.(5,4—13

g 095728
939 &/—.3.
BN AN SN E VN

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

ELABORACION DE TABLETAS DE LEVADURA
CANDIDA UTILIS, OBTENIDA EN MELAZA DE CANA
PARA NUTRICION HUMANA

TRABAJO PRESENTADO POR

MARIA HERMINIA HERNANDEZ GEDILLOS

PREVIO A LA OPCION DEL TITULO DE
LICENCIADA EN QUIMICA Y FARMACIA

SEPTIEMBRE DE 1979

SAN SALVADOR, EL SALVADOR, CENTRO AMERICA.



LES B18Li0TECR crarpe

Y

INVENTARIO: 10106877

UNIVERSIDAD DZ EL SALVADOR
RECTOR
LICENCIADO JOSE LUIS ARGUETA ANTILLON
SECRETARIO

LICEJ{CIADO OSCAR ARMAWDO ACEVEDO

FACULTAD DE QUIMICA Y FnRMACIA
DECANO
DOCTOR ATILIO AVEDANO SUAREZ
SECRETARIA

DOCTORA LUZ MARTINEZ DE MIRALDA



A S E S O R

DOCTORA CONCHA  LEMUS DE- BENDIX

J UR A D O C AL IFTIOCCADUOR

DOCTOR/.. LEONOR ISABEL DE LINARES
DOCTORA MERCEDES RAMOS

INGENIERO MARIA DEL CARMEN DE MEDRANO

L U G A R D E P R A CT I C A S

FACULTAD DE MEDICINA Y
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA

DE LA UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR



DEDICATORTA

4 Dios Todopoderoso,
A mi esposo: Ricardo Alfonso Luna,
A mis hijost Miriam Esther y
David Ricardo,
A mis padres: Joaquin Hexrndndez T.,
Herminia C, de Herndndez
A mis hermanos: Joaquin, Salvador,
Mauricio, Vilma,
Gloria y Marta Lilian, y

A mis sobrinos,



AGRADECIMIENTOS

A mis Maestros: Dcctora Concha Lemus de Bendix, Doctora Leonor Isabel
de Linares, Ingeniero Maria del Carmen Guillén de Medrano y Doctora
Mercedes Ramos, por su asesoramiento, revisidn y correccidn de este

trabajo.

A la Doctora Aura Alida Valladares j; Licenciadas Delmy Ruth Agreda de

Lima y Maribel Odette Lopez, por su valiosa colaboracidn.

Al personal Docente y Administrativo del Departamento de Microbinlogia
de la Facultad de Medicina y de nuestre Facultad, por su ensefanza y

ayuda.

A mis familiares, companeros y amigos. por su constante aliente.

Gracias



CAPITULO

IT

11T

INDICE D E CONTENIDDO

INTRODUCCION

A,

B.

OBJETIVO

REVISTION BIBLIOGRAFICA

PARTE EXPERIMENTAL

A,

MATERIALES Y EQUIPO UTILIZADO
METODO MICROBIOLOGICO EMPLEADO PARA LA

PREPARACION Y CONSERVACION DE LA CEPA

METODO MICROBIOLOGICO EMPLEADO PARA

PROPAGACION DE LEVADURA CAWDIDA UTILIS

METODO DE ELABORACION DE TABLETAS

METODO PARA APLICAR PELICULA DE RECU-

BRIMIENTO DE LAS TABLETAS DL LEVADURA

DETERMINACION DEL PORCEWNTAJE DE PROTEI-
NAS EN TABLETAS DE LEVADURA CA"DIDA -

UTILIS

ADMINISTRACION DE LEVADURA A RATONES Y

EVALUACION TOXICOLOGICA

METODOLOGIA

PAG.,

19

23

30

35

37

38

Lo

b3



pRY

VI

RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

APENDICE

BIBLIOGRAFTA

PAG.,
51

57

69

73
78



TABLA

II

111

v

VI

VII

VIIT

INDICE D E TABLAS

COMPOSICION DE PROTEINAS Y AMIHOACIDO3

ESENCIALES A PARTIR DE DIFERENTES FUENTES

COMPOSICION COMPARATIVA DE VITAMINAS PRE-

SENTES B DITERENTES FUENTES (Mg. %)

FERMENTACION DE COMPUESTOS HIDROCARBOMADOS
POR LEVADURA CANDIDA UTILIS OB3TENIDA EN

MEDIO AGAR MELAZA DE CANA
ASIMILACION DE COMPUESTOS HIDROCARBONADOS

POR LEVADURA CADIDA UTILIS

AWMALISTIS PROMSDIO DE LEVADURA CAIDIDA UTILIS
O3TENIDA A PARTIR DE MELAZA DE CAllA, CALCULO

EN BASE SECA EXPRESADA Ei (%)
RENVDIMIEITO OSTENIDO

PORCENTAJE DE PROTEIVAS PRESINTRES Ei! CASDIDA
UTILIS (MATERIA PRIMA) OBTEMIDA E.i ACAR
MELAZA DE CAHNA

PORCE(ITAJE DE PROTEINAS PRESEVTES EN CADA

TABLETA DE Ci. DIDA UTILIS

PAG,

14

15

51

52

53

53

54

55



TABLA PAG,

IX COMPARACION EYWTRE RATONES ALIMENTADOS CON
LEVADURA CA: DIDA UTILIS MAS TORTILLA Y

RATONES ALIMENTADOS CON PURINA 56

X COMPANIAS QUE PROCESAN SCP 67



INDICE DE ILUSTRACIONES

FIGURA No. PAG,

1 CANDIDA UTILIS DESPUES DE 3 DIAS EN EXTRAGTO

DE MALTA 9
2 CULTIVO EN PLACA EN AGAR HARINA DE MAIZ 9
3 LEVADURAS EN GEMACION ACTIVA 9
i CULTIVO DE CANDIDA UTILIS EN MELAZA DE CANA 32
5 FORMA DE RECOLECTAR LA LEVADURA 32
6 LEVADURASLAVADAS OBTENIDAS DEL CULTIVO

AGAR MELAZA DE CANA 304
v POLVO DE LEVADURA CANDIDA UTILIS 36

8 RATONES ALIMENTADOS CON LEVADURA Y TORTILLA LR



INTRODUCCION

OBJETIVO.

El presente trabajo tiene como finalidad primordial el estudio de
factibilidad del aprovechamiento para consumo humano de la levadu

ra comestible Candida utilis producida en melaza de cana y prepa-

rada en forma de tabletas.

La levadura tiene propiedades como: un alto contenido de protei—.
nas y de vitaminas del complejo B y carece de toxicidad para ani
males y humanos, por lo cual amerita que se investigue la posibi
lidad de que sea administrada en la dieta de nuestro pueblo. Ade
nds, su estabilidad bioquimica y capacidad para transformar una

amplia variedad de sustancias de desechos hidrocarbonados indica

que puede aprovecharse a escala industrial.

Nuestro interés es mejorar la situacidn nutricional de la pobla-

cién de El Salvador y otros pafses de América Latina, La crecien
te demanda de alimentos como resultado del aumento poblacional, -
ha establecldo en Centro América y en especial en El1 Salvador, --
una escasa disponibilidad de alimentos, en particular de aquellos
que tradicionalmente congtituyen fuentes de protefna., Esta situa
cién se agrava por el aumento progresivo del costo de dichos ali-
mentos, tanto para la alimentacidédn humana como animal, y por el -

agotamiento paulatino de los terrenos cultivables. Eso repercute
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negativamente en el estado nutricional de la poblacién, en espe-
cial los nifios, y contribuye a agravar los problemas de salud -~

del 4rea,

La produccién de protefnas para consumo humano a partir de organis
mos que se multiplican rdpidamente y cuya produccién no requiere
tierras agricolas ni personal numeroso y Qque usan como substratos,
residuos industriales tales como: melaza de cafia, miel de remola-~
cha, pulpa de café, jugo fermentado de ocactus, vinazas, hidrocar-
buros derivados del petrbleo, presenta miltiples ventajas para --

pafises con los problemas mencionados,

Existen varios tipos de microorganismos que se utilizan para la
produceibn de alimentos tales como algas, hongos miceliales y le

vaduras.

De acuerdo con nuestra investigacidén bibliogrdfica, en El Salva
dor se han realizado muy pocos estudios referente a la produccién
de alimentos de origen unicelular. La consideracién del poten--
cial que como fuente de protefnas representan, ha motivado nues-
tro interés para la realizacién del presente trabajo con la leva

dura Cdndida utilis utilizando melaza de cafia, la cual es ~bundan

te, de fAcil obtencién y dc bajo costo en nuestro medio. Su fé—-
cil asimilacién por la levadura y su conversién en protefnas y vi
taminas, es una de sus mayores ventajas como substrato, Por las -

razones mencionadas, esta levadura podr{fa resultar de bajo costo



para el consumidor.

Reportamos los datos obtenidos de su investigacién a nivel de la-
boratorio, con el fin de proporcionar los métodos necesarios y --
las bases de trabajo para desarrollar un plan piloto, gque poste--—

riormente podr{a ser utilizado a2 escala industrial.

Se ha preparado la levadura en forma de tabletas, lo cual facili-
taria su autoadministracién. Después del proceso, los andlisis -
guimicos han mostrado que conserva su contenido de protefnas y vi

taminas y que su sabor es agradable 21 paladar.

Para hacer estc trabajo se tomé muy en cuenta los estudios rea--
lizados por el Instituto de Nutricidén para Centro América y Pana
md (INCA™), donde sec explica que la solucién a la deficiencia --
proteinica en Centro América se reduce a encontrar una fuente de
protefna de alto valor biolégico en forma concentrada, de elabo-
racién econbmica y 2 través de un proceso fdcilmente adaptadle a

la regidn.

Esperamos que cesta experiencia sea de utilidad para las personas
que trabajan en este campo y que motive su uso en humanos para re

solver el problema de nutricidn de nuestra poblacién.



B. REVISION BIBLIOGRAFICA.

1. DATOS HISTORICOS Y PERSPECTIVAS.

John H, Litchfield en su publicacién "Microbial Cells on Your
Menu" 1/ afirma que todos nosotros comemos células microbianas
contenidas en los productos hornecados, qucsos, leches agrias,
salsas fermentadas, hongos y varios productos alimenticios --
orientales, Las células microbianas que consumimos en los --
alimentos incluyen: algas, bacterias y hongos. Otras células
microbianas vivientes estdn involucradas en el desarrollo de
las caracteristicas de sabor y aroma de nuestros alimentos. -
Tales alimentos han sido consumidos por el hombre desde tiem
pos antiguosj sin embargo, la tecnologia de produccidn de cé
lulas microbianas para alimentc se ha desarrollado solamente
en los Ultimos 100 afios, y su produccién en gran escala ha re
cibido impulso en el Siglo XX, particularmente después de la

Primera Guerra Mundial.

Perspectivas Futuras.-~ E1 principal objetivo de cualguier --
proceso para la producciédn de material de células microbianas
como alimento, es alcanzar la mdxima productividad (concentrg
cién celular por promedio de crecimiento especifico), y el co-

eficicnte dc¢ produccién (peso scco de células o proteina por

1/ John H. Litchfiecld, "Microbial Cells on Your Menu",
CHEMTECH, p. 218,Ab, 1978.
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unidad de peso de substrato) y, ademids, obtener un producto -
gque tenga una proporcidén de aminodcidos que se comporte adecua
damente como alimento en animales domésticos y que no tenga re
siduos de sustancias téxicas o carcinogenéticas. Para la apli
cacibén en 1o alimentacién humena, los rcgquisitos adicionales -
de bajo contenido de 4cidos nucleicos, un buen color, sabor, -

aroma y textura, también scn necesarios.

Para alcanzar los objetivos principales, habrd que lograr pro-
ductividades y rendimientos econémicamente atractivos. Sin em
bargo, pueden haber limitaciones en cuanto al costo, que pue--—
den incurrir en la produccién de un producto de proteina unice
lular sl no poder competir con proteinas rrovenientecs de plan-
tas de cosecha o de fuentes de productoc animal, tales como ha-

rina de soya y harina de pescado.

Los organismos tolerantes de altlas temperaturas en rango termo
filico minimizarian los costos de enfriamiento en muchos proce
sos. El perfceccionamiento de los métodos de obtcncién; tales

como la oxigenacién adecuada de¢l medio de crecimiento, tendrdn
como consecuencia producir el material unicelular deseado con

el minimo de consumo de energia. Esto seriz un factor econdmi
co importante para aumentar el interés de los sectores indus—-

triales en los procesos de produccidén de célules microbianas.l/

1/ 1Ibid, p.222
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Desde el punto de vista de la alimentacién humana, ha habido -
considerable actividad para estudiar la calidad de la proteina
de origen unicelular aislada de células microbianas y para mo-
dificar estos productos, a fin de mejorar su funcionalidad y -
reducir su contenido de &dcidos nucleicos. El1 extracto de pro-
tecinas de levadura usado en panificacién y el glican de csa le
vadura, han sido aprobados para el uso como aditivos de alimen

tos en los Estados Unidos. 1/

En Brasil se ha producido a escala industrial levadura Torula
utilis usando rcsiduos liquidos de la fermentacién alcohdélica
(vinazas), la cual ha sido investigada en el Instituto de An-
tibiéticos de Recife. Se ha usado principalmente en la prepa

racién de alimentos para aves de corral. 2/

Las células microbianas tienen actualmente un lugar en las re
servas alimenticias mundiales para animales y humanos., En el
futuro su importancia serd mayor, ye que es razonable esperar
que una porcidén sustancial de las proteinas para alimento huma
no y animal, serd derivada de fuentes microbianas,., Su uso va
a depender de su capacidad para competir en precio, disponibi-

lidad y calidad, con otros alimcntos animales o vegetales., So

1/ 1Ivbid, p. 222

g/ Moisés Behar y Ricardo Bressani, Recursos Proteinicos en
América Latina (Memoria), INCAP, Dc 1970, p. 314.
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lamente a travis de investigaciones continuas y del desarrollo
de esfuerzos de todos los paises, se podrin desarrollar mejo--—
res procedimientos de produccidn de células microbianas para -
cubrir una parte de las necesidades de alimento mundial en el

futuro. 1/

DESCRIPCION DE LA LEVADURA.

Las células de levadura Cdndida utilis pueden medir entre 3.5

a 4.5 micras de ancho por 7 a 13 micras de largo. Es un orga
nismo monocelular que se presenta en forma ovoide o cilindri-
ca, siendo su cstructura interna muy compleja, Se reproduce
en forma vegetativa, exclusivamente por gemacién (ver Fig. 1
¥ 3). En medio agar harina de mafz, después de la gemacidn,
permanecen unidas gran numero de células, formando un pseu-

domicelio (Fig. 2). 2/

En cultivo puro las células individuales ofrecen notable va-
riedad ¢n el tamatio y la forma, segin la edad y el medio. ILa
pared celular es muy fina en las células jévenes, pero se va
haciendo m&s gruesa con la edad. Las lcvaduras viejas con--
tienen sustancias nutritivas de r.serva, como hidratos de car

bono, grasas y protefnas; sus paredes gruesas las hacen ex-

—

1/ Litchfield, Op. Cit. p.222

g/ J. Lodder, The Yeast, a Taxonomic Study, 2a. Bdicién, Ncri
Holland Publishing Company, Amsterdam, 1970. p. 1064-1065
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CANDIDA UTILLS. Después de
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Las Levaduras en Gemacién Activa producen células
hijas maduras en unos 30 minutos. Estas fotografias
se tomaron con intervalos de 10 minutos. La célula

de Yevadura puede producir

por gemacidn, durante

el curso de su vida. 1Inac 24 asnpvacianae A~ ~Z1..1. -
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cepcionalmente resistentes a las condiciones desfavorables de
calor, luz, desccacién y accién quimica. 1/ Tienen las caragc
ter{sticas de¢ ser fermentativas, pueden feormar pelicula y pue-

den presentar pseudomicelio, 2/

Lodder J. (1970) y Prazier, W, C. (1976) clasificaron esta —-

levadura de la siguientc manera: j/, 4/

Nombre Cientifico: CANDIDA UTILIS
Divisiénz Hongos

Filums Eumicetos
Clase: Deuteromicetos
Orden: Criptocoesales
Familia; Criptococdiceas
Subfamiliaz Criptococoideas
Género: Céndida

Especie 3 Utilis

1/ M., J. Pelezar. Microbiologfa. 2a. Edicién, Madrid, -
Espafla. Ediciones Castilla, S.A. 1966. p. 215.

2/ W, C. Frazier. Microbiologia de los Alimentos. Zaragoza,
Espatia. Editorial Acribia., 1976. pp. 38-39.

3/ Lodder, Op. Cit., p. 1064.

4/ Frazier, Op. Cit. p. 39
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Sinénimos: 1/

Torula utilis Henneberg 1926
Torulopsis utilis (Henncberg) Lodder 193%4
Cryptococus utilis (Henneborg) Anderson et

Skinner, 1947

Candida guilliermondii (Cast). Langeron et Guerra var,

Nitratophilia Diddens et
Lodder, 1942.

Torulopsis utilis (Henneberg) Lodder wvar.
Ma jor Thaysen et Morris

1943.

VALOR NUTRICIONAL.

El valor nutricional de ecsta levadura se¢ puede estudiar por
varios métodoss uwno de c¢llos e¢s el contenido de nitrdégeno a-
similable y por medio de ensayos a corto plazo de alimenta--
cién en ratas, destinados a probar la eficicncia de absorcidn

y utilizacidén de un contenido en nitrdéguno. g/

Los alimentos de origen unicelular estdn compuestos principal
mente por proteinas con cantidades variables de dcidos nuclei
cos, carbohidratos, grasas, a2gua y otros elecmentos como fés—-

foro y pctasio. La composicidn esnecifica depende del orga—-—

1/ Lodder, Op. Cit., p. 1064.

2/ G. D. Kapsiotis. Los Alimentos Obtenidos a Partir de Re-
siduos y Consideracioncs Nutricionales, Alimentacibn y --
Nutricién, Volumen 332, p. 14, 1977.
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nismo en particular utilizado y del medio standarizado sobre

el cual crece.}/

Cuando ¢s convenientemente producida y tratada, cstas sustan
cias no son téxicas ni alergénicas, y son nutritivas para --
animales y para humanos. Tienen alto valor nutritivo y su -
calidad ¢s comparable a las proteinass provenientes de la soya
y por lo tanto, pueden tener particular utilidad en la forti-

ficncidén de los alimentos. 2/

Weslien, Calloway y Margen, rccomiendan que el ser humano pro
medio no debe consumir més de 2 gms diarios de fcide ribonu--
cleico, para que ¢l contenido de dcidos nucleicos en la sangre
no sobrepasc de 7.0 mg por 100 ml y 1000 mg por dia en la ori
nag por lo tanto, cl suplemento diario de proteinas de origen
unicelular accempafiando dietas bojas en proteinas, no debe ser
mayor de 20 gms. diarios, siemprec que las levaduras contengan
aproximadamente 1 a 2 gms. de 4dcides nucleicos por cada 10 gms

de proteina. 3/

1/ D. D, MaclLaren., Single-Cell Protein - An Overview, CHEM-
TECH, 0¢.1975. p. 594.

2/ Ibid, p. 596.
j/ Moisés Behar y Ricardo Bressani. Recursos Proteinicos en

América Latina (Memorias), INCAP, Guatemala. Dc.1970,
p. 311,
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Segdn el Departamento de Salud, Educncidn y Biencstar, Servi—
cio de Salud Pdblica de la Administracién de¢ Alimentos y Dro-
gas, la levadura torula (CAWoIDA UT1LIS) puede ser usada sin
riesgo ¢n alimentos, toda vez que ¢l contenido total de fcido
félico no exceda ©.04 mg: por gm de levadura (aproximadamente

0.008 mg de 4cido pteroylglutdmico por gm de H¢<QQCHQ.IW\

Su valor nutricional puede demostrarse en las tablas 1 y 2.
En la tabla I sc especifica la composicién de proteinas y
aminodcidos csenciales (% en peso) a partir de diferentes --
fuentes, observéndose que en levadura torula obtenida en mela
za de cafia, e¢n cuanto a proteinas es ccmparable con ¢l concen
trado proteina-vitamina BP, y es ligeramente mayor que ¢l con
tenido de proteinas de la leche de vaca y harina de trigo, y
es ligeramente menor que la res: observdndose ademds, quc S

rica en lisina triptofano y pobre¢ ¢n metionina, aminodcidos

que son limitantes de cerezles y legumbres,

En la Tabla TI se espccifica la composicién de vitaminas en
mg % a partir de diferentcs fuentes, obscrvdndosc que la leva
dura CAndida utilis obtenida en melaza de cafla supera a cstos
alimentos ¢n lo que se refiere 2l contenido de vitaminass Thia
mins, riboflavina, &cido nicotinico, #Acido pantoténico, pero

carece de la vitamina Bjpo o cobalamina.

W\ Departamento de Salud, Educacién y Bienestar, Servicio de
Salud Pdblica, Administrscién de Alimentos y Drogas, Rock-
ville, Maryland 20852, 19%2 Amoo.wmw.wwmmv.
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EVALUACION DE LA LEVADURA TORULA PARA CONSUMC HUMANO.

La levadura torula se ha usado en pequeflas cantidades en la —
dieta humana por muchos afios, como suplemento de proteinas ¥y
vitaminas, Lcvadura Torula seca producida por Lake States Di-
vision, Rhinelander, Wisconsin, sc¢ usé para alimentar a estu-
diantes del MIT en adicién a su dieta regular, por un perfodo

de 6 a 11 semanas,

La levadura fue administrada de la siguientc manera: 11 reci-
bieron 45 gms, 27 recibieron 90 gms, y 12 recibieron 135 gms

de levadura diariamente.

En general fue bien aceptada y no se observaron disturbios --
gastrointestinales; 12 de los 50 estudiantes desarrollaron -
una moderada descamacién de las palmas de las manos y de los
piles, indolora, después de las primeras 3 & 4 semanas. Esta
descamacidén no fue progresiva ni empeoré y desaparccid pronto,
después del experimento. Se prepard un antigeno de 1la leva--
dura, pero éste no dié ninguna rcaccién dérmica a ninguno de

los sujetos,

3 de los sujetos que consumicron 45 y 90 gms. tuvieron concen-
traciones finales de £cido drico abajo de 7 mg/1l003 7 de los
que consumieron 45 gms, 7 de los que consumicron 90 gms. y 7

de los que consumicron 135 gms tuvieron niveles de 4dcido dri-
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co arriba de¢ 8.0 mgs/100 ml.

La“excrecién urineria de 4cido Urico aumenta variablemente con
el consumo de levaduras. La digestibilidad y ¢l valor protei-
nico de la levadura son bucnos, pero hay limitacién con respec
to a las cantidades que deben ser consumidas diariamente por

el hombre. 1/, 2/.

Se necesitan extensos estudios sobre la seguridad del produc-~
to para satisfacer los requerimicntos de las agencias regula-
doras, antes de que el producto sea autorizado para consumo -

humano. 3/

l/ The United States Pharmacopeia. Nineteenth Revision -—-
(USP XIX). p. 758.

g/ Evaluation of Torula Yeast for human consumption., U,
Udo, V. Young, J. Edozien, 2nd N, Scrimshaw. MIT. Cam-
bridge.

3/ Litchfield, Op. Cit, p. 221.
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PARTE EXPERIMENTAL

A, MATERIALES Y ECUIPO UTILIZADO.

1. MATERTALES

Tubos de easayoc 120 x 75 mm,

-

ot
Cajas dc Petri

Botellas Roux

Léiminas de Acero Inoxigable
Drlenmeyer de 3000 ml
Erlenmeyer de 125 ml
Frascos Goteros
Mccheros de gas
Probetas dc 1000 ml
Probctas ce 100 ml
Baloncs de 100 ml
Balones Xjecld~hl

Vidrio dc¢ reloj pequetio
Espdtulas pequeflas
Espitulas grandes
Gradillas de madera
Asas Bacterioldgicas
Beaker 1000 ml

Beaker 50 ml

Beaker 25 ml

Frascos para centrifuga
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Pipetas volumétricas 5 ml

Pipetas Mohr 25 ml

REACTIVCS Y MEDIOS DE CULTIVO
a. Para método Microbiolébgico
Cepa de CANOIDA UTILIS #9226 obtenida de ' America Type Cul-
tural Collection" especial para la alimentacién.
Mclaza de cafa
Fosfato de Amonio dibdsico
Agar-Agar "Difco"
Fosfato de amonio dibdsico
Agar dextrosado de Sabouraud "Difco"
Caldo dextrosado de Sabouraud "Difco"
Agar sangre extracto de buey BBL
Yeast nitrégeno base BBL
Azul de bromotimol
Agar harina de¢ mafz "Difco"
Agua destilada
Solucién salina 0,85%
Solucién de Gram
Aceite de inmersidn
Cristal violeta
Glucosa BBL
Maltosa BBL

Sucrosa BBL
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Lactosa BBL
Dextrosa BBL
Galactosa BBL

Rafinosa BBL

Para elaboracién de tabletas
Almidén desecndo

Lactosa deseccada

Bstearato de magnesio

PVP

Alcohol

Color para dulces

Shelac orange (laca)

S{lica Gel

Para método analitico (dcterminaciédn d¢ proteinas)
Oxido de mercurio

Sulfato de potasio

Acido sulfdrico concentrado

Parafina

Soluciones de¢ sulfato de potasio al 8%

Granallas de zinc

Solucién de hidréxido de sodio al 45%

Rojo de metilo

Hidréxido dv sodio 0.1 N

Acido sulfirico 0.1 N
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S{lica Gel.

d. Animales de expcrimentacién

Ratones (+)

EQUIPO

Cristaleria en general

Balanza granataria

Balanza analftica Metler H78AR
Estufa Thelco Modelo 16
Refrigerador

Centrifuga

Autoclave de construccidén vertical Modelo B-C-H,Webeco
Microscopio Leitz

Cocina

Aparato de Kjeldahl

Horno

Desecador

Tamices de diferentes mallas

Médquina tabletcadora de 12 punzones rotativos, Hanseat Wil-
helm fette.

Granulador en seco tipo TG 115

Desintegrador Erweka - Apparatebon 6 m.b.h.

(+) Ratones blancos proporcionados por ¢l Departamento de
Microbviologfa, Frcultad de Medicina
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Heusentaman Kr. Offenbach/Main, made in Western Germany, Type

VZz4 N° 19787, We 80 A-Ve 110 Hz: 50.

Friabilizador (aparato para @l ensayo de comprimidos al des——
gaste por rodadura y cafda), Erweka, tipo TA3.

Durdmetro tipo TB24, Erweka, (Probador de resistencia de rotu
ra para tabletas

Bombo de pulir tipo PT Erweka
Caldera para gragcas tipo DK/UG Erweka
Motor universal AR 400 o KUD

Pulverizador Laboratory Pulverising mill, Med by Weber Brossé&
White Metal Works, Inc.,Chicago, Il1,

B, METODO MICROBIOLOGICO EMPLEADO FARsx LA PREPARACION Y CONSERVA-
CION DE LA CEPA.
1. DESCRIPCION DE LA CEPA DE LEVADURA CANDIDA UTILIS
lLa cepa CANDIDA UTILIS #9226 con que sc trabajé fue proporcio
nada por la ATCC l/ y es la que se ha utilizado para alimento.

Viene liofilizada dentro de un frasco vial-doblec.

2. INDICACIONES TARA ABRIR BL FRASCO (VIDRIO BLANDO).
a. Se calentd vigorosamente ¢l extremo final externo del conte
nedor, en la llama de un mechero bunsen y se mantuvo inmé-
vil por un corto perfodo de tiempo, se afiadid dos gotas de
agua para quebrar el vidrio,' s¢ removid el casquillo conte-
nedor con un golpe de un 1l4piz y se removib el vial inte-=+

rior.,

l/ American Type Culture Collection 12301 Parlawn, Drive Rock
ville, Maryland (20852) U.S.A.
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b. Preparacién del vial solo (vidrio borosilicato). Estos --
viales venian encerrados en una picl de celulosa, la cual
debfa ser removida (ya sea con una hoja puntiaguda o por
humedecimiento con agua por algunos minutos) S¢ limé la -
ampolleta vigorosamente con una hoja con filo, aproximada-
mente a una pulgada de la punta, se desinfect6 la ampolla
con una gasa humedecida con alcohol, se envolvié la gasa
alrededor de la ampolla y se quebré alrededor del Area 1i

mada.

PARA HACER CRECER BL CULTIVO

a. Asépticamente se atiadib al material utilizado 0.3-0.4 ml
(no mds) de medio liquido con una pipeta Pasteur. Se mez
clé bien y se transfirid el total de la mezcla a un tubo
conteniendo 5 a 6 ml del caldo. Las dltimas gotas de la
suspensidn fueron transferidas a un tubo con medio de agar

dextrosado de Sabouraud inclinado,
b. Se incubd a temperatura ambiente.

CONSERVACION DE LA CEPA

La cepa de levadura Cdndida utilis se conservé en tubos -

con medio Sabouraud dextrosa agar inclinado. Si se guiere -
conservar por mayor tiempo, se le agrega aceite mineral pre-

viamente esterilizado por calor seco a 180°C por una hora --



25

hasta cubrir completamente el crecimiento de levadura.

COMPROBACION DE LA PUREZA DE La LEVADURA CANDIDA UTILIS.

Se hicieron preparaciones de la cepa con tincioncs de azul de
mctileno y cristal violeta para comprobar que el cultivo esta
ba exento de cualquier microorganismo contaminante. Estas --

tinciones se observaron al microscopio. l/

PREPARACION DEL CULTIVO DE LEVADURA PARA PRUEBAS DE FERMENTA-

CION Y ASIMILACION DE AZUCAR PiRA COMPROBACION DE Lia CEPA.2/3/

La cepa fue inoculada en medio de agar dextrosado de Sabouraud
en placas por el método de estrias, para obtener colonias ais
ladass luego se pasé el crecimicnto dec una colonia a un tubo
con caldo glucosado de Sabouraud que se incubd a temperatura
ambiecnte por 72 horas. Al finalizar e¢ste tiempo se¢ hicieron
resiembras en medio de agar sangre, se incubd a 3700 por 10 -
dfas con el fin de observar el tipo de colonias y detectar po-

sibles contaminantes.

1/ Lodder, Op. Cit., p. 1065.

2/ L. Ajello, L, Georg, W. Kaplan y L. Kaufman. Laboratory

Manual for Medical Mycology. U.S. Department of Health,

Education and Welfare, Public Herlth Service. Communic-
able Decease Centcr. Atlanta, 1968.

é/ Ver pégina del hApdndice.
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MEDIOS PARA Ls: FERMENTACION DE AZUCAREY POR LEVADURAS CANDIDA

UTILIS,

Los ingredicntes que forman parte del caldo extracto de carne,
disolverlos en agua, ajustar el pH a 7.2, Dispensar en tubos
en cantidades de 10 ml, esterilizarlos a 121°¢ (15 1bs. de pre

sién) por 15 minutos.

a. Preparacién de las soluciones de azdcares

Preparar soluciones al 20% de¢ los carbohidratos siguientes:
dextrosa, maltosa, lactosa y sucrosa. Esterilizarlos por

filtracidn.

b. Preparacién de solucién indicadoras azul de bromo timol, 17/

PREPARACION DEL MEDIO PARA OBSERVAR L. FERMENTACION DE AZUCA-

RES.

a. El caldo de cxtracto de carne rcfrigerado, dejarlo enfriar

a temperatura ambiente.

b. A nueve partes del caldo mencionado afiadir una parte del in
dicador azul de bromo timol, ajustar el pH a 7.2, poner 9.5
ml de¢ este medio en tubos con tapadera de metal contenien-~

do campanas Durhan, esterilizarlos a 121°% (15 Lbs. de pre-

1/ Ver pdgina 76 del Apéndice.
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sién) por 10 minutos. Sacarlos inmediatamente del autocla

ve.,

Afiadir 0.5 ml de soluciédn de azdcar a los tubos contenien—

do el czaldo,

Se emulsionaron 2 a 3 colonias de levadura en 5 ml de solu-
cién salina estéril. 0.5 ml de la emulsidén se pipetearon

en el tubo conteniendo el medio con azidcar.

A la vez sec llevaron tubos testigo conteniendo el mismo me

dio, menos la sustancia por probar (Céndida utilis)

. 0
Se incubaron a temperatura de 28 °C y se¢ observaron a: O, -

24, A8, 72 horas y cada semana, por 24 dias.

Cambio de pH quc sufre el medio: de azul (pH 7.2) pasa a -
amarillo (pH 6), debido a la produccidén de dcidos durante

el proceso dec fermentacién.

La cantidad de CO2 desprendido y cepturado por las campa-

nas de Durhan, se considera una fermentacién positiva,

Al tiempo O de observacidn, en el momento de llevarse a —-

cabo la inoculacién, todos los tubos deben ser de color a-—
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zul y las campanas de Durhan deben encontrarse completamen

te llenas y s¢ considera negativo.

Los resultados fueron: glucosa (positivo),maltosa (negati-

vo), sucrosa (positivo) y lactosa (negativo).

Como se observa, estos resultados son de una Cédndida uti-

lis., Con esta prueba estamos confirmando su comportamien

to clave.

MEDIOS PARA LA ASIMILACION DE AZUCARES POR Li LEVADURA CANDI-

DA UTILIS.

Yeast nitrogen base (Base de Nitrégeno para Levadura) l/
Se disolvié por calentamiento agar al 2%, se dispensaron -
7 ml en cada tubo de ensayo y se esterilizé a 1210C (15 -~

Lbs. de presién) por 15 minutos enfridniolo a 50°C. 2/

Se disolvieron por agitacidén azvdcares en concentracién al
20%, se esterilizaron por filtracién. Estas soluciones -
fucron: lactosa, galactosa, maltosa, rafinosa, sucrosa y

glucosa,

Ver pdgina 76 dcl Apéndice.

Ajello, L. K. Kaplan,:Op. Qits .
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10. PREPARACION DEL MEDIO T'ARA OBSLRVAR LA ASIMILACION DE -

AZUCARES.

a. A cada tubo con agar se anadié 1 ml. de base de nitrégeno
para levadura y 0.1 ml de la solucidn de azlcar y se mez-

¢cldé por rotacién.

b. A la vez se llevaron tubos testigos contenicndce el mismo -
medio, pero gue no tcnian azdcar. Se us) un tubo testigo

para cada solucidn de azdcar cuando sc hizo la prueba.
c. 5S¢ inclinaron los tubos para que solidificaran.

d. Se emulsionaron 2 2 3% colonias de levaduras jévenes en 5

ml de solucidn szlina estdéril.

e. 0.5 ml de la emulsién anterior se pipetearon sobre la su-
perficie del medio con azdcar, procurando gue ¢l indculo
guede cn contacto con toda la supcrficic del agar. Se --
interpretd: la lectura en la siguiente forma:

Positivo: 2bundante crecimients.

Negativo: escaso o ningin crecimicnta.

Los resultados fucron Galactosa (-), lactosa (-), mal--

tosa (-), Rafinosa (+), sucrosa (+), glucosa (+) 1/

1/ Ibid, p. 1065.

- e i e
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C. METODO MICROBIOLOGICO EMPLEADO PARA PROPAGACION DE LEVADURA -

CANDIDA UTILIS.

1. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO AGAR MELAZA DE CANA.

A

Se pesaron 100 gms de melaza y se diluyeron con agua des-
tilada hasta hacer un volumen de un litrej se adicionaron

4 gms de¢ fecsfato de amonio dibdsico mds 30 gms de agar.

Se calentd a c¢bullicidbén hasta lograr una completa disolu-

3

cién.

Se ajustb el pH a 4.5 y se procedid a csterilizar a 121°%
(15 Lbs de presién) por 15 minutos, lusgo se dejé enfriar

a 50°¢.

Se vertieron cuidadosamente 15 a 20 ml en cajas de Petri,-
o 40 ml ecuando se utilizaron botellas Roux estdériles, evi-
tando la formacién de burbujas de aire que obsbaculizan la

obtencidn de una supcrficie homogénea de crecimiento.
Se dejaron solidificar sobre una supcrficie plana,

Se almacenaron las placas a temperatura ambiente (25 a BOOC)

(ver Fig. 4).

PREFARACION DEL INOCULO.

Se

prepard una suspensién de levadura de la siguiente maneras

con un asa estéril de platino se recogié todo el crecimiento -

de

levadura contenido en el tubo inclinado de Sabouraud y se -

colocé en un Erlenmeyer contecniecndo 99 ml de agua destilada es
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téril, dec modo quc csta suspensidn contuviera unos 300 millo-

nes de células de CAndida utilis por ml.

3. INOCULACION,

a. Sc¢ inocularon las 50 placas de agar mclaza dc cafla o 10 bo-
tellas de Roux, como anteriormente se dcscribid, con 2.5 ml

de la suspensidén de levadura y se distribuyd uniformemente

sobre la superficic del medio.
b. Se incubd a temperatura ambizntc por 72 hores.

c. Con una pequetia cspdtula cstéril s¢ recogid ¢l crecimiento
de levadura de la superficie del medis. Cuando se utiliza-
ron botellas Roux se rccogid ¢l crecimicnto con una varilla

de vidrio doblads en uno de sus extremns ¢n L, (Ver Fig. N25)

4, ELIMINACION D&Y LOS REZIDUOS DE MLLAZA,
Las levaduras obtenidas conforme lc indicado en el vaso c. del

numeral anterior, contenian residuss de¢ melazz que hubo qguo -

¢liminer de la siguiente manera:

a. El crecimicnto obtenido se colocdé en un beaker cstéril de -

1000 ml,

b. A ésto sc 1lc agregd aproximadamente 40 ml de agua destilada

estlril, agitando cuidadosaminte.

¢. Inmediatamente s¢ vertid la suspensida de levadura asi obte
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nida en frascos de 130 ml de capacidad y s¢ centrifugd du-

rante 10 minutos a 150 RPM.

d. Se deseartd el liquido sobrenadante.

e. Los pasos detallados en literales ¢. y d. fueron repetidos
las veces necesarias para eliminar completamente los resi--
duos de melaza, lo cual se considerd que se habia lograde -
cuando el liquido sobrenadante se¢ observaba transparente --

(ver Fig. Ne6),

f. Otra altcrnativa consistié en dejar que lo levadura se depo-
sitara en los beakers por gravedad, (lo gque tomaba aproximada
mente 24 horas) decantédndose el sobrensdante. Esto se repe-
tia varias veces hasta obtener completamente transparente -

el liquido sobrenadante.

5. SECADO DE LEVADURA,

a. La lcvadura lavada fue distribuida en cajas de Petri vacias
estdériles, las cuales fueron colocadas tapadas en una estu-

fa a 4500 por 120 horas.

b. Luego se sacaron las cajas de la estufa y se dejaron a tempe
ratura ambiente por 72 horas, con ¢l fin de que se ablandara

un poco la levadura para facilitar su remocidn.

c. Se utilizé una pequeda es»dtula de acero inoxidable para re-

mover la levadura seca de las cajas de Petri. " b



3)1,
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d. La levadura asi obtenida se¢ obscrvd en forma de laminillas m

hojuelas (ver Fig. N°7),

6 PULVERIZACION DE LA LEVADURA.

a. Las hojuclas fuecron reducidas a polvo fino pasdndolas por un
pulverizador, lucgo 32 distribuyéd €l polvo uniformemente en

bandejas y se secd en la estufa a 4OOC por 3 horas.
b, Se tamizd por malla #5.

¢. Bl polvo zsi obtenido, que es awmarillo 4ureo, fue envasgado

en recipiente dmbar, herméticamente cerrado.

METODO DE LLABORACION DL TABLETAS.

El ensayo que se describe a continuacidn fue ¢l que did mejores -
resultados. Se¢ utilizé granulado de¢ lactosa y almidén y levadura
en iguales proporciones mds el 1% de estearato de magncsio. Se -

utilizé el método mixto.

La férmula apropiada para el principio activo Tue:

Levadura Cédndida utilis 49.5 %
Granulado lactosa-almidén 49.5 %
Estearato de magnesio 1.0 %

1. TECNICA O»E FABRICACION,
a. Para elaborar el granulado lactosa-almidén utilizando el mé

todo himedo fue nccesario passrlo por tamiz ndmers 3, se¢ co-
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o
locé ¢n bandcjas y se puso a secar ¢n la estufa a 40°C por 3

horas. l/

b. Se pasd el polvo de levadura por tamiz #5, se colocé en bande-
. o .
jas y sc¢ puso a secar a 40 C por 3 horas.

¢c. Se¢ pasé por tamiz #5 el @ranulado lactosa-almidén y sc¢ secd

o}

a 40°C por 3 horas,

d. Se pesd la levadura, el granulado lactosa-almiddén y el estea-
rato de magnesio; se¢ mezcld completamente hasta homogeneizar.

. . . Z A

e¢. Se comprimié la mezcla anterior con punzdén #12 nm.

f. Se pasd por ¢l granulador en scco para comprimir otra vesz.

g. Se tanizd nuevamcnte con malla #5.

h. Se tableted con punzdn 412 mn,

. METODO PARA APLICAR PELICULA DE RECUBRIMIENTC A LiS TaBLETAS DE

LEVADURA .,

1. Se colocaron las tabletas en un bombo de¢ recubrimiento.

2. Se hizo girar ¢l bombo a 30 revolucioncs por segundo por 4 horas.

5. Se rocid una minima cantidad de lz solucién colorante sobre las -
tabletas en movimiecnte. Sc dejaron seccar, g/

4. Se repitid esta operacidén hasta obten.r una coloracidédn uniforme en

las tabletas.

1/ Ver pigina 77 del Apéndice,

\

2/ Ver vdgina 77 del Andndice.
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Se adiciond al colorante Shelac al 10% en solucién alcohblica al
70% en las dltimas capas, para c¢vitar la humedad.

Se colocaron las tabletas en el pulidor para quc adquirieran bri-
1lo.

Se efectuaron controles de peso, d¢urcza, friabilidad, tiempo de =

" desintegracién y de asvrecto, rara determinar la calidad del pro--

ducto.

Se envasaron en recipientes herméticamentc cerrados, a los que se
habia adicionado previamente un absorbentc (silica gel) y protegi
dos de la luz, para lograr su conservacidn.

Controles en proceso:

Peso promedios 506.48 mg
Dureza 3 5.75 kg
Friebilidad: Pasa prueba
Ticmpo de desintegracidn: 20 minutos
Aspectos

DETERMINACION DEL POKCENTAJE DE LROTEINAS EN TABLETAS DE LEVADURA

CANDIDA UTILIS.

El método seguidio fue ¢l de Kjeldahl especificado en el AOAC l/.

1. Se pesnron 20 tabletas de levadura Cdndida utilis y se¢ redujeron

2.

a polvo fino.

Se pesd una cantidad equivalente a 0.5 gms. ‘e levadura.

l/ Horwitz, W, E4d,AQAC, 12th Ed., Washington 1975, pp.l5, l
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Se agregd 0.7 g de HgO, 15 g .ie Na2804 anhidro y 25 ml de H2SO4

concentrado.

Se colocd e1 balén en posicidn inclinada y se calcentd suvavemente

hasta que terminé la formacidn d¢ espuma.

Se dejé hervir hasta que el liquido sc aclaréd, dejindolo en edbu--

1liciédn durante una hora miés.

S¢ dejé enfriar y después se¢ agregaron 200 nl de agua destilada =
hasta disolucién completa y luego se enfrid a una temperatura me-

noxr de 250C.

Se agregaron 25 ml. de solucién de tiosulfato al 8% y 2 granallas

de 2inc.

Se aidicron 50 ml. de¢ solucibn de H2804 0.1 N y se colocaron cvn
un Erlenmeyer de 500 ml., se agregaron 3 gotas de indicador rojo
de metilo y se colocd en el aparato para recibir ¢l destilado, cul_

dando que el extremo del condens~dor guede sumergide en la solu--

cidén del Acido.

Se colocd el balédn Kjeldahl en posiciédn inclinada y se agregaron
80 ml. de NaOH al 45%; inmediatamente se colocéd ¢l baldn cn el des
tilador, se mezcld la solucién y se cnlentd hasta que se destiléb

tolo el amoniaco (mds o menos 150 ml., del destilado).

Se tituld el exceso de H2804 0.1 N con solucidén de NaOH 0.1 N,

Se verificé una prueba con un blanco, a la vcz quc con la muestra,
p s

por alguna correccidn debido a reactivos.
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CALCULO:

V x 0,14
Protidos % P/P = x 6.25

Donde

V = ml. dc HQSO4

0.1 N gastados en la titulacién con la muestra.

jav)
i

Peso Muestra

agrcgados a la muestra menos ml. de NaOH

G. ADMINISTRACION DE LEVADURA A RATONES Y EVALUACION TOXICOLOGICA,

1. S¢ administré diariamente a un ratén 6 tabletas de levadura que

rotulan 250.70 mg. durante un mes y para suplir los carbohidra-

tos se les administrl 20 gms. de tortilla diarios, Como

se usé otro ratdén al cual se le suministré purina.

Se contaron las tabletas que consumian diariamente y se
tanto el ratén de experimintacidn como ¢l que servia de

Se observé un ligero aumeato de peso (0.08 gms.) cn el

control

pesaban
control,

ratén -

alimentado con levadura, comparado con el alimentado con puri-

na.

Al final del experimento ¢l ratén alimentado con levadura no —-

mostrd signos de anormalidad. (Ver Fig. 8).
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MET 0D O L OG I &

A, DETALLES GENERALES PARA »RODUCCION DI LLVADURAS.

Al seleccionar esta levadura alimcnticia s¢ tuvieron presentes una -—
serie de factores como: ser de clevado valor nutritivo, posibilidad
de desarrollarse rdpidamente con elevado rendimiento, fdacil recupera

cidén y buena apariencia.

Magnitud del indculo,

En el inéculo se usé una concentracidn de 300,000,000 de células por
ml., cantidad capaz de dar un rendimiento mdximo de cdlulas e¢n el me

dio de propagacidn.

Matceria Prima.

En la produccidn de esta levadura se usé la melaza de cafia como ma-
teria prima por ser fdcilment: ascquible y asimilable y a la vez de

bajo costo.

OBTENCION DEL MEDIO AGAR MELA.A DL CA A

Se hicieron cnsayos de medios de cultive utilizando diferentes con-—
centracioncs de melaza, sales inorgdnicas y agar, a diferentes tem-—
peraturas y pH, observidndose unz marcada difcrencia en ¢l crecimien
to de la levadura. La sal que did mejorcs resultados fuc «l fosfate

dec amonio dibdsico al 0.4% (fuente de nitrdgeno y fésfoto)y la con-
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centracidn de melaza mis adecuada fue del 10% y la concentracidn de

agar fue del 3%.

Se obtuvo finalmente una concentracidén &ptima de los azicares y de -
sales en el medio de cultivo, ya que el factor principal en la produc
cién de levaduras es la presencia de los azlcares asimilables dentro

de la materia prima (melaza de cafia).

Otro fac*tor de mucho interds fue 1la temperatura, que debia ser
de 25—3000 para que proporcionara un rendimiento mdximo con las me-
nores dificultades y el mé&s bajo costoj el valor correcto del pH fue
de 4.5 y el tiempo de incubacién de 72 horas, para obtener asi la -
tasa méxima de crecimiento y el mds alto contenido de proteinas y -

vitaminas.

PROPAGACION DE LA LEVADURA.

Como se necesitaba obtener una cantidad de levadura que fuese sufi--
ciente para e¢laborar las tablctas, se pensé usar un contenedor que -
ofreciera una superficie suficiente para el medio, lo cual permiti-

ria un mayor crecimiento.

Se usaron unas bandejas de acero inoxidable de 33,5 cms. de largo -
por 30 cms. de ancho, provistas de una tapadera de vidrio de 43 cms.
de largo por 3% cms. de ancho, las cuales s¢ esterilizaron conjunta-

mente, después de lo cual se precedid a verter ¢l medio previamente
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esterilizado. Este mdtodo fuc satisfactorio, pero como se incubaba a
temperatura ambiente, y el substrate es fermentable, se tuvo cl incon-
veniente que habia mds posibilidad de contaminecién, por lo cual se
pensé cubrir las bandejas ya inoculadas con papel de empaque, obte-

niéndose asi, buenos resultados,

También se¢ usaron los métodos ya conocidos, Primeramente se utilizod
el de botellas Roux, el cual presentaba la ventaja de boca relativa-
mente pequefia, por 1o que no hubo contaminacién. Con este método, la

cantidad de levadura quc se obtiene es menor.

Enscguida se probd usando cajas de Petri, obtenidéndose como sc¢ espe—
raba, buenos resultados, ya que no hay contaminacidnj pero prcesenta-
ba el inconvenientc que se necesitaban muchas placas vara obtener la

cantidad descada de levadura.

En la étapa final dellexperimento se¢ trabajd Unicamentc con botellas

Roux, por presentar menor ricsgo d& contaminacidén.

Para el lavado de la levadura sc¢ nrocedié a dejarla cn beakers esté-
riles; bien tapados, para quc sedimentara por su propio peso, para -
lo cual necesitd 12 horasy luego s¢ decantd y agregd agua estéril, -
este paso se repitid varias veces. Este nétodo se considerd adecuado
ya que no requiere gasto de c¢nergia ni el uso de equipo, pero tenia

el inconveniente dc necesitar mucho tiemyo, debido a lo cual se des-
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carté y sc optdé por ¢l ceulbrifugado, que prescntaba la ventaja de —-

4 - e
que 12 levadura ora scparada ¢l wismo dia y no sufria contaminncion.

Muchas veces al rccolectar el crecimicnlc de levadura se pasaban nor-
ciones de agar, por lo que sc¢ hizo neccsario filtrar la lcvadura cen

trifugada haciéndola pasar nor un teamiz de malla inoxidable estéril.

De ¢sta levadura se hicieron frotis y se colorecaron con cristal vio-
leta y azul de metileno y s¢ observaban al microscopio, para compro-
bar que no habia contaminacidén. Ademds se hicieron las prucbas de -
asimilecién y fernentacidn para ver si las lcvaduras habian sufrido

cambios en sus caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas.

D. FULVERIACION DE LA LRVADURA.

La pulverizacida de la levadura fue dificil debido a su textura, ya

que c¢s nuy comracta y absorbe humcdad ripidamerte.

E. AVALIGIS DE DIFERENTES CLASES HE LIVADURA OBTENIDA,

Las cleases de lcvadura ohitenidas fucrons
Levadura clara en forma de hojuclas
Levadura oscura wulverizada

Levadura clara nulverizada

Bstas fucron sometidas a anidlisis de¢ proteinas por ¢l método de —-—

Kjeldahl.
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e observé gue la levadura con mayor porcentaje dc proteinas fue la
tercera, ya que cstd completamente libre de mclazasg y la que tenia
el menor norcentaje fue la prinera, dcbido posiblemente, a la falta

de homogenizacidn de la mucstra parz la determinacidn.

F, ELABORACION DE LAS TABLETAS.

Al disefiar la tableta se deseaba tener una fdérmula que cumpliera las

siguicntes caractiristicas

1. Que la lcvadura constituyera por lo menos la mitad del peso total
de la tabdbleta.

2, Utilizacidén d¢ cexcipicentes de bajo costo.

3. Que el mdétodo utilizado fuese simnle y rdpido, lo cual haria --
disminuir el proecic de la tableta,

4. Quc fuera establc al aire y que cumplicra con los requerimicentos
especificados por la Parmacoepea, en 1o quc - dureza, [riabilidad,

tiempe de desintegracidn y variacidn de peso se refiere.

6. Que tuviera buena pecsentacidn, para mejor acentacién por <l con

sumidor,

Para la claboracidn de tabletas del polvo seco obtenido s. hicieron
varios ensayos, utilizando diferentes mitodos, variando para ecllo las
concentraciones de¢ levaduras y de los excipiontes lactosa-alimdén. -

Entre los métodos ensayados tcnenoss

1. Método de Compresidn Dircctas
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Este método consiste e¢n comprimir directamente la lcevadura sin —-—
. ¢ .. z . g 1 . 1 de co-
ningun excipicntey sc obscrvd que las particulas carecilan ag

csidn, obtenidndose como consecucncia tablctas con baja durcza.

Método por doble compresidng

Este método consistc en hacer una compresidn vrelininar, quoebrar
las tablcetas haciéndolas pasar por un emulador en scco, obteaidn
dose los llamados magdaliones, los cuales prescntan gran coesién
¥ pcso: éstos son pasados por 2 tamices (#3 y #5), cobteniéndosc

de esta manera un granulado adecuado para la compresién final, Se
pudo obscrvar que este método tampoco era adecuado, ya que por no
llevar excipientes que tuvieran propiedades zglutinantes, sicmpre

presentaban baja dureza las tabletas.

MStodo Mixto:

En cste nétodo se¢ utilizdé un granulado d¢ lactosa-almiddn fabri-
cado por .1 mltouo humecdo, verificéndosc varios ¢nsayos, los cua
les consisticron wn variar las proporcioncs de granulado y dcl -
polvo de lcevadure (6% de humcdad), seguidos per compresidn.  Di-

3

chos c¢nsayos son descritos a continuacidn:

a. Levadura 9%
Granulado lactosa-almiadn 9.
Estcarato de magnesio 1%

b. Levadura 80%
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Granulado lactosa-:1lmidén 19%
Estcarato de magnesio 1%
¢. Levadura 70%
Granulado lactosa-almidén 29%
Estearato de magnesio 1%

Utilizando los ensayos anteriores se obscrvd que ninguno de ellos -
era adecuado, ya que cn los enscyos a. y b., las tabletas carecian
de cohesidény peso y con el easayo ¢. s¢ comprimié la tableta pers
carecia de dureza, Por lo tanto se ¢ligid el ensayo en el gue van
en iguales porcentajes ¢l princinio activo y los cxcipicntes, cuya

férmula se detalla a continuacidn:

Levadura CANDIDA UTILIS 49.5 %
Granulado lactosa-almidén 49.5 %
Estcarato de magnesio 1.0 %

A las tabletas elaboradns conforme el e¢nsayo anterior se les de--
terminé ¢l porcentaje de proteinas, y se¢ procedid a administrirse
las a los ratones por un mcs, para obscrvar la absorcidn, por me-
dio dc¢ un incremento de peso c¢n los mismos, 24 horas antes de la
prueba, los ratones fueron aislados y suprimidos de toda alimenta-

e
clon.
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TABLA V

ANALISIS PROMEDIO DE LEVADURA CAWDIDA UTILIS
OBTENIDA 4 PARTIR DE MELAZA DL C4WNA

CALCULO EN BASE SECA EXPRESADO BN %(+)

Alimento Humedad Materia Prnteinas
Gms % Seca Gns.% Gus, %
CANDIDA UTILIS 42°C 12.0% 87.98 42.33%
CANDIDA UTILIS 46°C 10. 39 89.61 51.02
TLBLA VI

RENDIMIENTO OBTENIDO

Gms.de Leva-~
Volumen total NS,
a ﬁgiazfe dura CANDIDA Levadura %
: UTILIS
1000 ml. 100 Gnms. 15 15

&
Cdlculo:

‘ Gns.de levadare hineda
% de 1evedurs obtenidn = e w-ewm e v vns nne ey 100

e

Cins ., de Melaza

v

(+) Anlisis realizado en lo Direccidn Genercl de Grnaderia,



T.BLA VII

PORCENTAJE DE I'OTEINAS PR SEVIZS EN LEV.DUR: CANDID: UTILIS

(Materia Prina) ORTT;1IDe EN 4G-R MiLLZ. DE  CANL
Ndmero de M1l. dc¢ MaOll 0.1R % de
Determinacionces Conswnidos Protcinas

1 27.2 47.60

2 27.1 47,42

3 27.1 47 .42

4 27.2 47 .60

5 27.1 47.L2

6 27.2 47.60

7 27.2 47.60

X 27.15 47.52
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TABLA \

PORCENTAJE DE PROTEINAS PRESENTES EN CADL

TABLETA DE CANDIDA UTILIS

Peso promedio/Tableta 506.48 mg.
Cantidad de Levadura
Presente/Tableta 250.7076 ng.
Nimero de Ml. de NaOH 0,1N % de
Determinaciones Consumidos Protefnas/Tableta
1 27.1 11.77
2 27.1 11.77
3 27.1 11.77
4 27.1 11.77
5 27.1 11.77
6 27.1 11.77
7 27.1 11.77
8 27.1 11.77
9 27.1 11.77
10 27.1 11.77
11 27.1 11.77
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Bn 1~ table VIT so esnecifica » 1o nar del nitmero de cada determind——
cidny, ol volum-n de Hn0ll 0.1F coasimido en 1r valoracidén ¥ su coOTTes-—
pondiente porcentaje de proteinas crlculado prra la materi . primag ——
al anclizar los roguli~dos oodemos decir gque ewigte renroducibhilidad

de datos, lo cual nogs indicn que &l método ez confinble.

Al analiz~r los rsuliados do 1o tabls VIII pod o unr oue el —

porceni~je de proteinrg presente en caAda toblets de CAndida utilis —~-—

es el mismo para todos cllas, lo cucl nos esté indic ndo cve 1~ lzve~—

digihribhuida cuw .ado so elabhord el lote.

dura qoedd vniformaments

i la tables IX encontranmos las variaclones de nego, tanto en los ro-—

tones climent~dos con tebletas de levadura v tortille, como de los -

Alimentados con ~urina, los curles freron nesados periddicuicnte Ao
rnte 30 dias. Se pudo ohservor guc 2l cabo de ese Tiemno bwbo un -

lisore avmento (0,08 gms.) cn el peso de los primeros.

Lng dosis dinrias recomenda pir. huminos dc Candida utilis son de -

10 wg. 4 veces al dia,

En Américe Lotin~ se ha oproducido la levedur~ Candide vtilis, tanto a

escalnr industrial como soni-~industrial y a nivel de plrnia piloto. l/

B Chile, 1o Industria Avucarers Mo.cional, $S.A. 1a obtuvo atilizon

do como substrato miel de remolacha azucrrers, con un valor nutricig

nal de 52.3% de proteina cruda con $3.9% de lisina. Su vtilizocidn -

A e m e e Bm WL e D
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onre humonos se encuentra bajo investigacidn en ¢l Laboretorio de Jhi--—

KS

4

fermedades Pedidtricos, Docucle de liedicinn, de lo Universidhd de —--

Chile.

En Cost~ Rico, 1o ewmorssa Sarchi obtuvo witilisando como substrato pro
dvctos de desperdicios ngricolas, cspacialmente, onlon do cnféy, be-—
niendo un v-olor nutricioncl de un 50 a 56% de »nroteinzs, ol cirnl fue

annlizndo vor la Universidad de Coste Rich.

En Brasil, en un> plants adjunt~ 2 1~ 7obrice de ron cn el e=tado de
Perncmbuco y cn la plantn situad: en Alwgoas se pro:.vce levadura To-
3

ruls utllis vsando wesiduos licuidos de 1a fermentrcidn »lcohdlica

(vinozas).  Beto orodnceidn brasilelia es a cseala industricl, en Per

nambuco se produce 1 toncl~da di~ric, cn Alagong 9 toncladas diarias
¥y en Cabo 12 toncladng Jdipceicd. st loev.dura hn sido investigadn

en ¢l Instituto de Antividticos de Recife. Se ha vsado Hrincip vle--—-

mente en 17 preparacidn do alimenitoy nor aves &e correl.

In wnn nlanta indeasterial de 1o Comoalii~ do fomento Incusiricl dc -
Fuerto Rico se prodirjo o escala semi~induastricl dor -atve 11 ~dos, -

medisr tonelnds diaria, uvtilizando como medio de prodcgreion wiel de
purga.  Se investigd er 1n dscoela de Necicine Tropicnal do 1o Uni-——

1

.. , . , . ot e - 7
versidnd de Puerio Rico, con un contenido de »roteinrs dooun 50.7T%.

La levadura que e obtuvo en ¢l oresentce trobajo contianc un porcen
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taje de proteinas (47.52%) comparable 2l de 1a lovndira producléd en -

-2

08 pPoises Anteriorminte citos.

Sin srogeracidn de miasuna clasc oodenne Afira v cws los méloos sin-

t8ticor de procduceidn dc ~limentos cmnlerndo nicroorstaisaos, son 1log
fricos gue puceden isirolucir v chsbio cu Aitstivo en 1o ~limentacidn

del wundo vctunl donde prevnalecen los weeblos cdosnutridos, edinte -

la procvecidn mrgive de los rrctores b&zicos de evocimiento y nuiri-—-—
cifn cue con: vroicinoa, yrosin, cmeino’cidor- .nemci les y ovit minds,

praescates cn 1o levo.dors. 1/

-

LY coleo d¢ cston métocdons par . 1o procin-idn w-siv  de lovedore, --

ey 2

aeede jrstiTicorse siocanli amos los orcriodos e gererteidn QL V-

riog cuimnlos - microovy nismos: 1 gnnndo Vocune ooos, HOrLino

ho

L oo, conejos § meaes, ~ves S oweess, aoncoen § horas, lovedors 2
ras ¢ bhacterico 1 horsy cotendiéndonc cor nerioldo Mo penerneidn el

Ticmpo oo un ser vivo nedesits oars veorodocirsce v fonir ov orgo-

NISMo nunvo. 2/, é/.

;/ Vichor R. Sovtomerins Crerr o ¥sixto Actr 1 de 1o Incusiric de

ferasntoacidn voSsiodo v Ol selones de 1o Intvstris Alimoatie-
Lo ) v . - INLO
a1 ooacrnn. b oy dinive

id0d de La “ah oany, 1058 (Teenologi
61 In=endo rfo “aisicr S, Au. 106 ) . 15.

2/ Thid, . 15.
3/ Aln Trhrep. fgtedios sobre MNutricion, su Tamortrorcis on ol Dose-

rrollo Feoidmico. Mrad. por Co-d luna Docerrd Perdigln, Liausa,
México, 1975, n. 137,
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Si o..rtimos del heocho de cue 1o alimzatocion de oricen ocanimtl cs la

oriacin ]l Tuante notricional, podanos apreciar la importancins de los

métodon Dlosintéticon indnstri log cve “wedea, omHolonndo microorgi—
nisinos, wrodrelir s ovnns hovas 1o wicas coatidod fe proteirts, £1o-
sas y awinoAdcidos csencicles, oot 1o conl ons res youn vCrCo ro-—
ceicrsn 2.5 v 1.0 nlios, mesocctiv acate. Los nétodos ~intéticos tie
nen a8 fovor loas veatajnsg de ouns droducceldn iundestrial eliclonte,
contrcliod~ vy ntomrticads y frents a 1o oroduccidn ~Animtl rue o8 s
comnnleiae l/

Lo invyor difisnltad n-r~ 1o introduccida de oroduchos alimenticios
scintZticos es (1 sebor, yi cac vor co«t abre nunesiro Hreblo cncuen
tes mis ngrodatble daserir oroieincs contenidas cn uva fro o de ¢ -
ne coe  iagerir polvo do lev-durn, ~dn wme.clado con ceretles,; lo-
che, pretas.  Sia embarszo, 1~ ~ornsd microbisan no s¢ diferencins on
sitbor de 1~ anim~l v lo misiio nucde deeirce do log vitiaminas v Al

noAcl Tos mue in ingeririon como genlomento de o onc dlots hasad s en

corhonicdy~ion v odoficiente en lon factores cuenci Lo v vencilonn-

dos.

Lo dimportrncis de 1ve levodaoers cn 1 slatesis proieice, es cue tic

nen la npropicd.d o trrasfornor el niitrdseno inorg nico cn nindoi-

cifos v proteiness, ésto ce hnce cvidente oan mts en ol ejomplo gi-

e IR N Y Tt 3

l/ Sentomerian Cuorrs. Ope Cit. Do 16,

[
.



guientc: ur . {Sbrice ave Hvoduce 0O toncladrg dinrins de levedorn ——
con un contenido “roteinico asimilable dsl 45%, producivias, cn 300
dirg de oner~cidn nmur~les, 4,000 tonelnd~s de cstn proteinc, emple
ando 840 toanclrdis de nitrdsenc,

Agumicndo aue Lo melas~ ds onfin ficne an 50% de corhohidratos asimi

[

lables por 1o levadurs y cue cv condiciones industrinles ciicicuntoes
el 45% del pceso de cgos carbohidratos se convierte en levadures de
los cunles ¢l 455 de st peso seco son proteinns, 1as 4,000 fonclie-
arg de protoincg sgimilables wosden ser prodvocices con 1os 40,000
tonelodns de melrue gue conntitnyen ¢l suborodocto de 1 fbricecion

de 134,000 tonalndss de ~nborr crudo. }/

sinsle Cell Proitein o simdlemcnte SCP, cg el nombre d-do o w:  vo—-
ricd~d Se orostaneling asndad somo Alimendo, psroducidrg cor wmicroorgn
nirmos medis nte tSenicr o do fermcnt:oién,v?/ Lins OCP contienen de
45% & 55% de drotcin~g do oLt onlisad, sundo con Cdectd mentc
prodicicon, ertos moberislen rosaldinn o ticfciorios como in~redien
tes nroteinicos cn 1a nlimentncidn homan~ v ~wiinsl. Low frctoras -

cue ~foct in Asoectog comercicles on 1o prodoccida de SCP son: guo--

costo de vrocduccidn, su anrokhcidn v, fin-la:nte, sn ~cenineidn How

aarte Acl osonsvmicdor. UL oo de microorgtnismos como alimento ¢

1/ Inid, p. 16

2/ Berg. Oo. Cit. p. 166



hien conocido, ¥a auns dcsde hirce mucho tiewpo se n uws~do 1l levaedura
paro 1o fabricacidn de won, cervers, yogurt, y 1° costumbre de usar -
tales orzwmicsmos sc¢ ha incrementado acturlmente.  Sin emborgo, el pri
mer wsfuerno moderno phra 1o manuf-ctnrn de estos ~limentos fuc en —-
Alem~nin, durante la Primecrn Guerra Puadinl, donde se obhiuvo levedura
tornla (+) en gr-u crntidad.  Tsta produceidn fue continu.da durante

los 2ilog de zuerra habiendo ~lcrnzmedo vn nivel nore encims de 15,000

o]

tonelodns vor oo,

Lo histori~ moderna de SCY comen:zd recientemente en 1950, caonco la
indvstric, del 2etrdleo inicid ¢ nerimentos sobre ol uso de microorgd
nisaos osarn remover residuos de rosina y oasufre del cceite crvdo. Ls
tos orgenismos conticnen wAs del 504 de proteince  de ~ltn enlidad,
¥ se hen administr~do mewcl ~don con cercales, anchrroncs, ~aocolntaer
salchichas, budiner, sorheien, ote. Ani, corndo nos hablen acerce -

SIPN . N . o 2 . .o -
ol uso de SCY nor~ Slinentos, no serd unS innovocidn coro Hodria oo

rccerlo.

Cuendo estd en formn brutn, 1° proteins es normslmente detirininads

o

por 1~ wmedida del contenido de nitrdgeno totals de cucrdo o cse ——

conteaido 1~ protueina bacterions cs compirsble ~ 1o harias de pesca

do, mientras cuc la proteins de lev dorn ge ascmejn A 1o horins de

SOV }/

}/ D. D. MrcLaren. Single—Cell Protein - An Over View.  CHBHTECH,

1975, p. 594.



B 1657, nn~ orgsaicacidn de invegtigocidn aicroniolosic. fus fendr—

do en Levere con ¢l ohjeto de estudiar 1o posibilidad de us~r imicro-—
organismos varn el anrovechoinlento de desechos de vetrdlco. Hstas -
invegtisaciones pronto demostrnron cue unn gro voaricd 4 de micro---—
bios er-n coprees de vivir y reoroducirse eficarmente o cxpensas e
hidrocarburos, n» sol-meunte en culitivosn de 1~bor Torio, sino t-mbidén
cn ¢l Tondo de tan¢res de almocentciento, en los honcos de incubi——-

cidn de revincriags, o saclos satur~dos con accite y adn Hhhjo sueper-

ficies de coarrcterro asialitadrs. l/

Machos lehor~torios de le indestrio petrolirs se han perocupndo en —
asociz2y el proccso de desovarafinocid on 1o prod-aocidn de ~Alimen -
tos T'icrohianos, con ¢l ohjecto de obtiner »rot:inns en gran escrla.
Lo diemnilésima vorte de la produrcidn retrnrl de potrdleo crido pro-—

duciri~ proteinns relulares noras on ailldén de vorsonns. 2/

La tecnolosia poars anlic cidn on lon ~limecitos 5B prograssdo enoruc-
mentc hnsta ¢l sunto cue coigton &roades TEbrioss, taleg como 1o one
cada por Dritish Petrolevm en Tevere, Pronci.c, ~ne prodoce 20,000 to

neladss nl 1o, é/ ﬂ/

;/ Chospngrt, Vernst, Laine ~nd Pilosa. 0p. Cit. pp. 13y 14,
2/ D~ Silve, Loonme One Cobe, Do 122123,

3/ Macharens Ope fite 0. 534

A/ Berg. Op. Cite. o, 164
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I agosto de 12060, 1o “Shell Iatern tionnl Petroleum' ~nunsid el ¢ 38

cubrimiento ..¢ un vroccuo o crecimienio Ao oedlilas wn s anterl oy

wetroleo arndoy, comirionda cue Snta seric 1o omoner  de recolver cl -

Ticits de wroteinns. s

La “isso Research ~nd Ingincoring Companw™, de Lindcons, Wev Jersey, ¥

17 “Mestle” e Svi-o, ¢ ~soci~ron on 1966 sar~ 1l misno fin. Actual

mente estfn conatruoyendo Hlontos pilotos ¢n Sud oo U8tolos Umidos.ﬂ/

Aviston fdhricng cyoeriment~leg en 12 midn Sovidtica, Checoglovaauia,

Triven, Todia v Chinn Continert-l, Wn ¢l hewisferio o .ciont~l, 1o -

fehrica  cxperimental mfs sronde cuve exigtoe co 1o Yenilé-Tdsno, en cl

comslcjo slestlé iletroco. 2/ 3/

N

A I I o o .. . . ,
L~ oalversic-d de tecnologilea sc pucde denostrar por ¢l roaso de subo—

r~tos ¥ 1o yoricdad du orgeniamno. cue pueden sor vsados (Tabl X

P

1/ Dr. Silva Loons. Op. Cit. p. 23
g/ Bergs 00a Cite . 169

X

é/ Behor vy Bressoni, O». Cite. me 130.
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CONCLUSIOGCNIZS

conals Al cotudio o 1o 1oy o (C‘ndidm vtiliﬂ) se 1llesd n 1hg

mten conclirioney:s

I3
"

1o

Lo Tovodues Co ubilin oo un ingrediceis cliaenticio sotisfrotorio

pora propdaitorn diwtdticos.

Bl nétodo omplendo wrry Coterninar ol porcentaje do vroteinag »

sentes en 1o levadurn scca, donostrd cor oxcelente, o cnc oo

="

L

c

Cn—~

consrd un 47.52% de proteints v oen crfo Toblutn con un pPeso prome

dio do 506,48 mg. so ocncontrd 11.77%.

El crecimicento de C. vtilis on mels~ do ennn et cxcelentc, ya -

coe pos endn litre do wmoedio ge recoloctoron 39. 2 g, de Lovnde

oo hiacdn, es Coelr 15 mmise Go lovidnrt 0ct.

L o utiticndo en L1 oocfio puede voutiliuersce lowvéndolo con

aren corriente ¥ Ao estaomouars how o chorro ¢n los moterinlos.

L~ leovodorn sces cnliiveads on 7o wolozs de or o cn de un' color

doridn, s e o chor acarndrhle o recido nl do 1om nucco: ligeromen

. )

M formn do tohletas Lo Lovsdors avadoeis cnovmzaente » solbhclo-—

e ¢l oproblowm~, notricional, vo cue constituye wiy forma catrble,

de Ffcil aAduninistrocidn.
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Te= Lo tohHlotn sc reecahrid son un” peliouln, odar cvit r 1 oxido~

cidn y gmorsntisgcr 10 catohilidnd. Sce o oscoid un color Lloanti-
vo como c¢s ol rojo vsedo on lon cerromeclos porc Cocllitar so o-

ceoteidn nwor ¢l consnmidor.

El soun'rol viguroso dc 1w condicioncs cotilriles y soaitoring
cit oo ¢l proceso, son ~hsolviomente incigpeas bles pors 10

£ 5]

obtancidn do v arodocio Tfinzl de 2t~ pora vy enliand.
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RECOHNTWNODACTIO
Il wso de melnzng worn Lo prodighcion do

alternntiv . wlg proactedors, pues
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ticnen ledn valor moneinrio, nunch se comprr™ cov ¢l valor cuo
puccs obtonar wustndolos somo substroto do

cidén de protoinns,

s o hecho comnrobrdo on Bl 5 dvador 1 ew

Cenechos agricolrs ¢ indestrinles orovenientesn

de ¢ & v de log iagenios a~ucareros,

propiciarin 1lrs noaibilidrdes de nrodu
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los rios, c¢n doade actuorlacnte sc doo
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70N dnconveaiorte, wnr fébric  podrin

de c¢~f¢ ¥ ¢l rusito del

lovadurn
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mstog tobletas podricn otili-orae on pDromr g
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los de anclanos.

<
Ly levadera Ce utilis puede scr us~dn oars 1.0 febricrcidn de

pan, grlletns, comidi. owarn ticrnos, nastos, carncs calnt..dos,
salses, sonam, pudines, cercalem, ~limentos dictdticos, sorbe—

L

tes, refresces, dolces,

Resultrrin conveniwnte so ianvestigorn a corto »nlazo 1 dispo-
nibilidnd de otran fucates de proteiians y crloring pira nues-
trn pohlrcidn, ¥ cuce estudios sobre disvonihilicdad foturn de
nlinmcaton indicen cue i 1o orodvccid» de ¢stog contini csca
serndo o medids cuce ¢l incremento dumogrificoe continlds ~ s —
velonidnd nctod, 1og deficicucing nroicinicrs, si no o aque

~umenteon, por lo menor nrevolcecer®n en un grodo scmejontce A o-

los gue hoy en din existern on ¢l ondic,

Ea el oregcnte traboajo se digeldd Lle tablota, v ose 1lesd a ob-

tener nna Térimla mediante la ceal su opregentacidn fue acentd

2

ble, santn ¢l (FDA) nocde ser nanda gia riesce on Climentos, —

toda vez cue ¢l contenido de dcido 8lico de 1o levadnrs no -

cxeceda a 0,04 mg/mn de levadura (anwco iasdomente 0,08 mg. de -

i

Acido Ptcrovlglutﬂmioo/gmo do levedura).  Bsto podria ser ohie

to de futuroc trabajos do investigacidn, asi cowmo tembidn 1la -

[V

deterninreidn del contenido de vitrominas y oniaofcidos en la

nismna.
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COTORNGLON 75,

CRINLT,

A

KEN

TNTON

TTOTLYEA
Solucidn A
Cristnl violata (80%) A
Alcohol “itilico, 95/
Solucidn B
Ol 1o ¢c ~wmonio
Agu~ dectilada
Pors oo

Nartoes
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A nl 2o

moetilono
Alcohol 25%
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MIDIOQ AGAR D UlOROSADD N 32701

Gloecosn

Peoitonn
Aoy

Asva, denstilads
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D rce

colorantae

30

A Eng.

il o

O N5,

inl,

isundes de Solucidn Ay Be

IO

100

colormate «n )l lcchol, ~gresnre el ~ron

10
35
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il

desiilo—
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OGRS

1000 cc.



T4

Moolver por asitcidn y chuallicidn, Disosunz~r o tebon. wsite—
rilizor o 15 1ha. por 15 minatos. Inclin~y lor tahos wors for-

-

JORY SATER

DOBT AT LENT SnnsTe A0 s

o

Medio
Araes dostil "o 1000 cc.

Agirre 5 me

Taril 5C cc.

[N . -
Sangre e

A Svoocads ¢l medio Yase Hara agtr srocre v oel aper on 1000 ce

Ao e destilods. DEJelo on venoso por 5 oniarvos.  Lueso
crlifuwtelo, asit~ndo con fra ocncic hosts oo Lotd Mien dde

PR . 1y, S O o - !
sunclto.  "igterilice o 1217C wor 195 winuvtorn,

. . s . o o . -0 :
3. Dejs oeniricr ol aclio ~otéril o A5 G o HOTC on oun hooho de -

merin, ~oeogus 50 or. T ononcre cowderil (G4) mewcle v vhceic-
lo cn ‘lrens estédriles anroxiv-d acnte 15 cc. ¢ c~da plach.
Lato dohe renlicsorse on un cthorto cerrndo v e ¢l “ron del

N

mechere onr™ cevit r contominccidon do las 0lichs.
CALDO DIEITR0SADO DIE 3ABOURAUD:
Glucose 40 ",
Pcptonn 10 ainsse
Ague destiladn 1000 cc.
Disiolver vor agitrcidn, dizpensar e tuboc. Hsterili=zar ~ 15 11

bras por 15 minutos.
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M3DIO AGAR HARINA D MATZ (Corn Mezl Ager)

Infusidén harin, de main 50 gric.
Agar 15 ams.

Para rchidretar ¢l medio, susnender 17 ¢ms. cn 1000 ce. de agua
destilada, colenter hasto hervir nara Jdisolver cl medio. Luecgo
esterilizar Corante 1% ninutos a 15 lihras de orceoidn. Ll me—-

dio sc vala on plocas catliriles cen condiciones aszdépiticas.

HEDIO ACAR MELATA DI CA:As

Melnza de calia 100 ml.
Azar 30 g
Sulfato de ~wonio dihisico 4 g
Agua destilada c.8e.p. 1000 cc

MEDIOS PARA LA FuRMOWTACION D8 AvUCARTS POR LWVADIRAS
Calco de Extrocto de Carnes
Para vsar cn lag preachas éo fermentacidn de capbobidratos por

levaduras.

Extrrcto de o rne dc hucey 3
Peptonn ' 10 g
Cloruro do godio 5 g
Aguan destiloada 900 ml
Indicador 100 ml

Ainste cl »H a 7.2, disnénsele on tubos en coatidr-des de 10 ml.,

U o L
esterilicelo A 120°C vor 15 minutos,



Solucidn Indicadora para uso cn 1as Pruchrs de Fermentacidn

de Carbonidratos »or Levedurs Cindide utilis:

C eedm mi e

Azl de bromo timol 0.04 gms.
Agua destilada 100 mi.

Aflada una peguciia centidad “ec hidrdéxico de sodio 1ii pora hacer
e solucién alenlina (azul). Déjelo en rcoposo por toda la no-
che.  Ancda Acido cloraidrico 1N hasto alcmzar ¢l punto cxacto
de ncutrolidad, cuando unc gota Ade 4cido o hasc causa un cambio

comoleto de color.

Solucidn de lon Auflcoresn:

Preporar colueidn al 20% de los carbohidraetos cuc se ven a utili
zap cn las oruchas de fermentacidn:  dentronn, maliosa, lactosn,
y suverosn. Dotas solecionus dehen sor cesterili~adns sor filtra

cidén. Adada 0.5 wml. dc solucidn de c~wdcar Al 20% o los tubos -

con cl ¢aldo.

MEDIOCS PARA LA ASTHILACION o AZUCARTS POR LA LOVADURA:

2. Yeost anitro~on hasco 5.7 go
Agun destilede 100 ml.

m

Tsterilizar por filtracidn,

he Azbcarcs on coacontracidn al 20%. Disolver potv aritaciodn, es-—
terilicar oo Diliracidn, precarcr solucliones Cc dexirosi, o

lactonn, lactosa, weltosa, rallnosn y rucruil.



T

c. Agar 2 Ze
Aous destilads 100 cc.

Disolver por ecalentemicntos. Dispons:r on tuhos de ong.yo T ml.

en cada tubo. Esterilizar a 15 1bs. por 15 minutos. Enfriar
o e .

a 507 C, A cada tubo con agor shiadir 1 ml. de ycast nitroren

basc v 0.5 nl. dc azicor. Mozclar por rotacidn. Incliner los

tebos v dejar cue golidificuen.

FORMULA DIEL GRANULADC T.ACTOSA ALMIDON:

Polivinil pirrolidina o1 5% en alcohol al 70%
Loctosa 70%

Almidén 30%

3o disvelve ¢l PUP wn alcohol y 3¢ ve agregando poco & poco an
I me ela lactone~almiddn hasta dar concistencia pirvlar. Pa-
gar nor vamiz ;2 v lucso nor tamiw ﬁ@.l/?. Poncr o scecar ¢l —

-A0
zronvlado a H0 C.

PORMULA DI PELICULA PARA CUDBY RTAS D TABLETA
Polivinil Pirrolicina al 5% cn zlcohol
Polictilenslicol 600 al 2%

Glicerines 2l 5%
Color rojo p-ra dolces »1l 10%
Ttanol &)  T70% csv 100 cc.

O los Altimss cooas agsrocar Shelac al 10%.
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