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Esta comunicacién presenta las directrices necesarias para lograr la observacion en el laboratorio de Biologfa de
Educacién Secundaria de uno de los productos finales de la fermentacién de la glucosa por parte de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, el estudio parcial de su metabolismo y su incidencia en la materia de Biologfa en
segundo de Bachillerato.

Palabras clave: Fermentacion; Levadura Panificacion; Saccharomyces; Educacion Secundaria.

The studied of the fermentation in compulsory secondary education laboratory

This paper shows the guidelines to ensure the observation in the Biology laboratory of compulsory secondary
education one of the resulting products of the glucose fermentation by Saccharomyces cerevisiae yeast, the partial
study of its metabolism and the effect on the Biology discipline on the “Bachillerato” (A-level).
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Desde la antigtiedad se conoce la actividad de transformacién de la materia por parte de
hongos y bacterias, si bien algunos de sus procesos han sido utilizados para la elaboracién de
pan, quesos, vinos o cerveza. Las levaduras, organismos eucariéticos pertenecientes al reino de
los hongos (ascomicetos), son los microorganismos mas importantes y de mayor uso en la
industria, empleandose en la fabricacion de pan, sirviendo como fuente de alimento a
macroescala de cultivo y en la produccion de vitaminas y factores de crecimiento (Brock y
Madigan, 1993). Son individuos microscopicos ubicuos, pudiéndose aislar en la superficie de
frutas con alto contenido en azicares o incluso en los suelos de cultivo (Garcia 7 al., 2005). La
fermentacion es el proceso catabdlico responsable, bajo condiciones de anaerobiosis (ausencia
de oxigeno), de la degradacién de la materia organica. Se clasifica atendiendo a la naturaleza
del sustrato y productos finales (fermentacion lactica, putrida, acética...).

El estudio y conocimiento de los procesos fermentativos de azicares es uno de los contenidos
que se imparten durante la Educacién Secundaria Obligatoria y —su profundizaciéon— en
Bachillerato (Anénimo, 2007; 2008), si bien este apartado del temario podria completarse con
una actividad de laboratorio consistente en el estudio de la produccién de didxido de carbono,
producto de la fermentacion, por parte de la levadura Saccharomyces cerevisiae. De igual modo, la
actividad pretende repasar conceptos tan importantes dentro de la Biologfa como son el
catabolismo de los azucares, via glucolisis, y el metabolismo anaerébico del acido pirdvico
hasta la produccion de etanol con el desprendimiento de diéxido de carbono (fermentacion
alcoholica). La figura 1 resume la secuencia de reacciones bioquimicas del proceso.
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Glucosa Glucolisis Acido Piruvico

CcH,,0, P 2 CH,COCOOH

2ADP+ 2 Pi 2ATP ZCOZ
2NAD 2NADH,
Etanol Acetaldehido
2 CH;CH,OH 2 CH;CHO

Figura 1.- Sintesis de la secuencia de reacciones bioquimicas del proceso de fermentacién alcohdlica (se han
obviado los pasos intermedios de la ruta glucolitica).

Con el objetivo de lograr el éxito en el laboratorio con esta experiencia, se procedera a la
construccion de un “fermentador” con ayuda de una pipeta de 10 ml, dos mangueras de
plastico transparente (dimensiones 65 cm “ 1 cm de didmetro y 5 cm “ 0.5 cm de didmetro), un
soporte universal y pinzas, tal y como se indica en la figura 2A. El medio de cultivo para las
levaduras consistira en una mezcla homogénea con 20 g de harina de trigo, 10 g de levadura de
panificacion fresca y 100 ml de agua del grifo. Una parte (20 ml) de esta suspension se vertera
en el interior del fermentador, por el extremo de la manguera de mayor diametro e insuflando
aire posteriormente para llevar la mezcla hasta el extremo superior de la pipeta. En este
momento, con ayuda de unas pinzas (similares a las de sujetar folios) se tapona la manguera de
menor diametro y comienza la experiencia. Es importante tomar nota de la temperatura
ambiental, ya que cuanto mas fria esté mas se retrasara el experimento; la temperatura 6ptima
corresponde a valores superiores a los 20 °C.

Figura 2. (A) “Fermentador” de cultivo de levaduras sobre soporte universal. La temperatura ambiental era 18
°C. (B) Desplazamiento del cultivo tras la produccién de diéxido de carbono en el interior de la pipeta (tiempo de
incubacién: 6.5 horas).
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El almidén presente en el trigo es una reserva alimenticia que es hidrolizado por las levaduras
hasta generar restos de glucosa. Se define como una mezcla de glucanos que las plantas
sintetizan como fuente de reserva, depositandose en el citoplasma de las células a modo de
granulos insolubles. Bioquimicamente esta constituido por a-amilosa y por amilopeptina. La
amilosa es un polimero lineal que consta de varias subunidades de glucosa unidas por enlace
a(1—4). Por el contrario, la amilopeptina estd formada por restos de glucosa unidos por
enlace a(1—4) y a(1—0), siendo una molécula ramificada. L.a digestiéon del almidon se lleva a
cabo gracias a la a-amilasa, capaz de hidrolizar al azar todos los enlaces a(1—4), excepto en los
extremos y en las ramificaciones de la molécula (Voet y Voet, 1992). La digestion total se lleva
a cabo mediante la dextrinasa, que hidroliza los enlaces a(1—4) y a(1—0), y la maltasa, que
escinde los restos de maltosa (disacarido constituido por dos subunidades de a-D-glucosa).

Transcurridas las dos primeras horas de incubacion, en la pipeta empieza a acumularse diéxido
de carbono que posibilita el desplazamiento de la masa de harina y levadura por el interior de
la manguera de mayor diametro (figura 2B), como consecuencia de la fermentacion de las
subunidades de glucosa bajo condiciones anaerdbicas. Al cabo seis horas y media se puede
comprobar una produccién —aproximada— de 10 ml de CO, (teniendo presente una

temperatura ambiental de 18 °C). El otro producto de la fermentacion, el etanol, es facilmente
detectado por el olor que desprende el cultivo de levaduras. No obstante, es preciso indicar en
este punto que, si bien el sistema esta abierto por el extremo de la manguera de mayor
didmetro para facilitar el movimiento del cultivo, las condiciones de aireacién son minimas
como para que se produzca una inhibicién en la produccioén de etanol o efecto Pasteur. Esta
inhibicién es consecuencia de la oxidacién total de la glucosa, sin favorecer un catabolismo
parcial en el que el aceptor de los hidrégenos es una molécula organica (figura 1) y los
productos finales del proceso son sustancias organicas que no llegan a descomponerse
(etanol), siendo el didxido de carbono el principal producto final del metabolismo aerébico,
indicativo de un mayor rendimiento energético frente a la fermentaciéon (Voet y Voet, 1992,

pp. 480).

El tiempo estimado en el desarrollo de esta experiencia es de 55 minutos (una clase). No
obstante, es recomendable empezar la actividad durante un perfodo de recreo, como
consecuencia de la larga evolucién de la experiencia, que puede llegar incluso a superar las 2
horas. Con ayuda de una pipeta Pasteur pueden tomarse alicuotas del cultivo y realizar
observaciones de los microorganismos responsables bajo el microscopio de campo claro y
tinciéon con reactivo de Lugol (figura 3), o bajo microscopia de contraste de fase. Es
importante poner de manifiesto la inmovilidad de las células de levadura al microscopio, asi
como en el “fermentador” transcurridas unas horas (alojandose la masa en el fondo dela U y
ausencia de turbiedad en el ascenso de la columna de agua).

/

Figura 3. Imagen al microscopio 6ptico de campo claro de una tinciéon con Lugol de levaduras del cultivo.
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Finalizada la experiencia y como medida basica de higiene, es aconsejable el lavado de las
manos con agua y jabon. El material de trabajo (pipeta, mangueras...) debe dejarse algunas
horas en hipoclorito de sodio para facilitar su limpieza.

Serfa interesante, como experiencia complementaria, proceder a relacionar el modelo de
laboratorio que se ha estado trabajando con los procesos industriales, caso de la elaboracion
de un poco de masa de pan. En este caso, en un vaso de precipitados se mezclaran 20 g de
harina de trigo, 10 g de levadura de panificacion fresca y 30 ml de agua del grifo. Transcurridas
2 horas de incubacién a temperatura ambiente, se podra comprobar la “crecida de la masa de
panificacién”, relacionandola con la liberacién de didxido de carbono, primer producto de la
fermentacion de los aztcares por parte de las levaduras (figura 1), asi como la comprobacion
organoléptica (en este caso, el olor) de la produccién de alcohol.
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