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Galllaraold y fauna! an 192°. aazadlando la aotlvldad da dlatlntaa

lavadaraa. daloatraroa qua al podar faraaatatlvo pnana aar aa: varla
bla.

La poalbllldad da qua aataa dlaarapanolaa da podar taraantatlvo
raaraa dabldaa a altaraaolaa aa aa tolaranola alcohóllaa rut augarlda
por prlaara vaa por U. 0ra: an l9hl.

In aaa oportunldad daaoatró qaa aaa lOVadIra varia an aa oapaoldad

taraautatlva aagln oaal aaa la eoaoaatraaláa da aloohól'an al aaalo.
Partlalao da II afinar. ralatlvaaauta ¡tanda da aapaolaadlatlntaa.

y ala-laudo ooadloloaaa alallaraa a laa qua allataa on aaa taraaataolóa

nor-al. pudoaatablaoar qaa aa ganaral al paraantaja da glaoaaa Itlll
zado aa halla an relación lavaraa oo. la descontraolóa alcohólica.

II ¡aaa a aatoa trabaáoa. I. Gray. danoalnóarbltrarlaaaata tela
ranola aloohólloa para aaa dotar-llana lavada!!!

'Al aialao poroantaJo da alcohol qua an aataa oondlolonaa arpa

rlaantalaa paralta tar-antar glaooaa an una proporolán no lara
rior an ¡no porolanto a la qaa acuaa an anaayo control realiza
do aln alaohol'.

Daaoaarda con cata datlalalón olaaltlaó a laa levaduraa por ¡l

aatldladaa an cinco crlpoa. a aabar:

lar. GruposLavadaraada aa: baja tolaraaala alcohólica. ooapraa

cua antro ms y 3.82 ¡.
tao. Grapos Lavadnraa da tolaraaola alcohólica baja: antro 5,71 y

5.79 fi.
flñ n

J/«v. a4 ÑJ/f _' t» U
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3er. Grupo: Levedarae de tolerancia alcohólica ooupreadida entre

6,66 a 7.72 í.
hto. Grupo: Levadurae de tolerancia aloohólioa aedia: entro 8.56

Y 9.52.

Sb . Grupo: Levadurae de tolerauoia alooh61ioa alta; emprendida

¡nm 1037 y 10.61fi.
Il prueeuto trabaje de teeie tiene por objeto eatudiar la toleran

oia alcohóliea de laa levadarue obeervando la iaulueaoia que aobre ella

podria ejercer la variación de lae dietiataa ooadioioueeeaperiaentalea

(teuperatuva; tie-po de iaoubaoióu, ooaoentraoióa de aauoar en el aedio.

ete}: r poateriovaeuto irradiarlae coa laa ultravioleta para obtener po
aiblee autaatee de aayor tolemoiu alcohólica.

Deeneayó oo. diatiltoo tipoa de levadurae. laa que fueron euaiaia

tradae por iuetituoionee del paie y firuaa induetvialea.-La'auyor parte
provino del Inatituto de Iiorobiolotia Agrioolu.

ll aedio de cultivo utilizado fue el propueeto por v. 0ra: ea el tra

bajo del ano 19n6.- Se oaraeteriaa por la aueeaoia de aaterial ea eaapea

eióu. porque ee taoil y rapido de preparar. y tiene ooapoaieión detiaida

eieado ¡ata la eiguieatel

iáiraotode levaduraDifoo.................... 0.7 fi
¡unoaooaeauoaeeaeeeoeaeooaeeuev0.0.0.0... 0.5 x

“I'muoaeauooaueoeaeooeoauoeuueeeeouueuuutuu.
.. .. .Í..'I....'.l....IDOOÚOOUOOOOCOCDO.' np............................................

la la iapoeibilidad de ooaeeguir extracto de levadura Ditoo ae ua6

eatraete de levadura eiu aul. obteniendo-e loa aieaoa reeultadoe.
¡e aeigaó un valor naa‘rieo a cada oepa para iudioar eu reapeutiva

tolerancia alcohóliea. valor que ee eatableeió realizando laa teraenta
oioaee ea rvaeooe erleuueyare de 50 al: ¡etoo ooateaiaa uu voluaea final
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de 25 nl (teniendo en cuenta el aedio de cultivo, nlnpenniól de levadnra

y concontraoidn alcohólica).

Be colocaron prinero 20 nl de nedio de cultivo eeteril. el agregado

de alcohol (95.0 a 96.0 fl) ne hizo en oantidadea oreoientee. de 3,75 a

11.5 5 a loa nnoenivon tranoon. en torna tal que lo ¡nico qne variaba

era la concentración del'niano; recervlndoae an rraaco control ¡Jn alcohol

Be oonpletó el Volnnena 24,5 nl con agua eeteril.

La inocnlación ae preparó n partir de ooloniae de 72 haran de deaarro

llo en agar eetria, enependidany lavadan con agua dentilada eet‘ril. cel

tritnaadaa y llevadae a ana concentración de 0.25 g/nl.- Se aenbró 0.5 nl

en dada trnaco, aiendo la concentración final de levadura en ¡l de 0,005
g/nl y el volunen final de 25 nl.

ae inonbó durante El hnrae a 30’ 0.- Al finaliaar el periodo de inonha«

ción ee deterninó el aaloar reaidnal por el netodo de ztilea,Peteraon y
Fred (1926).

Unavea eatndiadoa loa diatinton n‘todoe para aunentar la tolerancia

alcohólica. ae trató de inrndiar laa oepae de levadurae con lna ultravio
leta con el objeto de obtener poeiblea nntantee de nayor tolerancia.

Se ntilinó nna línpara Dr. ¡ng l. Illler anrnlanpar Fabrik.- tenen n.
k 220.- Caen Otto Beae.- Corriente de encendido 3.5 Lap. Durante en fna

cionaniento oonenne 1,5 a 1.8 Alp.

La irradiación ee realizó cobre cnltivoe eeabradoe en caja de Petri

por el n‘todo de eetriae cobre enpcrfioie de asar.- Unavea eenbradna laa
oaJaa de Petri ee irrndlaron con laa ultravioleta a ana dietencia de 20

cn.- Se incnharon por an periodo de ¡a haran nini‘ldone laa ooloniaa y

deterninindoaa nnevanente laa toleranciaa aloohólioae eegnn la tecnica
anterior.



De 1oe 86 eJeaploe atiliaadoa puede deoiroe que en niegan oaao ee

aielaron oolooiae que tuvieran aayor tolerancia alcohólica Qee 1a pri

aitiva. a1 contrario. todoo presentaron aaa oiaaiauoión en 1a aieaa. y

eolo algunaa tenian en valor eeaeJante a 1a oepe original.

Loe trabajoa realizadoe aobre oepaa que originariaaente poeeian ana

tolerancia alcohólica de 8.6 fi. laa vea irradiadaa. dieron un 8.31 fl de

ooloniae con le lie-a toleranoiaz an 68.9 1 de toleranoia aoaprennida

entre 6.5 y 7,6 fi y an 22.8 fi oe tolerancia 5.7 fi..- Por 1o tanto en to

doa loa eneayoe realiaadoa ae obtuvieron datoe ooIpIetaeente Variadoa de

toleranoia alcohólica colo era de eaperar.- loto pareoe eetar de aoaerdo.

en principio. ooa loa trabajoa de Daraiavaai.

Una de laa oritioae de eayor iaportanoia que puede haoeree a loe expe.

riaentoa de irradiación ee qee loa reealtadoe obtenidoe no aon tioilee

de reproducir.- La longitud de onde Oli‘ldl, 1a intensidad, 1a dietanoie.
1a iaterpoaioioa de oaalqaier aedio absorbente. 1a teaperatara de irradiar

eióa, el pH del audio. 1a edad de lea eoloaiaa. y 1a tecnica de inocula

oióa. deben eer tenidoa en cuenta en todae lee inveatigaoionee para obte

ner reanltadoe aiailarea. tloilee de acaparar.
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Tolerenoie eloohólioe de leveduree

A) Labor experinentel en el l;boretorig.
1’) Obtenciónde ¡Ieetree.

2°) Mitodoe de eeleoolón de cepee.

3') Dieoueiónde tecnicas elpleedae.
n') Deterllneoión de le tolerancie alcohólica de leveduree.

5°) Trateniento con le: ultravioleta
6‘) Dleouelól

B) BiblioEerh.
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Intro loo rnotoroo quo puodonoriginar ln dotnnoíon dol orooinionto

do un nioroorgnniono on nn nodio do onltivo pnodon oitnrno:

1°) Agotaniento do lao ouotnnoino nntriontoo dol nodio.

2°) Condioionoo doornvornbloo do donnrrollo.

3°) El llanado orooto do onvoJooinionto. debido rundnnontnlnonto n ln

nonnulnoión do productoo ronnltnnton dol notnbolinno oolnlnr.

En un principio no oroyó quo ol prinor fnotor orn ol quo tonin nnyor

inportnnoin.- Sin onbnrgo, pronto pndo veririonroo quo on gonoril ln ong

tidnd do nntriontoo quo oxioton on nn nedio do onltivn oobrepnnn n Inn

nooo-iconos do los nioroorgnninnon quo on 61 oo donnrrollnn. onlvo ol o;

no do lon quo oo onouontran on nn] poqnonn oonnontrnni‘n y quo oon do

rundnnontnl inportnnoin pnrn In-notnbolinno.

El segundo factor. n sabor. oondioionon nnbiontnlon (tonperntnrn. to!

sión de oxigeno. oto.) inndoonndno. dobo logionnonto oor tenido on oon

nidornoión. Pero ni ol oooo do orooinionto o ln nnorto oobrovionon onnn

do hn: nnplio onniniotro do nntriontoo y Inn oondioionoo nnbiontnloo oon

ndooundno, dobo bnoonroo ln ozplionoión dol fonónono on ln nonnnlnción

do ountnnoinn roonltnnton del notnbolinno niorobinno y quo interrioron

oi nornnl donnrrollo onnndo nn oonoontrnoión llego n nn dotorninndo lí
nito.

Into pudo vorifionrno prooinnnonto on ln indnotrin-do1 nloohol. Bo

oonprobó quo ln oonoontraoión nizinn do ontn nnntnnoin, on lon onldon do

tornontnoión, orn oionpro ln nionn porn unn dotorninndn oopn. nun on lno

oondioionoo nno rnvornblon do doonrrollo. Apnrontononto Inn oélulno do

tonínn nu orooiniento nl llegar n Inn dotorninndn oonoontrnoión nloohóo



Ensayosposteriores demostraron que diferentes clases de levaduras,

(por eje-plc: las utilizadas cn destilerias y en la elaboración de vinos)
producían distintas cantidades de alcohol, renóneno que se conprcbó que

era debido a que existia una variación en sus respectivas tolerancias
alcohólicas.

Debió descartarse la influencia posible del nnhidrido carbónico gene

rado en el proceso de ternentación, ya que su acción inhibidora sólo se

naniriesta en concentraciones nuy elevadas (superiores n las que pueden
encontrarse en las cubae de fermentación).

En 1920 Guillernond y ranncr (2“), estudiando la actividad de distin

tas levaduras, dencstrnron que su poder fernentativo puede ser nu: va

riable. La posibilidad de que estas diferencias de poder fernentativo
fuesen debidas n una variabilidad en su tolerancia alcohólica rue euge

ridn por prinera ven por 9ra! en l9kl.

Gray (19) denostró en esa oportunidad que una levadura varía en su

capacidad ternentativa según cual sea la concentración dc alcohól en el

nedio. Partiendo de una cantidad relativsnente nnnercss de especies dis

tintas, y einulando condiciones sinitnrec a las que existen en una ter

nentación nor-al. pudo establecer que en general el porcentaje de gluco
sa utilizado se halla en relación inversa con la concentración alcohóli
ca.

Asignó un valor nunórico a cada cepa para indicar su respectiva to

lerancia alcohólica, valor que estableció en ln siguiente torna para cg
da levadura.

Realizó las ternentaciones en frascos erlenneyers de 50 nl. que con

tenían nn volunen final de 25 nl (teniendo en cuenta el nedic de culti

vo. el alcohol y la suspensión de levadura ).



a).

Usó cono ncdio de cultivo agua de levadura al lO fi. con 1,25 fi de

glucosa aproxinadanente y pH a.) a h,38.

El agua de levadura al lO f se preparó sonetiendo al autoclave 100

granos de levadura fresca (libre de alnidón). en 1000 nl de agua desti

l‘da J °°ntr1rütlldo, y usindoae 20 nl por cada frasco.

Luegoagregó alcohol (95,2 n 95.5 fi) en cantidades crecientes (“.66

l 17.1“ 5) a los sucesivos frascos de nodo que lo unico que variaba era

la concentración del nisno y reservó un frasco control sin alcohol.

La inoculación se preparó a partir de colonias de 72 horas de desa

rrollo en agar estrIa; la levadura fue retirada por nedio de agua desti

lada y luego resuspendida. siendo la concentración de la inoculación de

0.25 g/nl.- Se pipeteo en los frascos de cultivo. cada uno recibió 0,5 n

de inoculación. por lc tanto su concentración final de levadura ruó aprg

xinadanente de 0.005 g/ul; las colonias se nnntuvieron estériles duran

te toda la experiencia. Despuésde inocular se deterninó innediatanente

la concentración inicial de azucar, los frascos se incubaron durante

2h horas a 30 ’C y se nidió la concentración final de azucar.

Un eJenplo típico de los resultados que se obtienen esta dado por

el cuadro N'l transcripta del trabajo de ï. Graydel ano 1941.

conc puede verse la levadura ensayadn utilizaba casi toda 1a glucosa

disponible'en nedios que contenían concentraciones de alcohol etílico

no nayores de 7.61 fi en peso. A partir de esta concentración cae brusca

nente el porcentaJe de naucar utilizado.
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Tabla 1

¡recto de la concentración alcoholicn cobre el porcentaje dc nzn

car utilizado. Concentración inicial on cada frasco 10 ng/n1.

5 de alcoh. Gonc de azn. S de nznc.
Francos I‘ en peso desp. en hn. ntilizndo

1 u,75 0,2n2 97.58

2 5,71 0.2n1 97.59

3 6.66 0.256 97.“4

n 7.61 0.325 96.75

5 8.57 1.150 88.5o

6 9.52 7.02“ 29.76

7 10,u7 8.k87 15.13

e 11,n2 8.527 1“.73

9 12,38 9.900 1.00

10 13.32 10.080 0.00

11 1n.2a 10,210 0,00

12 15.23 10.230 0.00

13 16.18 10.340 0.00

1k 17.nu 1o.noo 0,00

Control 0,00 0,238 97.62
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Arbitrarianente Graydenoainó tolerancia alcohólica para una deterni
nada levadura:

“Al nixino porcentaJe de alcohol que en estas condiciones experi

nentales pernite rernentar glucosa en unn proporción no interior

en uno por ciento a la que acusa un ensayo control realizado ein
alcohol"

De acuerdo con esta definición clasificó a lae levadurae por ¡1 estu

diadas en los siguientes grupos:

GrugoI‘ l.
Levadnraede nu: baja tolerancia alcohólica. conprendida entre “,76

y “.82 S. Entre ellas se pueden nsncionar Willie anonala Steuber, Leva

dura negra. etc.

Grugo 8’ 2.

Levaduras de baja tolerancia alcohólica. siendo su concentración de

5,71 e 5.79 5. En este ¿supo se encuentran Saccharonyces cerevisiae

Hansen, Zygosacohnronyces san B y Tcrula laotonn.

Grupo l° 1.- .

Levaduras de tolerancia alcohólica comprendidaentre 6.66 y 7.72 .

Se pueden citar, Baccharonycescerevieiae Hansen 'D.C.L.'. Tcrula cre

norie. Schiaosaccharonycesnellacei.

Grupol‘ u.

Levaduras de tolerancia alcohólica nedia. conprendida entre 8.56 y

9.52 S. Pueden citarse cono eJenploe: Saocharcnyces ellipsoideua Hansen.

Schizosaccharonycee ponbe. Levadara del vino Tokay. Saooharonycss Cere

vieiae Hansen “Raza XII', Levadura del vino Borgoña.
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GrugoI' 5.
Levaduraade alta tolerancia alcohólica cclpreadidae entre 10,“? y

10.61 5- EJeaploe: dca cloaca de Saocharoayoeacereviaiaa laa-ea, varia

dadee R y H.

Coacel valor de la tolerancia alcohólica de laa ditereataa oaP0°10l

varia amplia-ente según el ¡Ctodc da dateraiaacióa. no aa facil telar

una idea clara de la situación; por esta razón laa diferentea eaoaelaa

daa datoa dieorepaatee. Sia encargo ea ¡enoralaeate aceptado que levadu

rae que ao producen alcohol tiaaaa baja tolerancia para ¿ateo

Loa iaveatigadorea que trabajan ea viaoe tieaea aaa alcala de valorea

conplotaleate distinta a la de v. Gray. Grace oa .1 año 19a; ¿16 loa ei

guientea eJeIploaI Raza Piochia y Baaeeaala, ll a 1a fi; Mycoderlaviai

l} 5; S. ellipsoidcuo incluyendo la raza 'Jeraa' alrededor de 16 fi: ra

zas especiales de s. ellipecideca y rorulopaia hasta 18 l. La adición

repetida de pequeñas cantidadee da Jarabe o Jugo de ava anaeata el líai
te a 2o 5.



deterninación de tolerancia alcohólica.

Se eneayaron con distintos tipos de levaduras, las que fueron suninig
tradnn por instituciones del país y tirnae indnstrialen, entre todas ee

seleccionaron las que nas oonvenian para el presente trabajo. La nayoria

fue cedida por el Instituto de Microbiologia Agricola. Se usó la nonen

cintura que figura en el catálogo de cultivos de dicho Instituto corre;
pondiente al ano 1952. Las cepas se hallaban sobre azar con extracto de

nalte. y cubiertas por una capa de aceite ninerel esteril para evitar
es! los sucesivos repiquee, qne podrian cansar una natación en el neta
bolisno de las llenas.

Las cepas utilizadas fueron:

1°) Baccharonyoescerevieiee Hansen 'L-l-l l9u6'

2‘) Seccharonyces cerevieiee Hansen 'L-l-ll N‘ I-567"

3°) Beccheronyoescerevisiae Hansen 'L-l-25 cepa ternofigilneSTEIHER DEIKER 19 '

4°) Beccharcnyceecerevisiee Hansen 'L-l-3l cepa ananeneis Hill
y asIuaIca 19hs"

5°) Saccharonyceecerevieiae Hansen'L-l-30 cepa rulliensie
srslsnn Dmxxsa19hs“

6’) Beccharonycee oerevieiae Hansen “LPI-21 ce a Sali (IABE)
DIIKER 19R8'

7‘) Baccharonyces cerevisiae Hansen 'Cepn Fernolac”

El medio de cultivo utilizado por w. Gray, tenia cono inconveniente,

1a inposibilidad de obtener una solución línpida. cono asinisno en la

nayoría de los casos, la obtención de resultados discordanten para nnn

nisne cepa. los cuales se atribuían al distinto porcentaJe de proteinas
y anhidrido rcsrórico, de las levaduras prensadas.—
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Fui aei que estudiando el trabajo de U. Gray del ano l9h6 (21) ee ha

lló la preparación de ledioe claroa. ein laterial en suspensión.
Lco priaeroe exporiueatoe ooneietieroa en la obtención de un aedio

liapido, donde la gluooea debia aer utilizada en igual proporción que coa

el agua de levadura al lo fi. Loa ocuponeatee eran: extracto de levadura

Dirco. Pohlzl, agua, y azucar eu una cantidad próxila a 1,25 S.

Deapuóe de un gran afiaero de enaayoa i. Gray llegó a obtener el aedio

que ee detalla a continuación:

Extractode levaduraDitco..................... 0.7 fi
Ponne‘Oeeeeeeeee-eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeoeeeoGlucosa....... . . . .............................. 1,25fi
ma. .0 p. .OCOIOOOOOIOOOOIOOIOIOOOIOOOOI...pn.00.I.O...‘...............U.........O.I.....

Ea la ilpoeibilidad de coueeguir extracto de levadura Ditoo ee ue6
extracto de levadura ein aal.- (l)

Lan aparentea ventaJae de uaar un ledio de cclpoaioióu uaitorne, ficil

y rápido de preparar. iaduJeroa a realizar eaeayoe ocuparativoe coa aedio

de cultivo Gray (19) y uedio con extracto de levadura ein ea1.

A continuación ee detallan eneayoerealizadoe coa dietiataa levaduras
preaeadae para loa aieuoe tipo. de cqae. Lae cepae utilizadae tuerca

1‘ l' 2 J 1! Ü. “o- Lae deterlinacienee de gluoeea ee-hloieren per el

aitede de Stilec, Petersen y Fred (1926) (63).

(1) Extracto de levadura eia eal: producto elaborado por Golpanía Argentina de LevaduraeE.l.
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Tabla 2

Influencia dc la cc oaición del ¡odio cobro cl orccnta o dc azucar

con-unido

Copa N' 2

Voluncna tor-ontar: 25 Il

Glucosa inicial on cada traaco: 10,30 lg/Il

Tcnpcratura dc incubación 3 30°C

Tic-po dc incubación : 2k horaa.

Porcentaje do azucar concluido
Alcohol aer.

fi on poso LcVadura prcnaadn Extrae. cin

1 2 3 ¡al

u,7 97,0 96.6 96.8 97.6

5.7 97.1 96.5 96.8 97.6

6.5 97.1 96.0 96.8 97.6

7.6 97.1 96.0 96.5 97.6

8.6 97,1 n1,o n5,o 97.5

9.5 na.) 20.0 22.0 59.8

10.5 20.2 8.o 7.2 29.2

11.5 5,u 3.6 u.2 9.6“o” 9701
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Tnbln 3

onr ooncunido.

Ccpn N' u

Voluncn n tormentar: 25 ¡1

Glucosa inicial cn onda fracco:10.30 ns/ll

Tonporaturn dc incubación: 30°C

Ticnpo de incubación: 2k hora..

Poroontho dc nzncnr oonaunido
Alcohol
cgro.

5 cn poco chndlrn prcn- Extr. sin
¡adn ¡nl

“.7 96.9 97.7

5.7 95.9 97.7

5.5 93.“ 97oÏ
7.6 65.5 90.0

8.6 30.6 55.7

9.5 7.9 21.9

10,5 6.9 6.9

11.5 3.9 3.6

-°- 96.9 97.3
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Los resultados obtenidos indican discrepancias que estan dentro de laI

variaciones originadas-por el uso de distintas partidas del nedio de U.
Gray (19) con levadura prensado.

Se ha verificado oono conplenento de estos ensayos la influencia que

las variaciones de otros factores experinentales podrían tener en los va}

lorss de tolerancia alcohólica obtenidos para una detcrninada cepa.

Entre ellos evidentenente estarían el tic-po y la tenperatura de incu
bación.

Be ha. realizado una serie de ensayos nodiricando estas variables y

utilizando cono nedio da cultivo el preparado con extracto de levadura
sin sal .- (Medio2)

Los resultados obtenidos con estos ensayos se detallan en los cuadros

siguientes:
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Tabla h

Influencia del ticgpo dc rcraggtacióa cn 1a dctcrniaacióa dc la tc
larancig alcohólica.

Ccpa N° 5

Volulcn a fora-atar: 25 nl

Glucosa inicial an cada rraaco: 9,2 ag/ui

Temperatura dc incubación: 30’0

ficapc dc incubación: 24 y N8horas.

Alcchol PorccntaJa dc azucar concluido
a osado

.n p..° 2h hora. ¡8 hora.

“.7 97.9 97.9

5.7 97.9 97.9

6.5 97.8 97.8

7.6 97.8 97.6

8.6 63.0 97.6

9.5 40.5 70.2

10:5 19.5 35.2

11.5 14,6 1h,5

--O-— 93,0 9602
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Tnbln 5

lcrggcgg clccgálie¿.

Copa N’ 1

Voluncnn fcrlcntnr: 25 nl

Glucocninicial cn onda rrnccc: parc 24 horas: 10,30 lg/ll
para #8 horas: 9,20 ng/nl

Temperatura dc incubación: 30°C

Thcnpo dc incubación: 2h y 48 horas.

Alcohol Porcenthc dc ¡sacar consumido
agrcgndc
5 03 Poco 2h horn- 46 burn;

“.7 97.7 98.1

5.7 97.7 98.0

6.5 97.7 98.0

7.5 97.7 97.7

6.6 96.3 97o“

9.5 39.5 “3au

10,5 11,0 1k.5

11.5 las 6.8

-—0- 97.9 98.1
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Loa resultado. obtanidoa indican qna oani la totalidad da la glncoaa

tornonta an laa prinaraa 2h haran y qna dando al punto da viata practico

no habría ventajas an prolongar al paríodo da tornantaoi6n hasta laa #8
hora..

COnranpaoto a la influencia da la tanparatnra no hilananado la da

30’0 indicada por ï.Gray (19) y 1a da 35-0.

Loa resultados obtenido. an loa annayoa araotnadoa aa detallan an la

Tabla 6 y al gráfico N° 3.
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"Tabln 6

91a alcohólica.

Ccnn N. H

Volnnona for-ontar: 25 ll

Glucos. inicinl en cad; tra-co: 9.2 Ig/Il

Temperatura dc incubación: 30’0 y 35.0

Tionpo de incubación: 2h horas.

Porocltajc dc ¡sacar consumido
Alcohol

rosado
cn poco 30'0 35°C

“.7 97.7 97.5

5.7 97.? 97.6

6.5 97.7 67.1

7.6 90.0 11.6

8.6 55.7 906

9.5 2109 5'“

1o,5 3.6 2.9

11.5 3.6 2.9

"O"' 9708 9708
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Puede observarse el aarcado poder inhibidor del alcohol en el proceso

fermentativo cnando sc elova la teaperatara do 30°Ca 35'c.

La concentracion de alcohol de 7,6 1 redace ol porcentaje da aaícar

ferlcntado dc 90,3 a solo 11,6 í.

se puede concluir de acuerdo col ostos ensayos y con 1a escasa biblio

¡raria sobre el tela. qac el a‘tcdo para la deterlinación dc la ¡cloro!
cia alcohólica de una levadara es espiricc.

Si se desean obtsner resultados coaparativoa debe segairsc ana tecnica

detsrainada en todos los ensayos qae se etectaea.- lata ttcnica pncde ser

la ds Gray, pues no hay razones aparentes para codificarla. salvo el aso

de al extracto de levadura de 00-9001016. ooastaatc on todos los ensayos.

¡so es lo qae ss ha hocho en cl presente caso.- Sil eabargo ntos de

realizar los ensayos quo activan esta tosis se ha deterainado la inflacn

cia qac padiese tener on los resultados. variaciones en la concentración

de glaoosa. dentro ds las cifras que pudieran presentarse ea las condicio

nes experiaentalss usadas (concentración por esterilización del sodio.

arrastre de agua por el 002, 0to).
Los resaltados obtenidos ea estos ensayos sc consignan sn la tabla 7.

y dsaucstraa que dontro dc los lilites de trabajo lo hay influencia apre
ciablc.
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Tnbln 7

Enenzoede variación de concentración de nzncer entre loe línitee

0.262 I 1.22 ¡[100 ll.

Cepe N' 2

Volumene ternenter: 25 ¡1

Glucoee inicial en ceda frneco: 0.969 g/1oo nl y 1,29 g/IOO el

Tenperetnre de incubación: 30°C

Tiempo de incubnción: 2h horne

Porcentaje de azucar conannidc
Alcohol
agregado
5 en pela con.inicinl de Concen. inici.

glnccen 0,969 gluco e 1,29
5/100 ¡1 g ¡oo .1

“.7 97.“ 97.6

5.7 97o“ 97:6

695 97on 9706

796 97.0 97.5

3:6 97.5 97.39.5
10.5 27,2 29.0

11,5 6.9 7.9"0'"



Ss ¿só colo asdio ds cultivo s1 I‘ 2 (vsr‘ap‘adics).(20 al sn c/frasco)‘

ll agrsgadods alcohol (95.0 -96,0 f) ss hizo sa castidadss crsoisntss

(“.7 l 11.5 5 ) a los sacssivos frascos sn for-a tai qss lo ¡nico qus va

riaba sra 1a coaosatracióa dsl sis-o. rsssrvaadoss aa frasco coatrol sis
alcohol.

La inoculación ss prsparó a partir ds colonias ds 72 horas ds dssarro

llo sa agar sstría, suspsndidas y lavadas coa agua dsstilada, csatriraga

das y llsvadas a una concsntracióa ds 0.25 g/l1.- Ss ssabrarca 0.5 al,

sisado 1. concsntración final a. lsvadsra‘ ds 0.005 g/Il y .1 voluass n

nsl sn cada frasco 25 Il.

!odos sstcs pasaJss tasrcn hschos sa lsaslxisas coadicionss ds asspsia.

Usa vs: inoculados los srisnmsysrs rusrcn iacsbados a 30°C dsraats 24 ho

ras.- Los rssultados obtsnidoa sn sstcs sasayos ss consignas sn 1a tabla 8.

qas da los valorss ds la tolerancia alcohólica ds las cspas 1 a 7.

Al finalizar sl psriodo ds iacabasióa ss hicisroa las dstsrsinacioass

ds glucosa por s1 sstodo ds Btilss, Pstsrsoa y Frsd (1926) (63).



Tabla 8

c’Pl' I. 102:}:u3506070'

Volumen a form-atar : 25 ¡1

Glucona inicial on onda franco: 10.30 ls/ll (1 2030u0)
10.00 Ig/Il
9.2 Ic/Il ( y 7)

Tolpornturn do incubaoi‘n: 30°C

Tiempodo incubaoiín 2h horas.

PoroontaJo de azucar consumido

Alozzol' A I
igïnpeao 1 2 c3 t P“ 5 6 7

4.7 97.8 97.6 98.1 97.7 97.9 98.0 97.6

5.7 97.8 97.6 96.1 97.7 97.9 97.9 97.6

6.5 97.8 97.6 97.2 97.7 97.8 97.6 97.6

7.6 97.8 97.6 89.9 90.0 97.8 97.5 97.6

8.6 96.3 97.5 92.5 55.7 63.8 96.7 97.5

9.5 39.5 59.8 18.6 21.9 40.5 32.4 53o“

10.5 11,0 29.2 6.5 6.9 19.5 17.6 3n.4

11.5 n.5 9,6 0.o 3.6 16.6 15.n 13.6

-0- 97.9 98.1 90.3 98.2 98.0 98.0 97.7
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Irradiaoión con luz ultravioleta.

Fu‘ recien a partir de 1930 que pudo hablaree de la tornaoión de poai

blee nutantea en levaduras. producidoe por irradiación con luz ultravio

leta con loa trabaJoa efectuadoe por Stevene (62) eobre Glonerella oingu

lata. Luego en 1932, Dickeon (9) inveetigó oolcniae de Cbaetoniun eoohlig

dee. Teniendo en cuenta eatoe antecedentes y loe trabaJce de U. Gray eo

bre tolerancia alcohólica de levaduraa. (l9).(20).(2l).(22) ee peneó en .
irradiar lae cepae con luz ultravioleta con el objeto de eetableoer poei
blea nutantee de nayor tolerancia alcohólica.

Poeteriornente a la iniciación de eete trabajo ee publicaron lao in

veetigacionee efectuadas por Barachek (58). quien , en 1953, trabajando

con poliploidee de Bacoharonyceedenoetró que el prouedio de velocidad

de inactivación ee nayor cuanto naJor ee el grado del poliploide.- Al

hacer la repreeentaoién grafica de loa reeultadoa anterioree. conprcbó

que el proceao ee puede dividir en doo partes: una de inducción y otra

de inactivaoión logaritnica. eiendo la velocidad de paane de la prinera

a la eegundanayor cuando aunenta el grado del poliploide.

En .1 ano 195M Baraohek (59), eatudió el efecto o. 1. irradiación ul

travioleta eobre el retardo de la divieion celular y la inactivación en

la ranilia de loe poliploidea de laooharonyoee. Se utilizaron loa organi;
noe haploide (I). diploide (II), triploide(III) y tetraploide (IV). la

preparoión de {oido deecxiribonucleioo tornado fue reapeotivanente ¡52:
32h de I a IV. Loa tienpoe requeridoe para una división del 70 X para

III_y IV fueron de 2,5 horno; para I, “,5 horaa y para II 3.5 horae. Al

hacer laa repreaentacionee gritioae ee obtuvieron curva. de retardo eig
noideas para II, III y IV y exponencial para I.

A continuación ee hara un reeunen de loa trabajan realizadoe eobre

irradiación de levadurae.
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Los pri-eros ensayos fueron de caracter cualitativo y eteotnides en

la zona visible del espectro, posteriornente pasaron a la zona del ultra

violeta y despu‘s a la de irradiación (anna.
En un principio para obtener una longitud de onda deterninada se usaron

los filtros liquidos. los que posterior-ente fueron reeuplazados por el

nonooronador. adenis en ese tienpo nosïiioisron nedidas absolutas de la in

tensidad de la luz irradiada, sino oonparaoionesde diferentes exposició

nes. utilizando las nie-as intensidndes necesarias para producir el nisno

erecto en diferentes levaduras. o diferentes efectos en las nisnas levadu
ras.

VonReoklinghausen (67). en 191“, detsrninó el tienpoznn que se destruíl

una suspensión de levaduras en agua, irradiíndolas oon luz ultravioleta

oon una intensidad aproximada-ente seis veoes layor que la necesaria para
natar bacterias.

En 1930 Dillon-Heston- Hallan (10). deuostraroa que el erecto inhibidor

y letal de la irradiación es directa-ente proporcional a su intensidad.

Posteriornente se ensaysron n‘todos para la deterninación de la inten

sidad usando la oólula totoeleotrioa o la ternopila. Los autores de estos

trabajos fueron: Hyokorf y Luyet (73). Sobreiber (60) y Oster (52). los

onalea estudiaron y representaron el porcentaje de celulas sobrevivientes

teniendo en cuenta la energia de la luz utilizada.

Diobarepresentación era una curva de tipo si;noide..'arias interpreta

oiones se hicieron a1 respecto. así: a) algunos autores consideraban los

factores del nedio anbiente oonoproductos de las desviaciones del tipo

logaritnioo; b) otros. oononultiplos ouantioos de energía irradiada sobre

una región sensible de las ollulas; o) por iltino. los denia decian que
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era una curva de probabilidad debida a reeieteuciae individualee de lae
o‘lulaa a la irradiación.

Eu la actualidad la teoria nie aceptable ee la del golpe cuántico aun

que ninguna parte de la celula puede aer coneiderada ccuc la nai aeneible.

Por un proceec late-¡tico deearrcllado por lle. Curie ee pceible calcular

el ninerc de golpea cuinticoe neceaarioe para untar una c‘lula conociendo

el porcentaJe de c‘lulae eobrevivieutee y la cantidad de energia euniuie
trada.

Holueck y Lacaeeague (28), deterninarcu que eon neceearioe 9 golpea pg

ra uatar c‘lulae de levadurae expueetae a una radiación uiata de 2.800 y

3.800 A’. Poeteriorueate Bchreiber (60) deucatró que eralneceaarioe aeie

golpea a 2.H50a°.

Oeter(53). halló que la ley ee valida eólo para un 30 fi de la luz inci

dente. Bchreiber (60), tanbien obeervó que la ley ee uantiene dentro de

ciertoa linitea. pero debaJo de ¡atea una expoeioióu larga con baJa inten

eidad de luz ea uucho nie efectiva que una OIpOI1016lcorta con una inten
eidad uae alta.

Por eu parte, Laoaaeacne (33). dividió lau c‘lulae de levadurae expuea
tae a la irradiación ultravioleta eu tree claeee:

a) Celulae que aurren un retraeo en eu divieión y deepu‘e recobran eu

poder reproductor.

b) Cólulaa que ee dividen una vea y uueren.

o) cólulae que uueren ein dividirae.

Adonis Outer (52) creó una claue iateruedia entre ¿_y'g caracterizada
por el retardo de lau funcionen uetabólicaa de laa cdlulae; laa cualee ae

ponen de nanirieeto por una nenor ocneuuicióu de oxigeno.
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Se tendran en cuenta a continuación diverecm factoree que influyen ecbre

la irradiación con luz ultravioleta.
Acción del medio de cultivo.

La ccmpoeición del nedic y eu eetadc de icniaación pueden alterar lce

erectcn prcducidce por la irradiación.

Lca nedioa nutrientea eólidca. c liquidca. abecrben radiaciones eelec

tivae con reepecto a la longitud de onda por lc tanto. no eclc la intenci
dad tctdl nino tambión la calidad de la lun eon a!ectadae.

El nedic puede tanbión incidir marcadanente ecbre el poder letal de la

irradiación porque actóa cono protector. Cualquier colonia eituada debaJc

de 1a superficie no recibe lce erectce ccmpletce de lce rayce; eatc ruó

estudiado por Dillon-Heeton-Balnan (lO).

Hinriche (26) atribuyó la muerte de laa cólulae a la formación de eua

tanciae criginadae por la irradiación. que eon tóxicaa para 1a levadura.

La preeencia de aalea en el nedio tiene tanbión importancia.aaf T. I.

londrat‘eva (32) inveetigó la noción protectora de lee de calcio. a lce

erectoa de loe rayce de luz ultravioleta.

Prineramente agitó una enepeneión de levaduraa en eclución 0,001 - 0,5 l

de c120a por un período comprendido entre “8 y 72 horae aumentando conaide

rablemente 1a reeietencia a la acción del ultravioleta (eeie a eiete vecee

con relación al traecc control). ll grado dc proteccl ón ec proporcional
a 1a concentración de la eal de calcio.

Por eu parte ladaomy Phillipcv (Sl). irradiandc cclcniae en caJae de

Petri, cbaervaron que el mayor crecimiento ee preeenta en lce bordea y no

en el centro cono era de eeperar; La eatimulación fuó atribuida a pequeñas

dceie de irradiación eepicida en el medio.
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Acciógldel'tienno de irradiación.
Conrespecto a este factor los investigadores obtuvieron resultados co!

pletanente dispares.
Ábranov conprcbó que irradiando levaduras dnrante¿ cortos períodos de

crece la capacidad de las c‘lnlns para dividirse y annentando la duración

terninan por norir.

Üyckoff y Luyet (73), Bchreiber (60) y Snith (61) no obtuvieron signo
de estinulación en el creciniento de levaduras con peqneñas dosis de nl

travicleta.- Chavarria y Clark (5) llegaron a 1a conclneión que las expo
siciones cortas servían para estinnlar el oreciniento. nientras qne las
largas eran letales; trabajaron con colonias de Iontoyella.

Esta discrepancia fa‘ debida posiblanente a la diferencia en el tie-po

transcurrido desde la irradiación hasta el nonento en que ee efectnd la
nedida de la estinnlnción del creciniento.

Los trabaJos de Snith (61) conprobaron estan snposiciones. snsayó so

bre colonias de tusarinn, al irradiarlas obtnvo nna estinnlaoión tenpora

ria. la que sienpre iba precedida de nn previo retardo. Deepnis de nn co;

to período cl porcentaje volvía a ser nornal.

Otro factor qne influye es la tsnperatnra de irradiación , la cual ee

any dificil de nantener constante. sobre todo cuando la intensidad es nn:

grande. Los oanbios en las tenperatnras no sólo son notivados por la accion

de los rayos infrarrojos enitidos sino qne ndensí influyen lae radiacio

nes absorbidas por el nedio. y por lns c‘lnlne, transfornindose on calor.

Oster estudió el sfecto de la tenperatnra a la cual fn‘ irradiada Inn

cepa. Hizo cuatro ensayos. entre 8 y 29 °c obteniendo 1.10 cono valor pos
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nedio para el coeficiente de tenperutura de acción letal.- lite valor e;
tí de acuerdo con el obtenido por acción bactericida.

Schreiber inveetigó loe efectos oonbinadoede la tenperatura y la ra

diación oheervandoque aon nu: conplicadoe. lo calculó ooeficientee. pe

ro trazo nuneroeae ourvae que revelan 1a oonpleJidad de lae reaccionee.

Loe nienoe investigadores eetudiaron el efecto de la edad en la een
eibilidad de laa coloniae de levadurae al ultravioleta obteniendo recal

tadoe contradictorioe.

Outer (53) halló que era neceeario 20 a 30 fi naa de energia inciden

te para producir un efecto dado en una colonia do 15 diae que en una de

24 horae.- Iientraa que Sohreiber (60) halló que 1a odad de la colonia

tiene poco efecto en la eenoibilidad de laa oelulae de levadurae.

Fornaoión de auetanciae ue favorecen el creoiniento 

A continuación ee paearí revieta a lae euetanoiae que aparecen al

irradiar ollulae de levaduras con luz ultravioleta y que favorecen el
creciniento.

En eete eentido ee puede citar a DavidaonJ.I (8). quien obeervó

que exponiendolae oilulae vivae a la luz ultravioleta negregabanal

aedio una gran cantidad de euetnnoiae nitrcgenadae provenientee de eu

deeintegración. Eetae euetanoiae, tenian por obJeto favorecer el cre

oiniento. ConoeJnnplo figuran loa oonpueetoe adenina-nuoleótidoe y eue

derivadoe, aunque no eon loe principalee elenentoe que pronueven el de
earrollo.

Por eu parte Loofbourov, Dvyer y Cronin (“5). hicieron eetudioe de

irradiación aobre cílulae vivae y nuertae. Obacrvaronque al irradiar

lae vivae, el nayor poroentaJe de auetanciae que favorecen el crecinien
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to (horaonas), se producían cuando el tiempo estaba III próxiao al nece

sario para aatarlas. Las horaonas aunentaban cuando en el Isdio habia

sustancias colo B3P0u. carbohidratos y proteinas. y en especial con 01

auaento de 002.- Hioieron los nislos ensayos con celulas nuertas y ob

tuvieron resultados direrentee, esto demuestra que la forlación de hor

monases una respuesta especifica delbs celulas vivas a le. irradiación.
Posteriornente Lootbourov y Webb(un). ensayaron con suspensiones de

levaduras irradiadas (A) y no irradiadas (B). delostrando que se obte

nía gran cantidad de biotina. acido fólico. inositol. acido nicotinioo

acido pantotenioo, piridoxina, tiaaina y ribotlavinaa- Establecieron una

colparación entre A/Bllegando a cifras tales cono 91,5 para el ¡cido

pantotenico y 2.3 para el inositol.- Todasestas sustancias son tacto

res de creciliento del grupo de la vitamina B.

En 195“, Sarachek (59). expuso cólulas de levaduras a 1a acción del

ultravioleta en sus etapas sucesivas de desarrollo,'not¡ndose en las c6

lulas sobrevivientes la presencia de ¡cido desoxiribonucleioo que favo
rece el creciliento.

Cook E.S. (6 y 7) observó que la adenosina y guanoeina, solas o con

binadas actuan cono factores de crecimientot en las levaduras . Esas sus

tancias están presentes despues de la irradiación de las celulas y ac

tuan ligeramente sobre el metabolismo lo cual puede ser observado con

un sonó-etro.- Pareoería que estas sustancias ejercen su erecto sobre

la velocidad de proliferación de las celulas.

Influencia de la radiación sobre la res iraoión de las celulas.

Anderson y Duggan (2) observaron los cambios fisiológicos producidos
en las celulas de levaduras al irradiarlas con luz ultravioleta de una

longitud de onda de 2650 A‘, colprobaron que 1a respiración aeróbica de



lee oelulee ee eeneible el oelor pero no ee altere oon le irredleclól.

Por el oontrerio en 19h7 G. Gieee y H. Sveneon (17). comprobaron que

le irradieoión con luz eltreviolete eetilule le respiración endógenoy

reterde el netebolielo exógena.- El dinitro-renol tiene un; acción eili
lnr elendo loe doe efeotoe editivoe beJo lee Iienee condicionee. ¡ete

eoelereción en le reepireoión ee ineeneible e le ezide oeeendo e 100°C.
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Parte e;gerisental.
Earscterístioa de la lgggara de laz ultravioleta: Se usó una lílpara

Dr. Ing. F. Müller Quarzlalpar Fabrik.- Essen W.“ 220.- Casa Otto Hess

Corriente de encendido 3,5 Asp. Durante su funcionaniento oonsune 1,5

a 1.8 Asp.- Es necesario un periodo de tres-sinatos para estabilizar
1a laspara.

Prooedisiento: La irradiación se realizó sobre cultivos sembrados

en oaJa de Petri por el sótodo de estrías sobre superficie de agar.
El sedio consistía en:

Extracto sin sal. . . . . . . . . . . . . . ..... 0,7 fi
Pon ¡e - . o a a s e e e u oowe e e e e o a a e sel...
Glucosa. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ........ 10,0 fi

A”. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . “2.511u. e... O Í Ol 0 OC OO o O O I n 0 OO...
pg ......?..... .. . . . . . . . . . .... u,u

Unavez sesbradas las oaJas de Petri, se irradian con luz ultravio

leta a una distancia de 20 Ol.- Se inonban a 30 °0 durante un período

de 48 horas y se aislan las colonias. La tecnica a seguir es sisilar
a la utilizada en 1a pri-era parte de la tesis para la detsrsinación
de la tolerancia alcohólica de las levaduras. Ver pagina 20



mientos de la irradiación de la con ¡“1

de ¡lucir utiligado
I:

M0 I I A 8

66 1 8 A 9 10 n 12
F .

96.7 96.5 91.4 96.6 96.4 91.7 96,6

96.1 96.5 97.3 96.6 96.4 97.1 96.5

96.1 96.5 91,3 96.5 96.1 97.1 96.5

96.6 96.5 91.5 96.6 85.4 97.5 95.6

59.2 93.5 84.6 81.1 54.2 96.5 10.4

11.3 56,8 32,4 20.6 31,1 36.4 24,2

5.4 3.7 15.2 12.5 9.6 10,2 12.3

1,1 2.9 4.1 4,0 2.2!. 2,4 3,1

96.8 96.3 91.4 96.1 96.5 97,1 96,6
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¡germinación dc la tolerancia alcohólica de las colonias EIOVCniontO.do ln irradiación do la

alcala-t 1, 2. 3, 4, 5, 6, 7, a, 9, 1o, 11; 12.
oluncn a torncntarn 25 nl

Inma inicial! 10 ¡ng/.1
Imporaturo dc incubación: 30°C

lompodo irradiación: 45"

¡capo dc incubación n 24 horas

P o r o o n t a J o d o a I u c o r u t i l i z a
Alcohol

amm c”. O 0 L 0 I I A 8
S "' ”'° 1 1 2 ‘ 3 4 5 I 6 7 8 9

4.5- 91,8 96.6 96.6 96.6 96.8 96.6 96.7 96.5 91.4 96.6

5.1 91.8 96.5 96.6 96.5 96.8 96.6 96.1 96.5 97.3 96,6

6,5 97.7 96.2 ' 96.5 96.6 96.7 96.6 96.7 96.5 91.3 96.5

1.6 97.1 94.4 96.2 96.5 96,1 96.5 96.6 96.5 91.5 96.6

8.6 91.3 55.8 81.3 83.5 60.2 89.1 59.2 93.5 84.6 81.1

9.5 39.5 9.45 6.62 21,4 18.5 39,1 11,3 56.8 32.4 20.6

10,5 11,0 0,22 9,22 13.9 ' 8,9 3.o 5.4 3.7 15.2 12,5

11,5 4,5 0,22 0,22 4,3 1,1 0,5 1,7 2,9 4,1 4,0

-0- 93.1 9599 96.9 96.1 9613 9691 9603 96.3 9794 9‘07



Jo do azucar utilizado

D 0 I. 0 II I L 8

5 6 7 8 9 10 11 12

97,4 97.3 97,6 97,6 97,6 97,4 97.4 97,6

97.4 97.3 97.6 97.6 97,6 97.1. 97.3 97.6

97.4 97.3 97,6 97,6 96.1 95,7 97,4 97.6

97,1 97.3 97.1 97.‘ 96,1 68,2 66,1 65.3

95.2 1.6.5 97,1 97,0 1.6.2 19,0 33,1 27.1

52,6 23,3 51,7 52,0 19,2 ¿,1 11,2 12,1

29.1 2,8 23‘? 19,9 2,5 2,0 ¿.3 0.3

6,1 0,0 5,8 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0

97,6 97.3 97.7 97.9 97.8 97.6 97.7 98.1



do azucar utilizado

L 0 ll A S

6 7 8 9 10 1.1 12

97,3 97,6 97,6 97,6 97.4 97.4 97,6

97.3 97,6 97.6 97.6 97,1. 97.3 97.6

9.7.3 97.6 97,6 96.1 95,7 97.1. 97,6

97.3 97.1 97.4 96.1 68,2 66,1 65.3

¿6,5 97.1 97,0 1.6.2 19,0 33.1 27.1

23.3 51,7 52,0 19.2 ¿.1 11,2 12,1

2.3 23.2 19.9 2,5 2.a ¿.3 3.3

0,0 5,8 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0

97.3 97.7 97.9 97,8 97.4 97.7 98.1



WL).

t ¡JO do antes: n‘lltllh
OOL'ONIAS

5 6 1 a 9 ¡o n ¡a

.4 91.4 “.5 96.2 91.6 96.8 95.8 91.1 9m

.1 96.9 94.3 95.9 91.6 95.4 94.9 91.1 95.9

,o 32.3 ¡9.1 90.6 91.6 41.2 89.3 91.2 61,6

.3 41.0 80.9 14.1 68.2 32.0 69.3 66.3 10.1

.6 n.o 31.3 30.6 19.0 4.6 26.1 45.1 21.3

,1 9,3 15,6 15,2 4,1 3,1 12.5 9,3 11.4

,1 0.o 3,1 2,1 2.o 0.o 2,1 2,7 1.6

,1 0,0 0,0 0,0 1,0 0,6 1,0 2,1 1.o

,3 91.6 96.1 91.5 91.6 96.9 96.3 91.3 96.1
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ggggggiggggónd. 1a tolgrnnaia ¡nggégtgg ¿o ¿gg colega

conan: 1. 2, 3, 4. 5, 6, 1, 8, 9, 1o, n, 12.
ïolu-nnMi 25¡1
aman-oainicial a 1o lg‘] .1
lle-po a. trrnllnlliúa JO"
iilporlSnra d. incubación: JO °c
Tiempods incubación: 24 haran

P o r o o a t a
Alcohol

atrasado c.’. a
f ln pino 3

1 2 3 4

4.1 san 91.8 91.8 97.8 91.4

5.1 98.1 91.4 91.7 31.9 95.7

6.5 91.2 47.3 91.1 46.5 66.0

1,6 89.9 32,0 83.0 35.0 30.3

8.6 42.5 4.6 51.5 14.1 13.8

9.5 18,6 3,1 9,6 10,9 6,1

10,5 6,5 1.o 3,1 3.1 2.1

11.5 1,0 3,1 3,1 2,1

-o-— 96.3 90.1 95.1 91.9 91.3



rnontajo ¡o ¡shout ntlllsn“

M 71.1 91.1 91.6 91.6 96.1 m2 si» 96.3

¡.9 96.0 91.3 96.3 3M 96.3 96.3 “a 95.9

¡.8 14.1 0M 09.6 3M 65.0 16.1 96.1 -m

¡.0 30.6 10.0 69.0 60.4 ¡8.a 0.! 04.2 90.9

ha 14.3 22.1 49.9 32.5 12.1 9.1 54.1 51.6

La 1,1 11.1 22.1 18.6 5.1 1,1 30.1 26.4

¡,0 0.o 2.1 2.1. 2.1 2.1 0.0 9.3 1.5

¡,o 0.o 2,1 1.3. 0.o 2,1 0.o 1.o 1.o

’04 9701 9701 91.3 9705 "95 97,2 9‘09 “a,



mm.” ¡o 2o 3o 4o 5o ‘o 7. 89 9o 10' 119 120
701” a tout“: 2’ll
me... man: 9,2u/n
11-90 do imitando: 60 "
“tafira ¡lohaha“! JO‘C
han» ¿o"mas... 24hora-.

o r o o 5

Alcohol. "

¡naa-¡0

S n w 4 1 2 3 4

4o} 91.1 91.6 97" 91.6 91.4

5.1 91.7 96.2 96.1 96.3 90.9

6.5 91.1 90.3 66.0 95.1 60,3

1.6 90.0 65.4 a.) 09.3 40.0

Bo‘ 55.1 ‘ 21.5 12.1 64,4 9.2

9.5 21.9 12.3 5.1 22.1 1.1

10.5 6.9 3.6 2.1 6.1 0,0

11,5 3.6 1.o 2.1 3.1 0.o

——o—-.- 96.2 91.1 91.6 91.6 91.4



¡inm ¡la

went-jo do ¡sacar conlnntdo
C 0 L 0 I A 8

5 6 1 a 9 ¡o n 12

3 ' 91.0 97" 97.6 97.5 97.5 97.7 97.5 97.7

9 9‘" g 91" 97,9 97.6 97” 97.4 9793 9705

96.3 97" 96.2 97.6 91:1 9794 9704 90.1

l 35.7 33.6 56.4 97.‘ 34.3 11.3 12,3 84,1

4 29,3 68,1 32,1 63,2 61.1 30,6 30.6 60,2

1' 24.7 3293 143° 3901 34", 1203 13’3 “01

‘ “'11,; 12.1 4.o 16,1 19,9 2,3 2,1 16,1

3,1 6,1 0,0 10,3 12.1 2.} 2.1 10,0

97.5 970° 97" ’70. "3‘ 979. 970. 9703

"‘ÏÏ‘



us

Mdón doh. “olores! ¿católicadolu 001m1"‘

Colo-1.a: 1, 2. 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. 11. 12.
Volm a.rom-nur: 25nl
Glnoo-ninicial: ¡o Ig/ml
Tinpo do irradiación: ‘45"

Temperaturadqhmhq‘h: 30'C
Tiempode nabadüs 24 horas.

Porcel
Alcohol

r2: c»
5 1 2 3 4

4.1 91.9 91" 91.6 97.3 91.3 “9

5.1 91.9 91.5 91.5 No0; 95.9 9

6.5 91.6 91.3 91,3 96,1 96,2 9

1.6 97.8 85.2 85.2 10.6 11.1 8

6,6 63,8 66,1- 61.3 31.8 36,4 2

9.5 40.5 32.3 29.5 26.8 25.1 2

10.5 , 19.5 10,0 6,4 3.1 10,3 ’1

11,5 14.6 1,1 0.o 1.o 2.5

--0-- 90.0 91.6 91.9 91.1 91.6 9



1.

roontnjo do sanear utilita‘o
c o 1. 9 r A a

5 6 7 6 9 10 11 12

¡o 91.5 ' 91.6 91.1 ¡1.5- 91.5 91.9 91.6 1 91.5

’¡0 91.4 97" 97.3 51-5 97.5 91'99 97.1 97.5

LJ 9T" 97." 95.0 2 ' 9775 96.0 97.9 909° . 91,6

¡.1 52,9 91,0 49,0. 51,6 66,1 89.0 ¡0.1 52.3

gs ¡8.a 30.1 25.0 34.5 28.3 I49.6 24.3 25.6

C»! 11.1 1.4 10,0 18.1 12,3 0,9 0.1 12,1

P4 6,3 5,2 3,1 11.3 9.a 2.1 3.o 10,3

L2 0.o 0.o 0.o 3.1 3,3 2.1 ¿.0 3.2

L4 '9m 91.6 9m 96.1 91.5 91.9 91.6 91.6
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te salón d la tol moda. ol un las oo]. u

Colonial: 1. 2, 3, 4, 5, 6, 7, Ü, 9, 10, 11. 12.

Volvnana toman 25.1
Tiempode irradiacián: JS "

Moratnrn d. incubaddn: 30°C
nano ¿o natación: 24hem
Glucosa ¿usoaals 1o ng/ha

P o r o o

umm1

“"‘“‘° Capa c
í ’“ 9"° 6 1 2 3 4

4.1 90.0 97.9 91.5 91.0 91.0 s

5.7 97.9 91.9 91.5 91,5 97.0 E

6.6 97.6 97.9 91.5 95.5 96.3 1

7,6 91,5 66.4 52,6 ‘63,2 58.1 t

8.6 95.0 29.2 36.5 30.2 31,6

9.5 52,4 15,8 18,3 20.1 26.9

10.5 11,6 11.9 .12,3 12,1 11,4

11.5 15.4 2,5 2,5 2,1 6,2

_°"" 9801 9301 91.5 97:8 97,4 ‘E



u growniontoa de la irradiación de la me. I’ 1

ontajo de azucar utilizado

5 6 1 a 9 1o n 12

97.3 97.3 91.6 97.3 97.4 91.4 97,4 97.4

91,1 97',í 91,3 97,2. 97.6 97,6 97,2 91.2

96.1 96,6 91.1 96,8 96,6 96,6 96,2 91.1

90,0 81,0 96,5 71.4 89.0 97.4 49.1 68.2

12,0 52,0 52,1 52,1 72,1 58,1 24,1 45,6

55.1 31.1 29.2 30.1 54.3 39.1 14.2 30.1

20,0 9,1 9,á .9,a 19,1 14,2 3,2 8;).

1.3 3.6 3,1 0.o 2,1 2,1 2,1 3,0

97"3 9197 9794 97.4



Determinación do la tolerancia alcohólica. de las colonia:

Colonias: 1,2. 3, 4, 5. 6. 7, 8. 9, 10, 11. 12.

Volumona fomentar: 25 nl

Glucosainicial: 9,5 nz/nl
Timpo (lo ¿radiadóls 35"

“perdura. do incubath 30°C
Tiempodo incubación: 24 hora-.

P o r o

Alcohol

aeroendo c.pa

f a: polo 1 1 2 3 4

4.1 9?".6 91.3 91,3 91.6 97.6

597 97.6 97.3 97.3 97.6 97.1

‘.‘ 91" “.2 96,1
1.6 97*6 mol 55.1 96,1 64.1

8.6 97.5 52.1. 41,2 46.2 50,1

9.5 56.4 30.3 32.1 19.1 21,2

10.5 34.4 9.2 11.1 2,1 15.3

11,5 13.6 0.o 2,1 0,0 6,1

_°'_ 97.7 9703 97.3 97.5 9797
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DISCUSIOI

Los ensayos de tolerancia alcohólica realizados con las cepas estu

diadas denuestran que el ndtodo utilizado por W. Gray es enpirioo y

pernite obtener resultados conparativos. no de valor absoluto, puesto

que de acuerdo ocn la definición dada, estos pueden variar según las
condiciones del nedic.

En consecuencia la tolerancia alcohólica de cada levadura deberia

ser ligeranente nayor que el valor asignado porque dospu‘n de 2k horas

de ternentación se produce algo de alcohol. sin enbargc, este no ende

de de 0,5 fl puesto que la cantidad de glucosa suninistrada es pequena.

En oanbio, en los filtinos frascos, debido a la alta concentración de

alcohol parte de ¡ste se pierde por la tenperatura de incubación cono

asiaisno por el desprendimiento de 602.

Estos ensayos perniten deterninar con aproximación el grado de to

lerancia alcohólica y se utilizan para seleccionar las diferentes ce
pas de uso industrial.

No en todos los casos las cepastaue tienen nayor tolerancia alcohó
lica son industrialnente convenientes.

Be han consultado los distintos n‘todos para aunentar la tolerancia

alcohólica y se trató de irradiar las cepas de levaduras con luz ultra
violeta con el objeto de obtener posibles nntantes. aislando las co
lonias y deterninando sus nuevas tolerancias.

De los 86 eJenplos utilizados puede decirse que en ningun case se

niilnron colonias que tuvieran layor tolerancia alcohólica que la pri

nitiva. al contrario todas presentaban una disninución en la nisna. cg



ao puede verse en las tablas rospeotivas. y s‘lo algunas tenian un va

lor seaeJante a la cepa original.

Observandolas colonias oorrsspondientss a las copas.l. 2. 6.7, que

originariauente tenian una tolerancia alcohólica de 8,6 , una vez irra

diadas se obtisne 8,31 fi de colonias quo poseen la uisua tolerancia,

un 68.9 i de tolerancia coapreudidax entre 6.5 f I 7.6 X . y un 22,8 5

de tolerancia 5.7 1.- Por lo tanto todos los ensayos realisados dieron

datos coupletaaente variados de tolerancia alcohólica cono era de espe
rar.

Esto parace estar ds aousrdo. en principio. con los trabajos de,

Duraivaui (12 y 13).

Uuade las críticas de layor iuportanoia que puede hacerse a los

experiaentos de irradiación es que los resultados obtenidos no ¡en ri

ciles de reproducir. La longitud de onda euitida. la intensidad, la

distancia. la interposición de cualquier ¡odio absorbente. la tenpera

tura de irradiación, el pHdel uedio, la edad de las colonias. y la te;
nica de inoculación. deban ser tenidos en cuenta en todas las investi

gaciones para obtener resultados siuilares, faciles de couparar.
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RESUIII

1°) Se reocpiló 1a breve bibliografia eebre tolerancia alcohólica

de levadurae. haciendo un reennen de 1oe trabaJoe exietentee.

2°) Se estudiaron loe dietintoe ¡{todoe de eelecoión de oepae. uti

lizando en 1a parte experiaental el de celula ¡nica por eer el ¡le con

veniente. Be introdujeron algunae lcdiricaoionee a dicho procedinientc

de acuerdo a lae neceeidadee del trabaje.

3') Unavez aieladae lae coleniae ee eneayaron loe diterentee n‘tcdoe

de reconociniento y pnririoación. aplicando nedioe eólidoe y 11qnidoe.

u-) Be hicieron eneayoe con nedioe de cultivo de ccnpoeicionee dire

rentee. tratando de ver ei ee llegaba a lce nienoe reeultadoe expneetee

por U. Gray.

5') Adenda, ee eetndiaron laa influencine que podrían tener eebre 1a

variación de tolerancia alcohólica 1ae dietintae concentraoionee del

nedic, el tienpe de incubación, 1a tenperatnra de incubación. etc..

6') a. irradiaren 1ae cepas oenlla ultravieleta. etinmde dietin
toe tieapoe de irradiación. ee deternin‘ 1a telerancia alcohólica de lae

ooloniae aieladae y tranecribieron lce reenltadee de layer valor dentro

de todce loe hal)ndce.



¿1

APINDIOI

A continuación ee daria loa dietintoe aótodoe y procediaientoe ee

guidoe. en el aereo del preeente trabajo oon el rin de aielar oepae.

controlar eu pureza y ooneervarlae.

1’) Aislamiento de oegga.
Mitodo de oilnla única:

Eate eítodo re‘ deearrollado por I. Chr. Haneeny Alfred Jorgeneen

(30). Be euepende ana cierta cantidad de levadura en agua deetilada ee

tiril y acidulada al l l en oaeode near ¡oido eulrfirioo y al lo fi tra

tindoee de ¡oido ao‘tioo (para facilitar la eeperaoión de laa o‘lnlae).

Se hacen dileoionee deoinalee. haeta tener aproxieadanente 60.000 a

100.000 o‘lulaa por al. Luego ee tone 0.1 al y ee eieabra en lo al de

medio de cultivo con agar. obtenidndoee una concentración de 600 a 1000

c‘lulaa por Il aproxiuadanente.

Ba aeaola bien evitando la for-ación de eepuaa. y ee eepara con una

onp‘tula eeteril una gota que ee depoeita en una oiaara niaeda, donde

el cubre-obheto ee encuentra dividido en 16 ouadraditoe.

Se obeerva al aieroeoopio con auaento 50 a 100 diinotroe anotando

la ubicación de loa eectoree donde hay una eola c81ula.- Deepu‘e ee in

ouba a 30° C hanta le formación de lee ooloniae.

En la imposibilidad de ooneeguir dicho cabro-objeto. ee introdujo

una modificación a1 aitodo anterior, la cual ee deeoribe a continuación

Se uaó un porte-obJeto excavado con diiaetro de 1h ln. La aielaoión

ee efectuó de ie eigniente torna.



ghz

8o paea el portaobJeto por la llana, ee extiende aceite en ene ber

deo y una gota de agua oeteril on el centro.- 8o cierra con un cubre

objeto eeteril, en el que ee han depoeitade pequenae gotitae de euepen

eión de 1oVadura en ¡odio de cultivo (con un plunin). de acuerdo a lae

dilucionoe antoe eetablecidae.

Se obeerva al aicrcecopio. con un aulento de 130 dialetroe. tratan

do de localizar gotae con una eola c‘lula.- Unavez obtenidae, eo lar

ca en un papel, con un circulitc, la poeición de lae oie-ae y eo incu

ban a 30°C.- Eete metodopermito eoguir el doearrollo de lao celulae de

levadurae nicroecópicalente.

Doepuoede 24 horae ee abeorho la cota con papel de filtro previalon
te eeterilizado (cortado en for-a reubioa para que proeente puntal) I
ee aionbra en un tubo con ¡odio de cultivo.

La identificación de lao ocntaninacionoe eo hace en baeo al ¡6todo

de White que se detalla a continuacion.

2°) Sionbra en ¡odio líguide.

Aconceja White (69) un ¡{todo diferencial. el cual fue ¡edificado ca!

biando el extracto Diroo por 'Ertractc de Levadura ein eal'.- La coope

eición del ¡odio ee el eiguiento:

Extracto de letadura ein ea1.. . . . . . . . . . . . . . .... lO gra-oe
inoea. . . . . . . . . . . . . . . . . . ............ . . . . . . . .. 5 craneo

Lactoea....... . . . . . . . . ... . . . . . . . ... . . . . . . . . . . .. lO craneolonitol........... 5gralee
Glicerol . . . . . . . . . . . . . . . . . . ... . . . . . . . . . . . . ..... 5 gra-oe

Todo eo lleva a un litro con agua doetilada, ee filtra , eo coloca

en tuboe de oneayoe (li nl aproxiladalento) y eo eeteriliza.

¡ete metodo detecta una celula en 0,1 grano de levadura proneada o

contrifugada.
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¡1 procediaiento se basa en el hecho de que, ese nedic es inadecuade

para 1a levadura porque no contiene ningún azucar fernentable; en oanbie

existen azúcares y sustancias proteicas que facilitan el desarrolle de
1a nayoría de las bacterias.- Estas concentraciones fueron los resulta

dos de un sinnúmero de trabaJes experiaentalss.

Hayque evitar durante la inecalación de introducir azúcares teraen

tables que provengan de los Isdies de cultivo de las 1eVaduras.

Per consiguiente el procediniento nas conveniente es el siguiente:

centrirugar la suspensión de levaduras y lavarla varias veces cen solu

ción salina esteril al 0,5 1 de Olla.

Las concentraciones óptinas sen 1/106 , 1/107, 1/108 granos de leva

dura por nililitre de solucion salina,-inecn1andese 1 ni de estas sus
pensiones.

Los tubos se dejan de tres a cuatro diís, a una tenperatura de 28 a

30°C y se cbservan.- Si no hay contaainación laa oa1u1.. de levaduras

se depositan en el fondo del tube de ensayos. el líquido sebrenadante

es linpidc.- Si hay contaainacián se ve ana suspension en el sene del

aisao. peliculas en 1a superficie, canbio de pl o de coler.

3°) Conservacion de cepas baJe 252; de aceite.

Se utilizó este n‘tcdo para 1a censervaciín de oep.s por ser el nas

conveniente (34,37,38).- Se preparan tubos de ensayos con aedio de cul

tivo a base de extracto de nalta (Balling lo), 0,7 X de extracto sin sal

y 2,5 de agar, agregandounes oentinetros díbioes de aceite nineral (li

bre de inhibidores).- Se esterilizan y deJan enfriar en peeiciín eblicua.

Loe tubos sen inoculades directamente a traves del aceite en 1a super

ricie del agar y 1a levadura crece ncrnalaente debaJo de aque1.- Se incu

ban a 30 °c haeta 1a tor-ación de celenias y conservan en heladera.
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Eete proceso reduce lee conteninecionee per lehee, dedo que eetee no

pueden crecer en eeee oendioioñee.- Adeníe previene 11 deeeoecien del

181?. haciendo posible coneervar lee ooleniee por nee de eeie leeee.
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¡odio I‘ 1

Glucosa....... . . . . . . ..................... 1,25 fi
Aguado levaduraal 10fi ................ 100 al
p. Ono-0.a.oooauooouooaaaoaoouu o. ooaoououa “¡31‘16

Eat- uadio ao prepara. touaudo 200 c do lovadura prouaada (libro do

aluldóa) y uuapaudiondolo au 200 ul do agua; la uoaola oa oalou‘ada ou

autoolava a 120'0 c durant. 10 uiuutoa.- Il líquido oa ooutrirugado.

y aJuatado au pH - h,3 , 4.6.- Bodaba agregar gluooaa au una oonoaa

tración da 1.25 S y ao oatorillaa.

¡odio I' 2

Extractoda levaduraa1! ual .................. 0.7 fl
0.5x

Gluooaa....................................... 1,25f
ACI! o. l. p. aoououaaauouoou-ooooooooaaooouoo 100 Il

pH ............. . . . . . . . . . . . ................... 4,} a “,6
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