obtenidos para NzHPO, ¥y aguz. S=
obtuve wun mayor porcentaje de raductidn de ARN al suspender en
NazHFQ, . las células cultivadaz en el madic de precpagacidn 1, y
el manor parcentaje se obtuvo al zuspendsr las cilulas culti-
vadas en &l medio de propasacisdén 3 en  agua. Las pérdidaz de
biomasa vy proteinas fuaron proporcionales a la reduccién de ARM
en la mayoriaz de los casos.

Lo anterior probablemente se explica porque el NaCl, al
igual que el NapHPO, como amortiguador, actlan protegiendo a las
ribonucleasasz intracelulares y no activandolas (27,.28), pero
asta Proteccion ez limitada al prolongar el tiempo de
calentamiento a pH alcalino, ya que el intervalo de pH al que
prasentan mayor actividad las ribonucleasas es a valores de S a 7
¥, puede observarse que no hubo tanta reduccién en estos valores
de pH, porqus las ribonucleasas disminuyen su actividad a 1los
pocos  minutos de calentamiento & pH alcalino (27,28). Se puede
pensar  que la reduccidén de ARN no depende tanto de la " actividad
de ribonucleasas intracelulares que pudieran activarse por efecto
de =sales o amortiguadoras, cuardo ta aplican choque térmico y
calentamiento prolongado, <=ing a una dagradacién quimica depen-
diente del pH vy la temperatura (1,19).

Al aplicar el tratamiento de suspensién en NHyOH 4.5 % vy
calentamianto a €59 C, puade observarze que hubc reduccidén de ARN
en forma moderada y puaede debersze, al igual que en los trata-
mientos anteriores, a wuna degradacién quimica d=l ARN v =
rroteinas  por afacto del pH vy la temperatura, mis que por .una
degradacidn enzimatica. Pero, probablemente, la resistencia de la
pared celular de las células no permite que exista mayor libe-
.racion de los productos de degradacién. Ademas, el tiempo d=
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calentamients ¢z méz reducido ¥y lx liberacide de loz productos de
Ridrdlizis pudiera rno efectuarza completamambe,

En el tratamiznto de suzpanzidn en Nall 3 % vy  calentamiento
& S0° C apH S.5, paramstroz de dptimx actividad de laz  ribo-
muclaeasas (27,28), g2 obsarva una raduccidn de ARN y p&rdidas d=
protainas, menorss, rezpecte a loz  tratamierios  anteriores,
pOraue =n ezte cazoy la raduccidn =i pusde datlerse a la actividad
de ribornuclaazas intracelularez, p

aro como aztas enzimas s en-
cuentrar en compartimientos calularss vy &l tratamisnto = apliod

a célulaz enteras, la actividad ancimatica a3 limitads.
acurre cuande s& smrlear cflulaz desintegradas, ya que las ribo~
nucleasxz zare liberadas durants =l rompimiento celular vy pusden
actuar de marera madz directza (47). Ademds, puads verze limitads
la actividad de otras snzimaz por la mizma estructura da comparc-
timiegrtor c2lularsas, asi came por la reduccidr en loz tienpoes 9
calentaniznts, lo s avita pérdidaz mayoras de bioraza v pFro-
teinas.

Ezfto ho

b

Al aplicar 21 tratamiznto enm 2l que =

= diztintas
zales, tambiér sz ob

serva urna raduscide liwit LY » 1o que
pusdz  daberza & que al uwsxr sflulas enberas, 2 wikis =l
contacto direcko de 1oz amiones com 1oz complsjos nuslisc~-
proteinaz, para dastruirlosz, guz 22 1a Migeacrs SGms 32 giere Aus
actder estas zales (11);  este s observa adsizioralmanie en lsc
pérdidaz  de biomaza y protsinas.  &n doz e laz fraz cazos &s-
tudiadosz, al wuzar NaClzOC00 se obbuv: wna reduscidn cormziderabkls
dz ARN, patra también bubo mayarez pérdidaz de proteinast azto,

tal vez, sa debs a qQue durantsz manipulacidn de laz célulasz, d=
alguna. manera ze afactd la inbegridad de la pared czlular v astko
permitid wv contacte médzs directso entre loz aniorez ¥y loz  com-
Plejos de nucleoprotseinaz, 1o que =2 tradujs en mayoras porIsn-
tajes de raduccidn de ARN y pardidasz de proteinaz. £y =sta =saso,
&) emples de NaClO, v NaClaCCOD fus mas efactive que =l de MaCl y
NaMOz, lo que cancuards con loz resultades Se la literatura (12).

3.2.5 Aungua ze obbtuvieron buernos porcantajes de raduccidn
de ARN en loz bratamizntozs con choques térmicos zeguidos d=
calentamiente a menor temperatura y a pH alaalino, hubo mayorsas
perdidas de biomasa vy protzinaz, 1o aua no ez dessable si se
pretands obtener un products con wun alto contanido da proteinmas.

En genaral, pueds conzidararse que el tratamiento mas =fec-
tivo fus en el que se usaran sales, an  zzpaecial NaCloy v
NaClz;Ctol, poraue no sélo z& lograrcn mayores porcentajes  de
reduccidn de ARN, sino que hubo pérdidas merorss de proteinazs vy
biomasa. Aunado este al hecho H2 gua al Nno uzar choguas térmicoes
5 tamperzburas de calasntamiznto por tismpos  prolongados  pudo
evitarze aue s produjisran cambios irgdeseables en la disponibi-
lidad bioldgica d= las protainaz, o unax mayor hidrélisis . de
éstag; ezto permite qQue sea mas factible usar este procedimisznto
a nivel industrial, al no tensr que usar intsrcambiadorss ds

calor ¥y, porgue laz salas emplaadas puszden racupsrarss vy  vecdi-
<larse (12).



3.2.6 Aungus === obtuvieron raducziones importantes en el
zontenido de ARN &l aplicarsz distintos tratamientos; al comparar
las resultades con lo informado por la literastura, ze ve que los
porcentajezz de reduccidh no som tan altos come loz que s&  in-
forman en la bibliografia conzultada. Esto, probablemente, =&
debe a que, an todos leos cazes,

dezintegradaz vy, 2sto,

saguramente,

se uzaron células enteraz y ho

tiva al no sctuar les tratamisntes ds mansrs mas
también pusde pantarse que

ARN. Por otra parte,
‘mencs  zusceptible,

Fror ejamplo,

a los choques

lavaduras gque tradicionalmants sa har ugado Como
que zon con las que == ha trabajsdo para probar

raduccidn del ARN.

&7

influye de manera significa-

dirscta sobre el
esta levadura ez
térmicas que las
fusrtes de PUC vy
loz métodos de
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X DEZ PEROIDAS DE BIOIMASA
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CONCLUSIONES

Sz  encontrd aus el m2jor tratamiento de raduccidn de ARN ==
aquel en el que s2 emplazron sales como NaflO0a.  y NaClyCCOO,
parque sze obtuvieron, adizianalmente, menorass pérdidas dz bicmaza
y proteinas, ademidxz de que mo ez necesario emplear condiciones
drasticas de pH ni de tempsratura.  lo cual sze traduce en a
obtencidn de um producto de alta calidad: por otro lade, al
disminuir el uzo de equira costozo, que seria necezaric  Fara
calentamiantos a diferentes tempzraturaz, tazrdria un proceso
més econdmico, =i z= pisn an una produccidn & nivael industrizl,
y 3e lograria tener un producto aus tuviera un precio accesible
Para la rpoblacidn aque mas lao ita. Adends existe la ventaja
de que asta levadura puade producirzs en medioz de cultive muy
econdmicos formuladoz Con malazas de ¢aia de azdcar vy sales
quimicas utilizadaz como fariilizantes quimicoz en el agro, vy que
zon producidaz a gran szcala en nuestro pais; vy ademds mostrd el
menor porcentaje da ARN, a2l ser desarrollada en eztoz madios.

Se  propone Aque e cornbinde con la experimantacidn d=  los
métodoz de reduccidr de ARN, ecpecialmante cor el uso de NaClO4 y
NaCl 3 CCO0, y medios de cultivo a Cazz da melazaz vy fertilizantes
quimicoz. por sar loz d2 mads bajo costa: pero Zard necesaric usar
célulaz dezintagradas de Torwulopsiz kiydremszlitiz mara daterminar
si la efactividad dez los tratamiantos aunenta y s= pusde cbtener
PUC  con una conterido mis bajo de2 ARN. Tanmbidn pusdse axperimeri—
tarze con tratamizntos en los que =2 uszn valorzs de fH menors:s
3 para obsarvar =i tambisn as posible cobtaner unm alto porcenta
de reduccidn de ARN, ya sa2a con o =in chojues térmicos. Aungue ez
preferible uzar métodoz en 1oz que Mo sea nacesaric emplear
condiciones muy draztizaz que pudieran causar un deterioroc de la
calidad d=z las proteinas de la levadurs.

'y

Podria intentarse recuperar los productos de hidroélisiz  del
ARN, por que, si bien, no ze hiza en ezte trabzjo, esto pudiera
sar wun factor muy importante que contribuiria a la economia del
procese =i se obtieren productos de dagradacidn de ARN qus pu=der
venderze a buen precio para la produccidn de potenciadores de
sabor para la industria alimentaria.

senta buenas caracteristicasz para quz em un futurc, mediante los
tratamiantos adacuadoz, puada usarze coma fuente de PUC; debido a
Que, en principio, tiene una protaira de buena calidad para el
conzumo humano vy, ademnis., 23 conzumida de manera habitual en el
Pulqua, como parte de la microflora dz 4ste. por un sector impor-
tante de la poblacién an Méxicos; lo gue llevz a pansar dQue saria
un  buen  recurse como fuents de proteina para  complaementar la
alimantacidédn humana, en aespecial de laz clasez de POCOS resursos
eczondmicos, laz cualez zon las que prezentan los problemas nis
Qraves de desnutricidn.
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AFENDICE

MéDIDS UDE CULTIVO EMPLEADDS

Medio d= Conservacidn (31).

Malaza de cafa (13 X =&r paso de
azucares reductorss totalas)
{NH, )=S0, &.P.

KHaFOLQ.F.

Extracteo dez levadura

CaSl,, MgSO, Q.F.

MnSO0s, FeSO4, ZnS0, 0P,

Agar .

PH

Medios de Identificacidn

Maedio de Beijerinck para azucares

(NH, )3 SO, 0O.P.
KHaPO, @.P.

MgSt, Q.P.

Agar

Agua destilada

PH

Los azucarezs utilizsadeos fueron:
toza, maltoza, rafinosa vy xilos

1

a

Medic da Beijerinck para nitrdgeno

Glucosa
KHPO, Q.F.

M3S0, Q.F.
Agar

Agua destilada
PH

Lasz fuentaz d=

peptona y ursa 2r concantraciones

Medios de Propagacidn (31).

- Mzdio de Fropagasidn 1
Sacarcsa

Extracto da levadura
(NHITS0y @.P.

KHZPCY GLP.

CaSOy, MaSQy o.P.

MNSCa, FeS0y, 2nS0y; Q.P.
Agua dastilada

PH

30

n

a

cormentraciones al

Sebog,

nitrdaznn usadas fueron

11 %,

NNMN o oo
oonaGuN;g

fructoza,

2.0 3
0.1 Q
0.0% 3
2.0 3
400 ml
S.0

azparogina.

Wowmw

-{iztzales
criztalas
120 ml

7.2

aa
flv 1B

o0
o8

Iulac~
1%,

NaMO, , -

de

3

a/a




- Mzdio de Propasacidn 2

Melaza de cafa (10 % en peso de . 100 ml
azticarez raductores totalesz)
(NH,) S0, 8.P. ’ 6.5 9
KHzFPO4 Q.P. . 0.2 3
Cas0s, MgSO; R.P. S criztalez da c/u
MnSQ4, F2804, ZnS0s: AP, 2 cristales de c/u
Licor de naiz R 1.0 9
Agua deztilada c.b.p. 200 ml
rH 3.0
. = Medio ds Propazacidén 3
Mzlaza de cada (10 % =n peso dg 10Q¢ ml
azyicare:z reductoras totales)
(NH43 50, (fartilizant2 quimico 2.43 9
can 20.5 X d= N)
KH P04 @.F. 9.20 3
KCI (fertilizante quimice zan 0.38 9
82 % de K)
Lizor de maiz 1.00 3
PH . 5.5

Estoz  trasz 2diazs pueden usarse como madiosz z=dlidos si s=
les agregan 2.0 3 de agar por caoz 100 ml.

. Todoz los mediozs se cometan a esterilizacidm an autazlave =
1210 ¢, 15 1b d= rr Sh durante 15 s 20 minutoz.




. APENDICE =
REACTIVIZS EMPLEADOS PARA LAS DETERMINACIONES

Praparacién de reactives usados eh los métodos - para
analizis quimicos. KR R

Froteinas.
Reactivos:
NaCGH 3 N
CusS04+SHaN 2.9 % (p/V) . .
Caseinato de zodio 5§ ma/ml come solucidén patrén da protefna.’

Mabtodo ds Biuret (2.

ARN. Método del orcinol (22).

Reactives:

HC10s 0.5 N

HC104 0.25 N
) A. Diselvar 0.9 gramos de FeClp:6Hz0 &m un litre de  HC1
concertrado (p.e, 1.136) R.A.; guardar indzfimidamante.

B. Dizolver un gramo de orcinol en 100 ml de agua deztiladas
eztable variaz zemanas a 09 C.

Reactive =z orcincl.  ARadir un volumen de raactivo B a
custro volumenas de reactivo A, Preparar inmadiataments antes d=
uzar y rno guardar.

Feolucidn patrdn de riboszx 9.1 mg/ml.

ADN, Meétodo de la difznilamina (22).

Rzactivos:

HC10y 0.5 N

HC10,4 0.25 N

Reactivo de diferilaming. Dizolvar 1.5 9 de difenilamina zn
100 ml da dcide zcético glacial R.A., y ze adiciconan 1.5 ml  de
HaSO0y R.A. concentrado: duardar en la oscuridad. Antes des usar se
adiciona 0.1 ml de acztaldehide acuoso (16 mg/ml) por gada 20 ml
de reactivo.

Solucidn patrin. 5= disuszlve ADN an NaOH S mM para_dar una
concentracién de 400 a3/ml. Estable por szis mesas a 40 C. El
estdndar de trabaje se rrepara afadiendo a un volumen medido de
la solucidn anterior ur volumen igual de HC1C0y N vy se calientz a
700 ¢ duramtz 15 minutaos.
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