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1. Presentacio del Treball

“Qué és una fermentacio i per qué s’utilitza?” Segurament, la resposta de
molts seria: “Un procés o una tecnica per fer begudes alcoholiques, pa i
productes de pastisseria.” “Perd que més? Per a qué més s'utilitza?”, en l'inici

d’aquest treball s'intentara ajudar a respondre aquestes preguntes.

Aquest treball de recerca, tracta de les fermentacions en general, pero tracta
amb més emfasi els temes relacionats amb les fermentacions alcoholiques, ja
que en la part practica s’ha treballat sobretot amb llevat Saccharomyces

cerevisiae.

El treball de recerca que he realitzat esta relacionat amb la microbiologia, i va
enfocat sobretot a estudiar les fermentacions, els organismes que utilitzen
aguesta via per aconseguir energia, i també va enfocat a intentar que la gent
gue llegeixi el treball pugui aprendre i entendre’l, independentment del nivell
que tingui. Aquest camp d’estudi és molt interessant, perque les fermentacions
so6n molt utilitzades en la societat actual, encara que la gran majoria de
processos son desconeguts per a molta gent. A més, la tecnologia actual ha
permes que la microbiologia avancés molt, innovant i millorant la precisié de les
tecnigues d’observacio i analisi. La Bioinformatica també ha ajudat molt en la
millora de la microbiologia, ja que actualment es poden fer simulacions dels
processos biologics i emmagatzemar gran quantitat de dades sobre els

organismes a estudiar.




Per que un treball sobre fermentacions?

A I'hora de elegir aquest tema pel treball de recerca, m’he basat en que tingués
alguna relacié en el moén de la ciéencia, ja que sempre he estat interessat en
aquest camp i, tinc pensat estudiar alguna carrera relacionada amb aquest
mon. A més, en la meva opinid, les fermentacions son un tema molt interessant
i alhora molt poc valorat. Té moltes utilitats poc conegudes, fet per el qual, en
la part teorica, hi ha un apartat destinat a una breu divulgacio de les
utilitzacions d’aquest procés i dels organismes més comuns que s'utilitzen per a

I'estudi fermentatiu.

Una altra ra6 per la qual vaig elegir aquest tema és el fet que, en el programa
“Bojos per la Bioquimica”, es tractava aquest tema tant tedricament com

practicament.




Ja que les fermentacions so6n un tema molt ampli i engloba molts aspectes, no
es pot parlar de un sol objectiu del treball, sin6 de diversos, pero tots igual

d’'importants.

Objectius

Els objectius que m’he proposat assolir en aquest treball son:

» Aprofundir en el coneixement sobre les fermentacions, la microbiologia i la

biotecnologia.

» Coneixer millor com es realitza una recerca cientifica, les parts de les quals
consta, aprendre a treballar al laboratori i preparar-me per si al futur tingués

ocasio de poder treballar en un laboratori.

* Entendre el fonament de la tecnica espectrofotométrica i utilitzar-la per a
poder veure la resisténcia que tenen diferents soques de llevats a I'etanol.

» Determinar com varia la degradacio fermentativa de diferents substrats entre
si, i també la variaci6 que hi ha en un sol tipus de substrat, variant la

temperatura.




Per realitzar aquest treball de recerca he combinat dues metodologies
diferents, una per cada part: una part teorica, basada en la recerca bibliografica
i la utilitzacid6 de les dades obtingudes en els experiments, amb una part
practica, basada en la experimentacio, realitzada a la UB, a I'Institut Miquel

Marti i Pol i a la cerveseria PilsTer.

Metodologia

« Cercar informacio sobre les fermentacions i les seves utilitats, els organismes
més coneguts que s'utilitzen en l'estudi de les fermentacions, les diferents
aplicacions de les fermentacions i les diferents vies metaboliques que permeten

realitzar aquests processos.

* Elaborar la part teorica del treball utilitzant la informacio trobada.

* Realitzar la part practica per poder obtenir resultats.

» Comparar i avaluar els resultats obtinguts.

» Observar, comparant amb dades de Bases de Dades electroniques, si els
resultats obtinguts son plausibles o, d’altra banda, els resultats no poden ser
reals i s’ha de repetir I'experiment, fet que pot estar provocat tant per causes de
contaminacio dels cultius, com per utilitzar un métode erroni o, errar a I'hora de

apuntar els resultats.

» També he valorat la possibilitat de poder realitzar un métode analitic que

normalment no s'utilitza a les classes de Dbatxillerat, el métode
espectrofotometric per poder observar el creixement de diversos cultius de
llevat amb diferents concentracions d’etanol, calculant aixi la resisténcia a

I'alcohol que tenen diferents soques de llevats.

 Extreure conclusions dels resultats obtinguts experimentalment.




2. QUE SON LES FERMENTACIONS?

Segons diversos diccionaris de llengua, es poden trobar definicions com les

seguents:
(SenTTR Institvt DIEC2
E ’E d’Estvdis S =
zMARR Catalans Diccionari de la llengua catalana. Segona edicio

fermentacio

1f [LC] [QU] [BI] Procés anaercobic de produccido energética per al creixement, que consisteix en la
degradacid parcial d'un substrat organic produit pels enzims de llevats, bacteris o fongs.

2 [qu] [BI] fermentacid alcohdlica Fermentacid en qué el producte més important és 'alcohol.
3 [Qu] fermentacié amilica Fermentacid que ddna naixenca a 'alcohol amilic.

Institut d'Estudis Catalans

C. del Carme, 47. 08001 Barcelona

Telefon +34 932 701 620 / Fax +34 932 701 180
oficines.lexicografigues@iec.cat

e
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fermentar.
(Del lat. fermentare).

1. intr. Dicho de los hidratos de carbono: Degradarse por acciéon enzimatica, dando
lugar a productos sencillos, como el alcohol etilico.

2. Dicho de los animos: Agitarse o alterarse.

3. tr. Hacer o producir la fermentacion.
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Aquestes definicions estan bé, perd només fins a cert punt, ja que els
diccionaris convencionals no poden donar una definicié exacta i amplia de
totes les paraules, sobretot paraules d’ambit cientific i, a més, contenen
accepcions que no estan relacionades amb I'ambit cientific. Per aquest
motiu, per aconseguir una definicio millor, cal recorrer a altres fonts
d’'informacié més especialitzades en I'ambit cientific o biologic, ja que cal
una explicacié bastant extensa per explicar-ho.

Una definicié més cientifica seria:

Les fermentacions son processos catabolics d’oxidacio incompleta realitzats
per enzims que permeten als éssers vius aconseguir energia en forma
d’ATP en un medi anaerobic, i té com a producte un compost organic. Aixo
significa que els electrons del NADH produit durant la glucolisis no seran
acceptats per l'oxigen com en el cas de la respiracio, siné que sera un
compost organic el que rebra els electrons, reduint-se per poder tornar a
oxidar el NADH a NAD*. Normalment, el compost que es redueix és

I'acetaldehid o el piruvat, derivats de sucres que ha consumit I‘'organisme.

Encara que no és gaire eficagc comparat amb la respiracio aerobica (es pot
aconseguir unes 18-19 vegades menys d’ATP), és un procés que va
permetre als primers éssers vius sobreviure en un planeta on no hi havia
oxigen en I'atmosfera, i per tant, va ésser molt important. Aquest procés, a
MES, es caracteritza perque no necessita la intervencio de mitocondris ni de

la cadena respiratoria.

A més, gairebé tots els éssers vius, poden fermentar: fongs, bacteris,
protoctists, animals... Si, encara que no ho sembli, els humans també
podem fermentar. Ja sigui perqué algunes cel-lules del nostre cos no tenen
mitocondris i es veuen obligades a fermentar per poder obtenir energia, com
és el cas dels eritrocits ( popularment coneguts com a globuls vermells ),
com també es pot donar el cas que el teixit muscular hagi de fermentar per
poder aconseguir més energia, si l'oxigen que arriba a les cel-lules

musculars per a realitzar la respiracio no €és suficient en un determinat cas.




2.1 TIPUS DE FERMENTACIONS

Hi ha 9 vies fermentatives principals:

e Fermentacié Alcoholica: Es un procés fermentatiu que es duu a terme
en plena abseéencia d’aire, originat per microorganismes capacgos de
degradar nutrients, generalment sucres, per arribar a aconseguir etanol,
dioxid de carboni i ATP. Els microorganismes més coneguts que poden
realitzar aquest procés son els llevats anomenats Saccharomyces

cerevisiae.

e Fermentacio Homolactica (Fermentacio Lactica): En aquest tipus de
fermentacid, els microorganismes oxiden els nutrients fins aconseguir
acid lactic i ATP. Aquest procés és molt comd, i el poden realitzar molts
bacteris, fongs, protozous i, fins i tot els nostres teixits, provocant-nos
fatiga muscular i els eritrocits. Tot i aixi, els organismes més coneguts

son els bacteris del génere Lactobacillus i Lactococcus.

e Fermentacio Heterolactica: procés semblant a I'anterior pero en que es
produeixen simultaniament lactat, etanol i dioxid de carboni. El
microorganisme model d’aquesta fermentacidé és el genere de bacteris

de I'acid lactic Leuconostoc.

e Fermentaciéo de I'acid propionic: fermentacié propia del genere
Propionibacterium, en aquest tipus de fermentacié a partir del sucres es

sintetitza propionat, acetat i dioxid de carboni.

e Fermentacié acid mixta: consisteix en la conversié dels sucre en
etanol, lactat, acetat, succinat i formiat amb coproduccié d’hidrogen i
dioxid de carboni. El genere Escherichia porta a terme aquest tipus de

fermentacio.




Fermentacio del 2,3-butanodiol: aquest tipus de fermentaci6 la realitza
el géenere Enterobacter i consisteix en la transformacié dels sucres en
etanol, butanodiol, lactat i formiat amb coproduccié d’hidrogen i dioxid de

carboni.

Fermentacié Butirica: Consisteix en la conversi6 de gllcids,
basicament lactosa, en acid butiric i gas. Els bacteris de I'espécie
Clostridium butyricum sén un exemple de microorganismes que poden

realitzar aquest tipus de fermentacio.

Fermentacio de I'acetona-butanol: com l'anterior la porta a terme el
génere Clostridium, en aquest tipus de fermentacions els sucres es
converteixen en butanol i acetona amb produccié dels gasos hidrogen i

dioxid de carboni.

Fermentacio Acética: Es un tipus de fermentacié una mica especial,
fins i tot es pot considerar que no és una fermentacid, ja que €s un
procés aerobic. Consisteix en utilitzar I'etanol per aconseguir energia,
trencar-ne els enllagos i formant acid acétic. Aquest procés el poden

realitzar els bacteris del génere Acetobacter.




3.PER QUE SERVEIXEN LES FERMENTACIONS?

Les fermentacions estan per tot arreu. Des de productes normals com la
cervesa, el vi, els iogurts, la salsa de soja... fins a bioreactors i fabricacio de
medicaments, enzims . Les fermentacions tenen un abast molt ampli i
actualment s'utilitzen en ambits molt diversos, pero la industria alimentaria és

I'ambit més conegut.

3.1 LES FERMENTACIONS EN LA INDUSTRIA
ALIMENTARIA

Anteriorment, ja s’ha exposat la divisio de les fermentacions en quatre grups,
pero la indastria alimentaria es centra sobretot en els tres grups seglents:

e Fermentacié lactica: per produir productes lactics (crema agre,
formatge, iogurt, kéfir...), verdures, productes carnics i derivats del peix.
e Fermentacié alcoholica: per produir xocolata, pa, vi, cervesa i altres

begudes alcoholiques. cigarrets

e Fermentacio acetica: destaca la produccio de vinagre.

Tot i que els exemples anteriors son aliments molt comuns com la xocolata,
molta gent no sap que, per exemple, durant el procés per aconseguir-la cal que
el cacau fermenti per desenvolupar els sabors i aromes, a més de

impossibilitar-ne la germinacio.

La salsa de soja, les olives, alguns tipus de té i de café també son productes
molt coneguts que, durant el procés industrial per obtenir-los, s’han utilitzat

fermentacions.




Un cop explicats els aliments que fermenten, també cal citar alguns usos de

diferents microorganismes que ens ajuden molt a I'hora de produir aliments.

Alguns d’aquests organismes i els seus respectius processos son:

e Els llevats del génere Saccharomyces, que son utilitzats per “fer pujar”
les masses en la produccioé de pa i també per fermentar el most de malta
en cervesa, els sucs de poma en sidra i els sucs del raim en vi.

e Els estreptococs i els Lactobacillus s’utilitzen per convertir la llet en iogurt
o formatge.

e Els acetobacters i alguns bacteris del génere Erwinia s'utilitzen per la
produccio de té i café fermentats.

e Els Lactobacillus poden convertir herbes verdes en farratge pels animals.

e Produccié d’acids organics, com l'acid citric, de gran importancia com
conservant, o l'acid lactic, produits per Aspergillus niger i els

lactobacteris com els Lactobacillus respectivament.

| encara que aquests son els més importants, n’hi ha moltissims més, fet que
afavoreix a les industries alimentaries, perqué encara no s’han trobat tots els

processos possibles, i per tant, encara els queda negoci per molts anys.




3.2 LES FERMENTACIONS EN L’AMBIT CIENTIFIC
| TECNOLOGIC

Actualment, aquest és un tema que s’esta desenvolupant molt rapidament,

sobretot perqué pot ajudar molt a la societat actual.

Amb els coneixements actuals d’enginyeria genetica, es poden modificar
organismes com fongs o bacteris per aconseguir una amplia varietat de

productes molt apreciats com per exemple:

e L'obtencié de dissolvents organics com l'etanol o I'acetona, de gran
importancia industrial, que son produits per Saccharomyces cerevisiae i
també pels bacteris Clostridium acetobutylicum.

e Produccié de polisacarids com el dextra, produit per Leucocostoc
mesenteroides.

e Aminoacids com I'acid glutamic (Corynebacterium glutamicum) o la lisina
(Brevibacterium flavum).

¢ Nucleosids i nucleotids com el 5'IMP o el 5’GMP, per el Bacillus subtilis i
Brevibacterium ammoniagenes.

e Vitamines com la vitamina Bi2 (Propionibacterium) o, la vitamina C per
les especies d’acetobacteéris.

e Antibidtics com els [-lactamics (Penicillium chrysogenum) o la
tetraciclina (Streptomyces spp.)

e Enzims per la indastria quimica y per detergents com la lipasa produida
pels Aspergillus spp.

e Hormones peptidiques i asteroidees com la 11-hidroxi-progesterona
(Rhizopus nigricans) o la insulina humana, produida per Escherichia coli
modificades geneticament.




A més de tots aquests processos, les fermentacions també s’estan
estudiant perqué alguns organismes poden produir alcaloides, com és el
cas dels Claviceps spp., que poden servir en un futur bastant proper de

medicament.

Pero no només aixo, actualment també hi ha estudis que plategen modificar
organismes per poder netejar el planeta o, per poder obtenir combustibles o
energia utilitzant microorganismes fermentatius. Per aixo €s molt important
que es continuin estudiant les fermentacions i els microorganismes, no sols
per optimitzar els processos que coneixem actualment, siné6 que tambeé
perqué aquest ambit pot generar una gran quantitat de noves tecnologies i

NOUS Processos, encara desconeguts.

Recentment, s’han comencgat estudis innovadors de biologia sintetica com el
gue es duu a terme en el centre per la Innovacio de la Diabetis Infantil-San
Joan de Déu (CIDI) i la Universitat Pompeu Fabra (UPF), en el qual es
treballa per aconseguir cél-lules de llevat ( Saccharomyces cerevisiae )
modificades genéticament, sensor de la concentracié alta o baixa de la
glucosa de l'organisme, i capaces de secretar insulina i glucagé depenent

de la situacio.




4. HISTORIA DE LES FERMENTACIONS

Encara que el descobriment de les fermentacions comenca amb [linici de la
humanitat, I'impacte social i economic que va adquirir aquest tema amb la
revolucié biotecnologica del segle XX, a vegades, fa oblidar a la gent que en
realitat, durant milers i milers d’anys s’ha elaborat cervesa, vi i altres begudes
alcoholigues, s’ha fermentat pa, s’ha convertit la llet en iogurt i en formatge,
s’han conservat aliments en adob. Tots aquests processos, encara que no se
sabia, estaven fets per microorganismes. Fongs, llevats, bacteris..., necessaris
per la humanitat durant milers i milers d’anys, invisibles pero alhora presents a
tot arreu, sorprenentment versatils i impressionantment abundants en la Terra,
han estat treballant anonimament per la humanitat. Fins i tot quan era
impensable que una cosa tant petita pogués existir, aguests microorganismes
estaven elaborant productes de gran importancia per a tots nosaltres, sols a

canvi d’aliment per a ells.
Resumint:

Els microorganismes van ésser, seran i sOn essencials per la humanitat.




4.1 DESCOBRIMENT DE LES FERMENTACIONS

Les vies metaboliques fermentatives van sorgir fa milions d’anys, ja que van
ésser les primeres vies metaboliques per aconseguir energia que van existir.
Quan encara no hi havia oxigen lliure a l'atmosfera i els rajos de sol no
arribaven a la superficie terrestre, I'inica forma de poder aconseguir energia
era mitjancant la via fermentativa. En canvi, fa relativament poc temps que els
humans vam descobrir aquests processos, i encara sbn més recents les teories
que expliqguen qui realitza els processos i com es poden transformar sucres en

productes diversos.

El descobriment de les fermentacions es remunta a la prehistoria, com a minim
8000 anys enrere, encara que hi ha investigadors que pensen que el
descobriment casual de productes emmagatzemats fermentats es pot remuntar
fins i tot als antecessors de 'Homo sapiens. El més probable és que el primer
rastre d’aliments fermentats descoberts fossin fruits recol-lectats i
emmagatzemats en coves, on la humitat i la temperatura eren idonies per al
creixement de microorganismes. En alguns d’'aquests fruits rics en glucids,
ocasionalment, hi podrien haver crescut microorganismes com els llevats,
capacos de fermentar i, per tant, s’hauria pogut obtenir un liquid semblant a la
sidra o al most, el qual els podria haver aportat sensacié de calor i energia

durant eépoques d’hivern.

Posteriorment, amb el descobriment dels recipients rudimentaris, que eren
pensats i fabricats amb el fi d’'aconseguir fermentar fruits, juntament amb el
procés de selecci6 de les fruites que es creien més adequades per afavorir els
processos fermentatius, es van anar millorant les técniques empiriques per
aconseguir els productes fermentats. En aquest punt, ja seria més raonable
anomenar biotecnologia a aquestes activitats, ja que raonaven sobre la manera
d’aconseguir els productes i utilitzaven també diferents tecniques, com la

construccio de recipients, per fermentar fruits.




4.2 CONTROVERSIES DEL DESCOBRIMENT

Aquest important descobriment, segons molts historiadors i moltes fonts
diverses, va suposar l'inici de la biotecnologia, encara que hi ha un debat en
aguest suposat inici. Encara que esta molt implementada en la societat I'idea
que qualsevol procés biologic del qual I'ésser huma n’extreu benefici és
biotecnologia, es pot argumentar que els processos empirics fermentatius que
es realitzaven en les activitats artesanals de les cultures antigues, ja que
desconeixien tant I'existéncia dels microorganismes i els enzims responsables,
com del procés que es duia a terme per obtenir el producte, i per tant; com que
en el sentit estricte, el mot tecnologia implica la coneixenca de les bases
cientifiques del procés que es duu a terme, no es podria anomenar tecnologia,

sind que era merament una activitat artesanal.

Una altra forma de pensar es troba en J. D. Bu'Lock, que considera que el
control dels processos biologics és I'essencia de la biotecnologia; per tant,
d’acord amb la seva definicio, les fermentacions tradicionals es poden
considerar biotecnologia només a partir del moment en el qual es comencen a

seleccionar els microorganismes.

També es pot argumentar filologicament que, ja que la paraula biotecnologia
conté els mots grecs Adyog (I6gos) i Texvn (téchne), les activitats que es duien
a terme sense tenir coneixements sobre els processos que feien que els sucres

es transformessin en alcohol, no es poden anomenar biotecnologia.

Perd encara que no es pugui anomenar biotecnologia als processos antics, Si
gue seria bastant correcte anomenar “antecessors de la biotecnologia o
predecessors de la biotecnologia” a aquests esdeveniments anteriorment

esmentats.




4.3 PRIMERES REFERENCIES
BIBLIOGRAFIQUES | EVOLUCIO

Encara que es creu que fa més de 100 segles que es coneixen les
fermentacions, no és fins I'época de les civilitzacions antigues que es pot

assegurar que els humans tenien en la dieta productes fermentats.

Les primeres referencies bibliografiques que s’han trobat podrien ser els
sanscrits anomenats “Vedes”, de la india, on es descriu un producte similar al
iogurt o bé els gravats d'una tomba de la cinquena dinastia egipcia, on es
descriu la fermentacié alcohodlica i la panificaci6 de forma empirica
( aproximadament 2400 a.C. ). Aquestes referencies tant antigues, trobades en
llocs tant importants, mostren que les cultures antigues consideraven que era
un tema important i que s’havia de deixar constancia de com s’havia de fer per

aconseguir els apreciats productes fermentats.

Més endavant, es desenvoluparien begudes basades en la fermentaciéo de
llavors i fruits cuits. Aquests processos, bastant sofisticats pero encara
empirics, van servir per confeccionar la cervesa, el sake i moltes altres
begudes alcohdliques. Aquestes begudes es diferenciaven en el cereal de
partida utilitzat, i €s molt interessant el fet que, un determinat tipus de beguda
era propia i caracteristica d’'una determinada cultura, i aixo significa que no va
ésser una sola cultura la que va descobrir les fermentacions, sind que cada
cultura ho va descobrir per separat i, va utilitzar els productes que tenien meés a

ma per aconseguir les seves begudes alcoholiques.




A partir d’aquest moment i fins al segle XX, es va continuar millorant la técnica,
encara empirica, per aconseguir elaborar begudes alcoholiques i altres
productes fermentats de forma meés eficient i, sense saber-ho, es va comengar
també a seleccionar els microorganismes. Uns exemples molt clars son; el
formatge Roquefort, que des del descobriment fins a l'actualitat, sols es pot
produir si es deixa madurar a les coves de Cambalou, seleccionant aixi el
Penicillium roqueforti; les fleques també seleccionaven microorganismes, ja
que quan una massa quedava perfecte perque contenia una bona soca de
Saccharomyces cerevisiae, el flequer guardava una mica de massa,
anomenada massa mare, pensant que si I'endema hi afegia més massa,
aguesta nova massa agafaria la textura de la massa mare i, per tant, encara
qgue el raonament era erroni, funcionava perqué en realitat era la soca de llevat
de la massa mare que es barrejava amb la nova massa i, s’havia tornat a
utilitzar la soca que tant bon pa havia produit el dia anterior. A més d’aquests
dos exemples, al llarg de la historia hi ha hagut moltes altres formes de seleccié
de microorganismes, pero la gran revolucio, tant per el procés de seleccié com

per la biotecnologia va produir-se al segle XX.




4.4 LA BIOTECNOLOGIA MODERNA

Al segle XX, amb els avancos tecnologics que hi va haver i la consolidacio de
disciplines com la microbiologia, la bioquimica i la enginyeria quimica, es va
propiciar un gran desenvolupament en els camps de la bioquimica, la
biotecnologia i la biologia alimentaria. Els estudis de molts cientifics de I'epoca,
Louis Pasteur entre ells, van tenir un impacte immediat en la inddstria
alimentaria: es van aconseguir entendre els mecanismes de fermentacié que
intervenen en la produccié de cervesa, vi, vinagre, etc. També es van
implementar tecniques d’aillament i conservacio de cultius purs, tecniques molt
utilitzades a partir de llavors en la indUstria alimentaria per aconseguir resultats
semblants en tots els productes. Sobretot la industria lactica es va veure molt
revolucionada amb els estudis de microbiolegs, entre ells Louis Pasteur i
Wnbs Unbny Meynukos (Ilia 1. Méchnikov), tant per els descobriments de técniques
de conservacié de productes lactics, com la pasteuritzacio, com per les
tecniques d'aillament i I'inici de la taxonomia de bacteris, que va servir per
aconseguir fermentacions de millor qualitat i moltes menys contaminacions
gracies als tractaments que es donava a la llet per eliminar els bacteris

parasitaris.

El descobriment dels enzims i el seu paper de catalitzadors biologics va
contribuir molt, sobretot en la indUstria. Un dels primers processos industrials i
probablement la primera patent establida sobre un procés amb enzims
exogens, va ésser I'is de la papaina com a procés per clarificar la cervesa.
Gracies a aquest descobriment també es van poder tornar més eficients i
controlables els processos empirics antics com la coagulacié de la llet per
obtenir formatge o la sacarificacio del mid6 en gra per elaborar begudes
alcoholiques.




Es pot resumir una mica els avencos de la tecnologia de les fermentacions del

segle XX tenint en compte els seglents descobriments i situacions:

La descoberta per part de Louis Pasteur del fet que la fermentaci6 era un
procés biologic, al revés del que pensaven alguns contemporanis com el
celebre quimic Justus von Liebig, que insistien en la hipotesi que formu-
lava que la fermentacié era un procés quimic. Quan Pasteur va descobrir
gue la fermentacio era un procés biologic, i a més es duia a terme sense
aire (descrita per ell mateix com: La vie sans l'air), va ajudar a compren-

dre com es va poder originar la vida en una atmosfera sense oxigen.

Una gran frase de Louis Pasteur que defineix bastant el que va trobar és:
<<El vi és un mar d’organismes. Gracies a alguns viu, gracies a altres es

descompon.>>

El brollar d'una nova disciplina durant els anys 40, la enginyeria bioqui-
mica, a partir de la necessitat de la poblacioé de antibiotics a gran escala,
que gracies a l'aplicacio dels principis de la enginyeria quimica als pro-
cessos fermentatius, es va aconseguir sintetitzar a gran escala antibio-
tics molt diversos. A més, aquesta evolucio cap a la sintesi de nous ele-
ments utilitzant microorganismes fermentatius, va fer més eficient la pro-
duccié de productes fermentats, pero també va permetre sintetitzar una
gran quantitat de nous productes; entre ells, els aminoacids, els
biopolimers i els enzims, més disponibles i barats que els enzims

d’origen vegetal o animal.




e El desenvolupament de la placa de Petri i els medis de cultiu, tant solids
com liquids, van propiciar que una gran quantitat de cientifics poguessin
experimentar amb microorganismes. Al tenir medis en els quals es podi-
en recrear diverses situacions, tant atmosfériques com de escassetat o
abundancia d’aliment, va permetre que hi hagués un gran interés en vo-
ler utilitzar OMG (Organismes Modificats Geneticament) que puguin fer-
mentar productes nocius, ja que es podia provar en un medi controlat

abans de provar-ho en la natura.




45 RESUM DE L’EVOLUCIO AL LLARG
DEL TEMPS

Per fer més visual aquest apartat es pot utilitzar una taula on es mostra

I'evolucié al llarg del temps de dos processos fermentatius bastant coneguts.

Etapa Elaboracio de Formatge Elaboracio de Cervesa
e Us empiric dels bacteris Us empiric de llevats.
Periode lactics. Procés empiric de

Pre-Pasteur

e Us empiric de la quimosina.

maltatge.

Era de Pasteur

o Aillament i Us de bacteris
lactics.

e Extraccid, purificacio i
caracteritzacié de la

guimosina.

Us de cultius purs de
llevat.

Maltatge tractat com a
procés enzimatic.

Us de la papaina per

clarificar cervesa en fred.

Era dels

Antibiotics

e Propagaci6 massiva de
bacteris lactics.

e Selecci6 de cultius lactics
millorats

e Substitucioé de la quimosina

per proteases microbianes.

Millora en el control de la
fermentacio.

Fermentacié continua.
Produccié i Us d'amilases
microbianes.

Us de enzims per produir

cerveses lleugeres.

Nova

Biotecnologia

e Tecnologia de 'ADN
recombinant per la
producciéo de quimosina i
millora dels bacteris lactics.

o Utilitzacié optima dels en-
Zims i microorganismes per
madurar més rapid i gene-

rar meés sabors.

Enginyeria genética per
obtenir llevats amilolitics.
Enginyeria genética i cultiu
de teixits per millorar els
productes primaris.
Processos amb
microorganismes i enzims

immobilitzats.




5.MATERIAL D’US MICROBIOLOGIC

5.1 Material d’as general  utilitzat en un

laboratori de microbiologia:

e Instruments de inoculacio:
o Nanses de sembra:

= Nansa bacteriologica, nansa de Kolle.

T —

Es una nansa formada per un manec de metall (plati, acer, alumini...) i un filament de
nicrom, tungste o plati. S'utilitza essencialment per a obtenir petites mostres de cultius,
esterilitzant amb foc la nansa préviament per evitar contaminar les mostres obtingu-
des. S'utilitza per inocular organismes en petites colonies, aixi com també per realitzar
“Frotis”. Es la més utilitzada, ja que permet fer un calcul estimat de la quantitat de cul-
tiu que s'inocula, determinat per I'aro del final del filament, que esta calibrat per aquest
fi.

La nansa de picadura és una modificacié de la nansa de Kolle, on el filament no té un

acabament en forma d’anella, sin6 que és un filament recte.




- Nansa de Drigalsky.

—— o

-

Es una vareta de vidre, amb la part final doblada en forma de L o de triangle equilater.
S'utilitza sobretot per inocular una gran quantitat d'organismes des de un medi liquid a
una placa de Petri, sense tocar les parets de la placa. La forma caracteristica
d’aquesta nansa permet que durant la inoculacié del cultiu es redueixi al maxim la pos-

sibilitat de que el medi solid de la placa es pugui trencar.

o Altre material utilitzat per inocular:

= Hisop o escovill6:

Es una vareta de fusta, plastic o alumini, amb una porcié de coté o raié en un
dels seus extrems. Es molt utilitzada per efectuar la primera part de la sembra, la
descarrega, i sobretot per transferir organismes de cultius liquids a plaques, o
per a la inoculacio de grans quantitats d’organismes a les plaques a partir de co-

[onies aillades.




Medis i agars de cultiu:

o Plaques de cultiu solid, plaques de Petri, Petri dishes.

Els medis de cultiu més utilitzats per a llevats contenen una gran
guantitat de sucres, no solen tenir una concentracié de sucres menor a
20 g/l i serveixen per a crear un medi apte per a cultivar microorganismes

dins dels laboratoris.

Els seguients medis son els més usuals per a cultivar llevats:

Agar Dextrosa Sabouraud: Medi de cultiu utilitzat sobretot per cultivar

fongs filamentosos i llevats.

Agar de Malta Mitja i Agar Extracte de Malta Mitja: Utilitzat sobretot

per detectar, aillar i enumerar llevats i floridures.

Agar Patata-Dextrosa: Utilitzat sobretot per cultivar y enumerar llevats i

floridures.

Agar de Czapek-Dox (Modificat): Utilitzat sobretot per cultivar fongs i
bacteris capacos d'utilitzar nitrat de sodi com a uUnica font de

nitrogen.




Agar Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD): Utilitzat sobretot per

cultivar fongs i bacteris, pero és utilitzat sobretot per cultivar llevat.
Conté extracte de llevat, peptona i dextrosa.

0 Brous de cultiu (medis liquids), culture broths.

En molts casos, els brous de cultiu s6n medis de cultiu pero sense 'agar-agar,

aconseguint aixi un medi que permet que els microorganismes puguin
sobreviure, pero alhora que hi hagi una mobilitat total per la dissolucié.




o Agitador vibrador, tube agitator.
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Es un instrument utilitzat per agitar tubs, desfer el sediment que es por haver

acumulat al fons i tornar a dissoldre del tot la dissolucio.




o Espectrofotometre, spectrophotometer.

Es un instrument utilitzat per lanalisi quimic. Mesura la longitud d’ona,
projectant un feix de llum monocromatica, que prové de lampades de tungste,
xend o deuteri, i calculant la quantitat de llum absorbida per la substancia a
analitzar. Es pot utilitzar per quantificar substancies i microorganismes. A més,
també es pot utilitzar per determinar la naturalesa d'una substancia o,

determinar la concentracié d’'una substancia determinada en una dissolucio.




e Altres materials d’us general:

Autoclau, autoclave.

Cabines de seguretat, Safety cabinets.

Matras o flasco Erlenmeyer, conical flask, Erlenmeyer flask.
Embut, funnel.

Portaobjectes i cobreobjectes, microscope slide and cover slip.
Cambres de recompte, Cell counting Chambers.

© O o O o o o

Microscopi, microscope.




5.2 Material Utilitzat en les Practiques de I'Institut:

e Sacarimetre d’Eihorn.

Es un recipient de vidre de forma peculiar que permet que els gasos que es
formen dins s’emmagatzemin en el tub. Serveix per mesurar el volum de CO, si
s’introdueix dins un medi amb organismes que puguin fermentar, ja que el gas
gueda emmagatzemat en el tub, que esta calibrat per calcular el volum.




6.ELS LLEVATS | LES SEVES PRINCIPALS
RUTES METABOLIQUES FERMENTATIVES

Els llevats s6n organismes anaerobics facultatius, ja que poden sobreviure en
un medi sense oxigen, encara que també poden sobreviure en un medi
oxigenat.

Quan hi ha oxigen, l'utilitzen per realitzar la respiracio aerobica, oxidant

completament la glucosa per obtenir ATP.

En condicions d’anaerobiosis, les soques de llevat Saccharomyces cerevisiae y
altres especies de llevats, poden transformar la glucosa en acid piravic, a
través de les reaccions de la glucolisi. Encara que aquest procés és comu en la
majoria d’éssers vius, els llevats poden continuar la degradacié de I'acid pirtvic
fins a aconseguir etanol seguint procés anomenat Glucolisi, explicat en la

seguent pagina.

Aquest procés aporta un gran avantatge adaptatiu per als llevats, ja que els
permet sobreviure en anaerobiosis, encara que sols utilitzen el metode
fermentatiu com a via metabolica secundaria, quan no hi ha suficient oxigen al
medi, ja que el rendiment de la fermentacié alcoholica és molt menor al

rendiment de la degradacié oxidativa total de la glucosa.

En els diagrames de la pagines segtients, es mostra el procés de la glucolisi i la

gluconeogenesi. El primer més visual i el segon, en forma de via metabolica.
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En aquest diagrama grafic es mostra com, a partir de la glucosa que entra dins

la cel-lula es pot aconseguir expulsar a I'exterior etanol, passant per diferents
canvis durant el procés de la glucolisi.
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En aquest diagrama s’exposa sols la part més important de la Glucolisi, que
permet explicar com es va transformant la glucosa fins poder obtenir etanol,
encara que anteriorment a aquest proceés, hi ha diverses vies metaboliques
alienes que permeten als llevats transformar diversos sucres per aconseguir

glucosa.

Aquest procés comencga amb l'obtencio de glucosa, ja sigui a partir de glucosa
extracel-lular, com mitjancant altres vies metaboliques per obtenir glucosa a
partir d’altres sucres. Continua amb la fosforilacié de la glucosa intracel-lular,
per evitar que, per diferéncia de concentracions, la glucosa tendeixi a sortir cap
a l'exterior de la cel-lula. Llavors, la glucosa anteriorment fosforilada
s’isomeritza a fructosa, la qual es torna a fosforilar, obtenint aixi fructosa 1,6-
bifosfat.

A partir de la fructosa 1,6-bifosfat, es va seguint la via metabolica de la glucolisi
fins a arribar a obtenir acetaldehid. Un cop transformada de glucosa en
acetaldehid, es pot transformar finalment en etanol, i aixi poder aconseguir
energia en forma d’ATP en un medi anaerobic, on la respiracié cel-lular

aerobica no es pot efectuar. e .
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7.PART PRACTICA

La part practica d'aquest treball consta de diversos experiments explicats
posteriorment, realitzats a I'INS Miquel Marti i Pol, a la UB i a la cerveseria
PilsTer.




7.1 ELABORACIO DE CERVESA

Aprofitant que la cervesa és un dels processos biotecnologics més antics i
populars, una part de la part practica va consistir en anar a PilsTer per elaborar

cervesa lager artesanalment. Aquesta és la primera practica.

> Material Utilitzat:

e Barreja de maltes trossejades
e Llevat Saccharomyces cerevisiae (Saflager s-23)
e Barreja de llapols ( per 'amargor, el gust i 'aroma)

e Aigua

e Tanc de coccio

e Tanc de fermentacio

e Tanc de maceracio

e Escalfador d’aigua / Caldera

e Recipient per el cultiu de llevats
e Incubadora amb oxigenador

o Filtre

e COy

e Refredador




> Proces:

L’elaboraci6é de cervesa comenca introduint la malta ja trossejada en un tanc de
coccid. Un cop la malta esta dins, s'introdueix aigua a 65°C, temperatura ideal
per propiciar que la majoria de sucres es liquin i es dissolguin amb l'aigua
calenta, formant aixi el most. Aquest procés dura aproximadament 2 hores

macerant, fins que no s’acaben d’extreure tots els sucres de la malta.

Paral-lelament a aquest procés, es pot omplir

el recipient de la imatge del costat amb una
dissolucio de glucosa en aigua d’una densitat
de 1.045 g/ml. A aquesta dissolucio se li inocula
el llevat i es deixa en la incubadora a 36°C

perqué es vagi reproduint aproximadament

-

£
~

unes 6 o 8 hores (3 0 4 cicles) . En aquest ;
procés, es pot canviar la dissolucio de glucosa

en aigua per el most un cop ha bullit, pero '
aguesta ultima opcio fa que es perdi molt de

temps.

Un cop acabada de maceracio, el most s’ha de fer bullir per esterilitzar-lo. Es
deixa que el most vagi escalfant-se i, quan comenci a bullir vigorosament, s’ha
de introduir la primera barreja de llapol, corresponent a I'amargor que es vulgui
per a la cervesa en questio, i s’ha de tapar el tanc de coccié. Després d’'uns 75
minuts d’ebullicié, s’ha d’afegir la segona barreja de llupol, corresponent al
sabor. Finalment, 15 minuts després, als 90 minuts de coccié s’apaga
I'escalfador i s’afegeix la ultima barreja de llapol, corresponent a I'aroma. El
[lipol s’ha de introduir d’aquesta manera i amb aquest ordre perqué si es deixa
molt de temps bullint, el sabor i I'aroma que proporciona el llupol, s’acabaria

evaporant.
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Un cop ha parat de bullir, la dissoluci6 té una densitat aproximada de
1.044-1045 g/ml i, s’ha de refredar fins uns 12-15°C utilitzant un refredador
d’aigua, que consta de una manega interna i una externa. Per la interna passa
el most i per I'externa passa l'aigua que serveix per refredar el most. Un cop

refredat, s’ha de traslladar al tanc de fermentacio.

Un cop el most refredat esta al tanc de fermentacid, s’ha d’afegir el llevat
préviament cultivat. Un cop comenca la fermentacid, s’ha de deixar 7 dies dins
al tanc fins aconseguir una densitat de 1.007 g/ml. Un cop s’ha acabat de
fermentar, es posa a macerar en un altre tanc durant 3 setmanes i, un cop

passades les 3 setmanes, es filtra, es pasteuritza, s’embatrrila i s’hi introdueix el

CO:2 que es perd quan es filtra.

Densitat als 3 dies de fermentacio:

Uns 1030 g/ml

Densitat als 6 dies de fermentacio:

Uns 1011 g/ml




COMPONENTS QUIMICS DE LA

CERVESA

ol o Jge

REFREDAR

Refredar la barreja fins

MOLDRE RENTAR

Moldre i assecar la Afegir aigua al
barreja de maltes compost anterior per
que es vol utilitzar. produir el most.

mentre es remou.

FERMENTAR MADURAR

Afegir llevat per Deixar madurar fins
comengar la produccio que estigui a punt per
d'alcohol. filtrar i embotellar.

HUMULONA

(o} o

ACIDS ALFA

LUPULONA

(o]

Es troben en el llupol i sén uns dels components més
importants de la cervesa; que es degraden per formar

acids iso-alfa, que contribueixen a I’lamargor
caracteristic de les cerveses.
Els cinc acids alfa prinipals sén: la humulona,
la cohumulona, la adhumulona, la posthumulena i

la prehumulona. Pero el més comi és la humulona.

ACIDS BETA

N

/

4 - \

CARIOFILE

HUMULE

AN F

MIRCE

Provenen del llipol i afegeixen amargor durant la

fermentacié de la cervesa, ja que s’oxiden lentament.
Es considera que tenen una amargor més forta que els

acids alfa. La proporcio entre acids alfa i acids beta

pot variar molt depenent del llipol utilitzat, i aquesta

diferéncia tant forta que hi pot haver és molt qtil a
I’hora de confeccionar diferents cerveses.

S

ACETAT D’'ISOAMIL ( AROMA DE BANANA )

/\/\)I\o/\

ETIL HEXANOAT ( POMA VERMELLA / AROMA DE ANIiS)

OLIS ESSENCIALS

ESTERS

Aquests olis s6n la part més aromatica i gustosa del
llipol. Com que s’evap molt facil amb la
calor, en I’elaboracié tradicional de cervesa, s’ha
d‘afegir el llipol al final de I’etapa d’ebullicié per

evitar perdre aquestes esséncies.
Els més coneguts i utilitzats son els tres
el cariofilé, I'humulé i el mircé.

Es formen a través de la reaccié de I'alcohol de la
cervesa amb els acids organics i I'acetil CoA del
Ilipol. Aq s ésters contribuei als sabors afrui-
tats de les cerveses. La produccié d’ésters es pot
controlar utilitzant una soca de llevat determinada o,
controlant la temperatura a la qual es fermenta, i
depenent de la concentracié d’ésters o la

concentracié pot canviar molt el tipus de cervesa.
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72 CALCUL DE LA RESISTENCIA A
L’ALCOHOL DE DIFRERENTS SOQUES DE
LLEVAT

Durant els dies que vaig anar a la UB, vaig tenir la oportunitat de poder

observar la resistencia a I'alcohol que tenien diferents soques de llevats.
» Material Utilitzat:

e Llevat Saccharomyces cerevisiae (Saflager s-23)
e Llevat Saccharomyces cerevisiae (Safale s-04)
e Llevat Saccharomyces cerevisiae (Sabrew WB-06)

e Glucosa, 20 g/l
e Peptona 20 g/l
e Extracte de llevat 10 g/I

e Aigua Destil-lada (1 litre)

e Espectrofotometre
e Pipeta automatica

e Erlenmeyer




> Hipotesi: Els llevats que facin una cervesa menys amarga,

aguantaran meés l'alcohol, perd canviaran menys el pH.

» Procediment:

Cultivar en tres Erlenmeyers els diferents llevats en un medi amb
ampicil-lina (20 ml/L d'un estoc amb concentraci6 de 100 mg/mL) per

aconseguir un cultiu pur.

Preparar un brou YPD 2x, amb 20 grams de glucosa, 20 grams de peptona i

10 grams de extracte de llevat, dissolt en aigua destil-lada.

Preparar 27 tubs (9 per cada soca) amb un volum total de 10 mL , amb 5
mL de brou 2x, etanol a diferents concentracions, aigua destil-lada fins a
arribar als 10 mL. Aquests tubs van ser d’'una concentracié d’etanol de : 0%,
5%, 7%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, i 14%.

Es va incubar durant 72 hores i es va mesurar amb l'ajuda d'un

espectrofotometre I'absorbancia del cultiu.

També es va mesurar el pH de la dissolucié de 14% d’etanol i de 0%

d’etanol.




Les dades obtingudes des de I'espectrofotometre son les seglents:

Quantitat Saflager Safbrew Safale

d'etanol S-23 WB-06 S-04

0% 0,7046 0,7662 0,3018
5% 0,5182 0,4775 0,1525
7% 0,5195 0,5259 0,0844
9% 0,4604 0,2223 0,1893
10% 0,3994 0,2262 0,0192
11% 0,4312 0,2932 0,0496
12% 0,4253 0,2406 0,0464
13% 0,3732 0,298 0,0315
14% 0,3553 0,2611 0,0297

BLANC  0,4786 0,2195 0,1893

Si a les dades anteriors se li resta el blanc
(cultiu sense alcohol) s’obtenen les segients
dades:

Quantitat Saflager Safbrew Safale

d'etanol  S-23 WB-06 S-04
0% 0,23 0,55 0,11

5% 0,04 0,26 -0,04
7% 0,04 0,31 -0,10
9% -0,02 0,00 0,00

10% -0,08 0,01 -0,17
11% -0,05 0,07 -0,14
12% -0,05 0,02 -0,14
13% -0,11 0,08 -0,16
14% -0,12 0,04 -0,16

BLANC  0,4786 0,2195 0,1893




El canvi de pH va ésser el segient:

> Conclusions: A partir de les dades obtingudes de la resisténcia a I'alcohol
es pot veure que, El llevat Saflager s-23 i Safbrew WB-06 tenen un
creixement positiu fins a una concentracié d’etanol del 9%. En canvi, el
llevat Safale s-04 sols presenta un augment de poblacié per sota del 5%

d’etanol.

En la imatge, es pot veure com el llevat Saflager s-23 gairebé no canvia el
pH del medi, mentre que el Safale s-04 presenta un canvi del medi cap a
acid bastant brusc i, el llevat Safbrew WB-06 també acidifica la solucio, en-

cara que en menor mesura.

La hipotesi era encertada, ja que els llevats que aguanten més I'alcohol sén
els que produeixen cerveses menys amargues i, per tant, no canvien el pH

tant bruscament.
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73 ESTUDI DE LA DEGRADACIO DE
SUCRES DEL LLEVAT

> Hipotesi: La glucosa, al ser un monosacarid, sera el substrat que més

rapid es degradara, seguit de la maltosa i la sacarosa, que son disacarids.

El glicerol gairebé no es degradara.

> Material utilitzat:

Sacarosa

e Maltosa

e Glucosa

e Glicerina

e Llevat Saflager S-23
e Aigua Desionitzada

e Urea

e Sacarimetres
e Bascula

e Espatula




» Procediment:

Preparar 50 mL de dissolucié de cada substrat al 10%, utilitzant com a
dissolvent aigua desionitzada. En les practiques on s'utilitza urea, s’afegeix

en aquesta dissolucio en una concentracio de 2 g/L.

A continuacio, introduir 0,5 grams de llevat a cada dissolucio i, omplir els
sacarimetres amb 20 ml de dissolucié, utilitzant dos sacarimetres per a

cada substrat.

Posar els sacarimetres a diferents temperatures per veure com el canvi de

temperatura afecta a la velocitat de la fermentacio.

Observar com la fermentacio dels diferents substrats comenca després de
uns quants minuts de rehidratacié dels llevats i, analitzar els resultats.




Sense utilitzar urea:
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Comparacio amb urea:
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> Conclusions: Sense utilitzar urea, la glucosa es degrada més rapidament

que qualsevol altre sucre, la sacarosa es degrada meés rapidament que la
maltosa i, el glicerol sols produeix unes petites bombolles de dioxid de

carboni.

En canvi, utilitzant urea, tots els substrats acceleren la seva degradacio,
pero la sacarosa aconsegueix degradar-se més rapidament que la glucosa.
La resta de substrats tot i anar més rapidament, no varien gaire el seu com-

portament.

Aix0 pot ser degut a que: La urea és una font de nitrogen per a moltes so-
ques de Saccharomyces cerevisiae. Aixo provoca que el llevat incrementi la
produccié d'invertases, que son els enzims que ajuden a degradar la
sacarosa. Per tant, al afegir urea, hi ha més enzims disponibles i s'accelera
molt la degradaci6 de la sacarosa.

En general, la presencia d'urea accelera el procés de la glucolisi, pero per
altra banda, es pot inhibir la via degradativa de la maltosa.

Finalment, es pot veure com laugment de temperatura afavoreix la
degradacio dels substrats.

Per tant, la hipotesi era només encertada quan no s'utilitza urea, quan
s'utilitza urea la sacarosa es degrada més rapidament que la glucosa i la hi-
potesi s’invalida.




8. CONCLUSIONS

Després de realitzar aquest treball sobre les fermentacions, les conclusions que

se’n poden extreure son les seglents:

En primer lloc, de l'estudi teoric que he realitzat basant-me en fonts
bibliografiques en puc extreure que, les fermentacions es van descobrir
fa molt de temps, pero no va ésser fins al segle XX que es van descobrir
molts aspectes i es van tornar vertaderament importants per la nostra
societat, més del que ja ho era abans. També se’'n pot extreure que té
unes aplicacions molt diferents i a la vegada molt extenses, des de la

industria fins a la vida quotidiana i aixd és molt interessant.

També s’ha de dir que, aquest és un tema d’investigacioé actual i que en

els proxims anys segurament es tornara molt més important.

De les practiques, se’'n poden extreure conclusions per afirmar que la
temperatura ideal per realitzar una fermentacio rapida és a 36°C, pero si
es vol realitzar una fermentacié per obtenir productes més elaborats,
com ara la cervesa, cal molt de temps i una temperatura baixa. De les
practiques també se’'n por argumentar que una font de nitrogen pot
ajudar molt en alguns casos a accelerar el procés de fermentacio, i
aguesta dada és interessant perque va permetre en la ultima practica
estalviar més de 20 minuts si es comparen les degradacions de

sacaroses.
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4. LA HISTORIA DE LES FERMENTACIONS
4.1 LA BIOTECNOLOGIA MODERNA

En aquest apartat del treball escrit, hi ha una citacié de Louis Pasteur
extreta del llibre “El Ascenso del Hombre”, de Jacob Bronowski.
Aquesta citacio esta en la pagina 128 i 129 del llibre, transcrites en les
pagines seguents.

La part de la citacio i la conseguent explicacio esta subratllada.




Cuando la teoria de la evolucion presupuso que algunas especies animales habian hecho su
aparicion en épocas mas recientes que otras, los criticos respondian frecuentemente con citas
biblicas. Sin embargo, la mayoria de las gentes admitia que la creacion no se habia detenido en la
Biblia. Habia la creencia de que el Sol formaba cocodrilos del fango del Nilo. Se suponia que
los ratones se generaban en montones de trapos viejos y sucios; y era evidente que el
origen de las moscardas era la carne descompuesta. Los gusanos debian ser creados dentro de
las manzanas, pues, ¢de qué otra forma se explicaria su presencia alli? Y se suponia que todas
estas criaturas surgian espontaneamente a la vida sin la intervencion de progenitores.

Figura 44 Fotografia de Wallace admirando un Eremurus Robustus que floreci6 en su jardin
en 1905.

Las fabulas acerca de cémo las criaturas surgen espontdneamente a la vida son muy antiguas y
todavia son creidas, pese a que Louis Pasteur las confuté bellamente a partir de 1860. Efectud
buena parte de ese trabajo durante su infancia, en el hogar paterno de Arbois, en la campifia
francesa del Niza, al cual solia regresar todos los afios. Ya para entonces habia realizado
trabajos sobre la fermentacidn, particularmente acerca de la fermentacién de la leche (la
palabra «pasteurizacion» nos lo recuerda). Pero alcanzaria la clspide de su poderio en 1863
(contaba cuarenta afios de edad) cuando el Emperador de Francia le pidié que investigase qué
marchaba mal en la fermentacién del vino, problema que resolvié en dos afios. Resulta irénico
recordar gue aquellos figuran entre los mejores afos vinicolas de que se tenga memoria; hasta
nuestros dias, el afio de 1864 se recuerda, en ese sentido, como ningln otro.

«El vino es un mar de organismos», afirmé Pasteur «Merced a algunos vive, merced a otros se
descompone». Hay dos elementos sorprendentes en este pensamiento. Uno es que Pasteur
encontrd organismos que viven sin oxigeno. Esto representaba una molestia para los
vinicultores de entonces; pero a partir de ese momento se ha hecho crucial para la comprensién
del inicio de la vida, pues en ese entonces la Tierra carecia de oxigeno. Y el sequndo elemento
es gue Pasteur era poseedor de una técnica admirable, mediante la cual podia observar los
vestigios de vida en el liquido. A partir de los veinte afios se habia creado una reputacion al
demostrar que existen moléculas de forma caracteristica. Esta era por tanto una pista con la
cual rastrear a través del proceso vital. Este resultd ser un proceso tan profundo y, aun para
nosotros, tan enigmatico, que es conveniente echar una ojeada al propio laboratorio de Pasteur
y a sus propias palabras.




£Cbémo puede explicarse el proceso del vino al fermentarse, la masa dejada crecer; o agriarse la leche cortada; o
convertirse en humus las hojas muertas y las plantas enterradas en el suelo? Debo de hecho confesar que mis
investigaciones han estado imbuidas con intensidad por la idea de que la estructura de las sustancias, desde el
punto de vista siniestro y diestro (si todo lo demds es igual), juega una parte importante en las leyes mas
intimas de la organizacion de los seres vivos, adentrandose en los ma&s oscuros confines de su fisiologia.

Mano derecha; mano izquierda; esta fue la pista profunda que Pasteur sigui6 en su estudio de la vida. El
mundo esta saturado de ejemplos cuya versidn diestra difiere de la version siniestra: un sacacorchos
diestro opuesto a otro siniestro; un caracol diestro opuesto a otro siniestro. Pero particularmente las dos
manos; se pueden acoplar una sobre otra, mas no volverlas de modo tal que la mano derecha y la
izquierda se tornen intercambiables. Esto era conocido en tiempos de Pasteur, e incluso ya se aplicaba a
algunos cristales cuyas facetas estan dispuestas en forma tal que existen versiones derecha e izquierda.

Pasteur realiz6 modelos en madera de tales cristales (poseia habilidad manual y era un espléndido
dibujante), pero mucho més que eso, concibié modelos intelectuales. En su primera pieza de
investigacion habia dado con la nocién de que debian existir también moléculas diestras asi como
siniestras; y lo que era verdad acerca del cristal debia reflejar una propiedad de la propia molécula. Y esto
deberia ser extensivo para el comportamiento de las moléculas en cualquier situacién asimétrica. Por
ejemplo, cuando son colocadas dentro de una solucién y brilla un rayo de luz polarizado (que es
asimétrico) a través de ellas, las moléculas de una clase (digamos, por conveniencia, las moléculas que
Pasteur denomind diestras) deberan rotar el plano de polarizacion de la luz hacia la izquierda. Una
solucion de cristales correspondientes todos a una misma forma se dirigirdn asimétricamente hacia el
rayo de luz asimétrico producido por un polarimetro. Conforme gira el disco polarizante, la solucién se
vera alternadamente oscura y luminosa y oscura y luminosa de nuevo.

El hecho méas notable es que ocurre exactamente lo mismo en una solucién que contenga células
vivas. Aln no sabemos por que la vida cuenta con esta extrafia propiedad quimica. Mas la propiedad
establece que la vida tiene un caracter quimico especifico, el cual se ha mantenido a través de la
evolucion. Por primera vez Pasteur habia eslabonado todas las formas de vida con una sola clase de
estructura quimica. De este poderoso pensamiento se desprende que podremos eslabonar la evolucion
con la quimica.

La teoria de la evolucion no es ya un campo de batalla. Esto se debe a que la evidencia en pro de ella es
mucho mas rica y mas variada ahora que en los dias de Darwin y Wallace. La evidencia mas
interesante y moderna proviene de la quimica de nuestro propio cuerpo. Permitaseme dar un ejemplo
préctico: me es dado mover la mano en este momento porque sus musculos contienen un depésito de
oxigeno, el cual se encuentra ahi gracias a una proteina llamada mioglobina. Esta proteina esta
formada por un poco méas de ciento cincuenta aminoacidos. EI nimero es igual en mi que en cualquier
animal que haga uso de la mioglobina. Pero los mismos aminoacidos tienen ligeras variantes. Entre mi y
un chimpancé existe s6lo una diferencia en un aminoacido; entre mi y un mono bush (que es un
primate menos evolucionado) existen algunas diferencias en los aminoacidos; y finalmente, entre mi y la
oveja o el ratén, el nimero de diferencias se incrementa. EI nimero de diferencias en los aminoacidos
es la medida de la distancia evolutiva entre mi y los demas mamiferos.

Esta claro, pues, que debemos buscar el progreso evolutivo de la vida en la produccion de moléculas
tipicas. Y esa produccion debe comenzar a partir de los materiales en ebullicién al formarse la Tierra.
Para hablar con sensatez acerca de la aparicion de la vida habremos de ser sumamente realistas.
Tendremos que formular una pregunta historica. Cuatro mil millones de afios atras, antes del comienzo
de la vida, cuando la Tierra era muy joven, ;como era su superficie?, ;cOmo era su atmosfera?




5. MATERIAL D’US MICROBIOLOGIC
4. MATERIAL D’'US GENERAL

En aquest apartat del treball escrit, concretament en I'explicacié dels medis de
cultiu solids, es mencionen alguns dels més utilitzats. Seguidament, hi ha
documentaci6 complementaria sobre els medis de cultiu solids que més
s’utilitzen per cultivar llevats i bacteris.

Cada cultiu té la explicaci6 de com fabricar-lo, amb els ingredients i la
concentracio d’aquests.




YEAST AND BACTERIAL MEDIA RECIPES

10X YEAST NITROGEN BASE SOLUTION (YNB + dextrose + (NH4)2S04)

Dissolve 1.7 g yeast nitrogen base (w/o ammonium sulfate and w/o amino acids) and 5 g
of (NH4)2S0O4 in 100 ml of distilled water, filter sterilize and transfer sterilely to a sterile bottle or to
autoclaved medium. The same sterile filter unit can be used for the to sterilize additional YNB etc.
unless the spout is contaminated by coming into contact with a nonsterile surface.

10X SUPPLEMENT SOLUTIONS

Dry supplement mix is dissolved in 100 ml distilled water (when making 1000 ml
of medium). This should be done on a stir plate set at low heat. Once the powder has
dissolved (a few crystals may be left after 30 min. of stirring) the mixture is filter
sterilized and can then be added to the appropriate autoclaved media. The following
amounts of supplement mix are used to make one liter of media:

SUPPLEMENT WEIGHT FOR TYPE OF MEDIA

MIX 1 LITER OF MEDIA

-ADE 440 mg SDC-ADE

-ARG 440 mg SDC-ARG, SDC-ARG+CAN
-HIS 440 mg SDC-HIS, SORB/SDC-HIS
-LEU 430 mg SDC-LEU, SORB/SDC-LEU
-LYS 430 mg SDC-LYS

-MET 440 mg SDC-MET

-THR 260 mg SDC-THR

-TRP 440 mg SDC-TRP, SORB/SDC-TRP
-TYR-PHE 380 mg SDC-TYR-PHE

-URA 440 mg SDC-URA, SORB/SDC-URA
COM 460 mg SDC, Kac




AMINO ACID AND BASE STOCK SOLUTIONS

Stock solutions are given as weight/volume (g/100 ml) and are made in
H20 unless otherwise noted. All solutions should be stored in the refrigerator.
Arginine, aspartic acid, histidine, threonine, tryptophan, tyrosine, canavanine
and cycloheximide solutions should be filter sterilized rather than autoclaved.
Histidine and tryptophan solutions should be kept in the dark.

name/concentration/made inml of solution/| of medium & ~ pl/plate (assume 30 plates/l)

0.5% adenine/0.05 N HClI 8 ml/l & 280 pl/plate
(neutralize with 0.4 ml of 1 M base/l after adding to medium)

2% arginine 1 ml/l & 35 pWi/iplate

2% aspartic acid/adjust to pH 5.55 ml/l & 175 pl/plate

2% histidine 1 ml/l & 35 pl/plate
0.6% isoleucine 5 ml/l & 175 pl/plate
1% leucine 6 ml/I& 210 pl/plate
1.5% lysine 2 ml/l & 70 pl/plate
2% methionine 1 ml/l & 35 pl/plate
2% phenylalanine 2 ml/l & 70 pl/plate
6% threonine 5 ml/l & 175 pl/plate
1% tryptophan 2 ml/l & 70 pl/plate

0.25% tyrosine/0.05 N NaOH 10 ml/l & 350 pl/plate
(neutralize with 0.5 ml of 1 M HCI/I after adding to medium)

0.2% uracil/1% Na2COs3 5 ml/l & 175 pl/plate
3% valine 5 ml/l & 175 pl/plate




MISCELLANEOUS STOCK SOLUTIONS
2% canavanine 2 ml/l & 70 pl/plate
1% cycloheximide 1 ml/l & 35 pl/plate

1M (= 8.4%) 3-aminotriazole /95% EtOH add to media in the 10 - 50 mM range
put on roller drum @ 37°C to get into solution

0.5% trifluoroleucine

1% mimosine (0.05 N NaOH)

10% hygromycin B

10% G418

1% S-2-aminoethyl-L-cysteine (thiosine) add to final concentration of 100 pug/mi
0.5% B-thienylalanine

1% B-chloroalanine

0.4% ONPG




1000X VITAMIN STOCK SOLUTION

Vitamin Stock solution Vol. added for 100 ml of 1000X
vitamin stock solution; stocks
may have to warmed to go into

solution; solubility ()

biotin 0.01 g/100 ml 95% EtOH 2 ml (~ 80 mg/100 ml 95% EtOH)
calcium pantothenate 1 g/100 ml 4 ml (1 g/2.8 ml H20)

folic acid 0.01 g/100 ml 2 ml (warm to dissolve)

inositol 10% 2 ml (14 g/100 ml H20)

niacin 1% 4 ml (1 g/60 ml EtOH or 1.4 ml H20)
p-aminobenzoic acid 1 g/100 ml 95% EtOH 2 ml

pyridoxine HCI 1 g/100 ml 95% EtOH 4 ml (1 g/90 ml EtOH or 4.5 ml H20)
thiamine HCI 1 g/100 ml 95% EtOH 4 ml (1 g/100 ml 95% EtOH or 1 ml H20)
riboflavin add 20 mg

Complete vitamin solution:
1.) Remove the individual stock solutions from the refrigerator, may have to
warm to get them back into solution,
2.) Combine all 95% EtOH vitamin solutions (12 ml
volume), 3.) Add 20 mg riboflavin to 95% EtOH mixture,
4.) Combine all filter sterilized H20 solutions (12 ml volume) with 76 ml sterile dH20,

5.) Combine the sterile H20 solution with the 95% EtOH solution/suspension for a final
volume of 100 ml. Add 1 ml to 1 | of medium.

Vitamin dropout solutions: o _
Same as above except that one or more vitamins are not added to the final

mixture and the volume of sterile dH20 added is adjusted so the final volume is 100
ml. Add 1 ml to 1 | of medium.

VITAMIN CONCENTRATIONS IN DEFINED MEDIUM

Vitamin Final conc.
biotin 2 g/l
calcium pantothenate 400 pg/l
folic acid 2 pg/l
inositol 2 mg/l
niacin 400 pg/l

p-aminobenzoic acid 200 pg/l

pyridoxin HCI 400 g/l




riboflavin 200 pg/l
thiamine HCI 400 pg/l

MAKING SUPPLEMENT MIXTURES

There are ten different dropout mixtures. Nine of these lack a single amino acid or base
(ADE, ARG, HIS, LEU, LYS, MET, THR, TRP and URA) and one is missing two amino acids
(TYR-PHE). There is also a complete mixture (COM) which contains everything. To make a
supplement mixture simply weigh out the different components (minus 1 or 2) and grind them into
a fine powder with a mortar and pestle (~ 4-5 minutes) or a coffee grinder (clean thoroughly after
each use). One mixture made according to this recipe will make ~ 40 liters of plates. Charts have
been made for each kind of supplement mix. You should make copies of all of the charts. When
you are making up a supplement mix check off each component on the chart. This makes it less
likely that a component will be left out or added twice. Another useful trick: after weighing out each
component (on a separate weigh boat or piece of weigh paper), place it on the bench and label
each one e.g. adenine, arginine, etc. When you are done recheck to make sure you have all the
components, then combine them and mix them. Store the supplement mixtures in disposable
plastic scintillation vials; mark the amount to be used per liter of media on each vial.

SUPPLEMENT MIXTURE COMPONENTS

adenine 800 mg
arginine 800 mg
histidine 800 mg
leucine 1200 mg
lysine 1200 mg
methionine 800 mg
phenylalanine 2000 mg
threonine 8000 mg
tryptophan 800 mg
tyrosine 1200 mg
uracil 800 mg




COMPONENT

adenine
arginine
histidine
leucine

lysine
methionine
phenylalanine
threonine
tryptophan
tyrosine

uracil

COMPONENT

adenine
arginine
histidine
leucine

lysine
methionine
phenylalanine
threonine
tryptophan
tyrosine

uracil

TYPE OF SUPPLEMENT MIX

-ADE

0 mg
800 mg
800 mg
1200 mg
1200 mg
800 mg
2000 mg
8000 mg
800 mg
1200 mg
800 mg

-ARG
800 mg
0 mg
800 mg
1200 mg
1200 mg
800 mg
2000 mg
8000 mg
800 mg
1200 mg
800 mg

-HIS
800 mg
800 mg
0 mg
1200 mg
1200 mg
800 mg
2000 mg
8000 mg
800 mg
1200 mg
800 mg

TYPE OF SUPPLEMENT MIX

-LYS
800 mg
800 mg
800 mg
1200 mg
0

800 mg
2000 mg
8000 mg
800 mg
1200 mg
800 mg

-MET
800 mg
800 mg
800 mg
1200 mg
1200 mg
0

2000 mg
8000 mg
800 mg
1200 mg
800 mg

-THR
800 mg
800 mg
800 mg
1200 mg
1200 mg
800 mg
2000 mg
0

800 mg
1200 mg
800 mg

-LEU

800 mg
800 mg
800 mg
0 mg

1200 mg
800 mg
2000 mg
8000 mg
800 mg
1200 mg
800 mg

-TRP

800 mg
800 mg
800 mg
1200 mg
1200 mg
800 mg
2000 mg
8000 mg

1200 mg
800 mg
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COMPONENT  TYPE OF SUPPLEMENT MIX
-TYR -PHE

adenine
arginine
histidine
leucine

lysine
methionine
phenylalanine
threonine
tryptophan
tyrosine

uracil

800 mg
800 mg
800 mg
1200 mg
1200 mg
800 mg
0

8000 mg
800 mg
0

800 mg

-URA
800 mg
800 mg
800 mg
1200 mg
1200 mg
800 mg
2000 mg
8000 mg
800 mg
1200 mg
0

COM

800 mg
800 mg
800 mg
1200 mg
1200 mg
800 mg
2000 mg
8000 mg
800 mg
1200 mg
800 mg
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PLATE RECIPES

SD PLATES:

Agar YNB + Dextrose
850 ml distilled water 150 ml distilled water
20 g. agar: 6.7 g Yeast Nitrogen Base (w/o amino acids, with ammonium
Autoclave sulfate)

20 g. Dextrose
Filter Sterilize

After autoclaving combine the autoclaved solution and 150 ml of (filter
sterilized) Yeast Nitrogen Base etc. Mix thoroughly and pour plates.

SDC and SDC-? PLATES:

Aqgar YNB + Dextrose + Amino Acids
850 ml distilled water 150 ml distilled water
20 g. agar Amino acid supplement mixture
Autoclave 6.7 g Yeast Nitrogen Base (w/o amino acids, with ammonium
sulfate)

20 g. Dextrose
Filter Sterilize

After autoclaving combine the autoclaved solution YNB + Dextrose +
Amino Acids. Mix thoroughly and pour plates.

SDC - ARG + CAN PLATES:
1.) make SDC-ARG (see SDC-? above)
2.) after autoclaving add 2 ml of 2% canavanine (filter sterilized), do not mouth pipette

2% canavanine solution: Wear gloves when making the solution. Dissolve 2 ¢
canavanine in 100 ml of distilled water, filter sterilize and transfer 10 to 15 ml to sterile
plastic tubes (15 ml). Keep one tube in the refrigerator ready for use. The other tubes
should be kept frozen. When a frozen tube is thawed it must be thoroughly mixed,
otherwise the canavanine will be concentrated in the bottom of the tube.

SORBITOL CONTAINING DROPOUT PLATES: SORB/SDC-?

Agar YNB + Dextrose + Amino Acids

670 ml distilled water: 150 ml distilled water

182 g Sorbitol Amino acid supplement mixture

20 g. agar 6.7 g Yeast Nitrogen Base (w/o amino acids, with ammonium sulfate)
Autoclave 20 g. Dextrose

Filter Sterilize
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After autoclaving combine the autoclaved solution YNB + Dextrose + Amino
Acids. Mix thoroughly and pour plates.

YEPD (YPD) PLATES:

Agar 20% Dextrose
20 g. Peptone 100 m distilled water
10 g. Yeast Extract 20 g. Dextrose
900 ml distilled water: Autoclave
5 ml of 1 M HCI (do not mouth pipette)
20 g. Agar
Autoclave

After autoclaving mix the two components and pour plates

Making 1 M HCI: This entire operation must be done in a hood and gloves and lab
coat must be worn. Do not even think about mouth pipeting concentrated hydrochloric
acid. Measure 83 ml of concentrated hydrochloric acid (HCI) in a graduated cylinder
and slowly add the HCI to 917 ml of distilled water which is stirring on a stir plate.
Once the 1 M HCI is made up it can be transferred to a plastic 1 liter bottle. The
graduated cylinder which is used to measure the concentrated HCI must be carefully
rinsed out with water before being put in with dirty glassware to be cleaned.

YEPD+CYH PLATES:
1.) make YEPD (as above)
2.) add 1 ml of 1% cycloheximide (filter sterilized) after autoclaving, do not mouth pipet

1% cycloheximide solution: Wear gloves when making up the solution. Dissolve 1 g
cycloheximide in 100 ml of distilled water, filter sterilize and transfer 10 to 15 ml to
sterile plastic tubes (15 ml). One tube is kept refrigerated ready for use while the
other tubes are kept frozen. When a frozen tube is thawed it must be thoroughly
mixed, otherwise the cycloheximide will be concentrated in the bottom of the tube.

KAc PLATES

Agar Amino Acid Supplements
900 ml distilled water 100 ml distilled water

2.2 g yeast extract 460 mg COM(complete) mixture
0.5 g dextrose Filter sterilize

20 g potassium acetate

20 g agar

Autoclave
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Combine the autoclaved and filter sterilized solutions, mix thoroughly and pour the plates

DIET KAc PLATES:
1000 ml (distilled
water 20 g potassium
acetate 20 g agar
Autoclave

After autoclaving mix thoroughly and pour plates

YEP(GAL), (MAL), (RAF) AND (SUC) PLATES:

Agar

20 g. Peptone 20% Sugar

10 g. Yeast Extract 100 m distilled water
900 ml distilled water: 20 g. Sugar

5 ml of 1 M HCI (do not mouth pipet) Filter sterilize

20 g. Agar

Autoclave

20% sugar solutions consist of 20 g of the appropriate sugar dissolved in 100 ml
of distilled water (low heat will help galactose and raffinose go into solution). The
solutions are then filter sterilized. After autoclaving add 100 ml of (filter sterilized) 20%
galactose or maltose or raffinose or sucrose (substituting raffinose for sucrose allows
better scoring of SUC markers); add antimycin A to a final concentration of 0.1ug/ml

YEP(EG) PLATES:

Inal L beaker Transfer pH’s media into Flask/Bottle
950 ml distilled water 20 g agar

10 g succinic acid (dissolve succinic first) Autoclave

20 g bacto-peptone (Sigma S-7501)

20 g glycerol

10 g yeast extract

adjust to pH 5.5 by adding KOH pellets

After autoclaving add 25 ml 95% EtOH, mix thoroughly and pour plates

GELATIN MEDIUM:
In a >2 L container
950 ml distilled water
10 g yeast extract
20 g dextrose

14



100 g gelatin (Sigma, G-2500; 300 Bloom))

Melt gelatin in 55°C water bath, autoclave. After autoclaving, mix thoroughly and pour plates

a-AMINOADIPATE MEDIUM (a-AA) PLATES:

Agar YNB + Dex + Lys a-aminoadipate 100
800 ml distilled water: 100 ml distilled water ml distilled water 2
20 g. Agar 1.7 g. Yeast Nitrogen Base, g a-aminoadipate
Autoclave without (NH4)2S04 Adjust to pH 5.5. (This will
20 g dextrose require adding pellets of KOH
2 ml of 1.5% lysine until all of the powder goes
Filter Sterilize into  solution and then

adjusting the pH down to 5.5)
Filter sterilize.

After autoclaving, add filter sterilized solutions to autoclaved agar, mix
thoroughly and pour plates.

It is possible to add some nutritional supplements to a-AA medium but the
best results are obtained with either no supplements (using a prototrophic
strain) or supplements that either cannot be utilized as nitrogen sources or are
poorly utilized (e.g. adenine, histidine, tryptophan, uracil).

5-FOA PLATES

Agar YNB + Dex + 5-FOA

500 ml distilled water: 500 ml distilled water

20 g. Agar 6.7 g. Yeast Nitrogen Base, with (NH4)2S04
Autoclave 1 g. 5-fluoroortic acid

10 ml of 0.2% uracil (50 mg)
20 g dextrose

Adjust to pH 4.5

Filter Sterilize

After autoclaving, add filter sterilized solution to autoclaved agar, mix
thoroughly and pour plates.

It is possible to add other nutritional supplements or to add dropout mixtures to 5FOA
medium. These should be dissolved along with the yeast nitrogen base etc. and filter sterilized.

Personal communication, W.M. Barnes:
- “I have discovered that FOA selection breaks down above pH 4.5. This problem is consistent

with only the protonated form of FOA permeating cells. It turns out that the standard recipe for
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FOA plates is pH 2.8. Some of this acidity is due to the FOA, which you have
less of, so your plates must be at slightly higher pH.

- 5-FOA has no effect at all at pH 6 or 6.2, pretty good at pH 5.4, and full effect at 4 and
below. This is as 2X filtered medium at R.T., before mixing with 4% hot agar. After
solidifying, the plates have a slightly higher pH, as measured with a pH stick/paper.”

D-HISITIDINE PLATES:

Agar D-Histidine YNB + Dex + Pro
800 ml distilled water: 100 ml distilled water 100 ml distilled water
20 g. Agar 2.1 g D-histidine 1.7 g. Yeast Nitrogen Base, without
Autoclave Filter sterilize (NH4)2S0a4
1 g. Proline

20 g dextrose
Filter Sterilize

After autoclaving, add filter sterilized solutions to autoclaved agar, mix
thoroughly and pour plates. Final concentration of D-histidine ~ 10 mM.

This medium is used to positively select gapl mutants. Gap1l is the only amino acid
permease which can take up (i) toxic D-amino acids and (ii) citrulline. Therefore, gapl
mutants are (i) resistant to D-amino acids and (ii) unable to utilize citrulline as either a
nitrogen source or as an arginine precursor. The general amino acid permease (Gapl) is
repressed on rich nitrogen sources hence the use of proline as a nitrogen source.

MMS PLATES:

Make YEPD or SD/SDC medium, allow the medium to cool.

Add methyl methanesulfonate (MMS; methanesulfonic acid methylester, Sigma)
to a final concentration of 0.035%. Use the plates ~ 12 hours after pouring them;
discard unused plates after 2 days because the MMS breaks down. The best strategy
for the occasional use of MMS plates is to have aliquots (e.g. 100 ml) of sterile
medium (e.g. YEPD) made up. This sterile medium can be melted, allowed to cool
and then MMS can be added. Original recipe is from Genetics 86: 33-55 (1977).

CASEIN PLATES:

Agar Casein YNB + Dex
500 ml distilled water: 400 ml distilled water 100 ml distilled water
20 g. Agar 5 g. casein (Sigma C-0376) 1.7 g. Yeast Nitrogen Base,
Autoclave ~ 800 mg (8 pellets) of NaOH is ~ without (NH4)2S0a4
added to help dissolve the 20 g Dextrose
casein. Filter Sterilize
Adjust to pH 10 with 1 M HCI
Autoclave
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After autoclaving, mix the sterile solutions and pour plates.

DOMINANT DRUG SELECTION MEDIA

YPD + DRUG PLATES:
Use recipe for YPD plates, after autoclaving, cool media to pouring
temperature and add 1 ml 1000X stock per liter of media* and pour plates.

SEC or SEC-? + DRUG PLATES:

Agar YNB + Dextrose + Amino Acids

850 ml distilled water: 150 ml distilled water

20 g. agar Amino acid supplement mixture

Autoclave 1.7 g. Yeast Nitrogen Base, without (NH4)2S04

1 g. Glutamic Acid (monosodium salt, Sigma G-1626)
20 g. Dextrose
Filter Sterilize

After autoclaving combine the autoclaved solution and 150 ml of (filter
sterilized) yeast nitrogen base etc. Cool to pouring temperature, add filter
sterilized antibiotic, mix thoroughly and pour plates.

Antibiotic in plates 1000X Stock concentration Final concentration

Nourseothricin (Nat) 100 mg/mlin ddH20 100 pg/mi

Geneticin (G418) 200 mg/ml in ddH20 200 pg/ml

Hygromycin B (Hyg)* Check the container to 300 pg/ml
determine the concentration

Notes:

Often the Hygromycin B is >300 mg/ml, you may have to calculate the amount required
for a 300 pug/ml final concentration.

There can be variations on how much drug is added depending upon the strain of yeast or

type of media.

SDP PLATES + Bialaphos or Glufosinate:

Agar YNB + Dextrose

850 ml distilled water 150 m distilled water

20 g. agar 1.7 g Yeast Nitrogen Base (w/o amino acids, w/o
Autoclave ammonium sulfate)

1 g/L L-Proline
20 g. Dextrose
Filter Sterilize
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After autoclaving combine the autoclaved solution and 150 ml of (filter
sterilized) yeast nitrogen base etc. Cool to pouring temperature, add filter
sterilized antibiotic, mix thoroughly and pour plates.

Antibiotic Final concentration
Bialaphos 200 pg/ml
Glufosinate 600-800 ug

SLAD PLATES:

Agar YNB + Dex + (NH4)2S0a4

900 ml distilled water: 100 ml distilled water

20 g. Agar 1.7 g. Yeast Nitrogen Base, without (NH4)2SO4
Autoclave 5ml 10 mM (NH4)2S0Oa4

20 g dextrose
Filter Sterilize

10 mM (NH4)2S04 = 0.132 g per 100 ml. Alternatively, add 6.6 mg of
(NH4)2S04 to 1 | of medium.

After autoclaving, mix the sterile solutions and pour into petri dishes.

Pour plates thin!! Cells on a thin plate starve faster and it's easier to see
(& photograph) the pseudohyphae.
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Bacterial Media

LB Media (1L)

LB Broth LB Plates
10 g Bacto-Tryptone 10 g Bacto-Tryptone
5 g Bacto-Yeast Extract 5 g Bacto-Yeast Extract
5 g NaCl 5 g NaCl
ddH20 to 1 Liter 15 g Agar
Autoclave ddH20 to 1 Liter
Autoclave

LB + Antibiotic Plates
- Use recipe for LB plates, after autoclaving, cool media to pouring
temperature and add 1 ml 1000X antibiotic stock per liter of media.

Antibiotic 1000X Stock concentration Final concentration in plates
Ampicillin 100 mg/ml in ddH20 100 pg/ml

Carbenicillin 100 mg/ml in ddH20 100 pg/ml
Chloramphenicol 34 mg/ml in 100% EtOH 34 ug/mi

Kanamycin 40 mg/ml in ddH20 40 pg/ml

Tetracycline 15 mg/ml in 70% EtOH 15 pg/ml

Streptomycin 50 mg/ml in ddH20 50 pg/ml

Spectinomycin 50 mg/ml in ddH20 50 pg/ml

Notes:

There can be variations on how much antibiotic is added (and the
differences in the concentration of the stocks). | put down my “standard”
concentrations. YMMV

LB + X-gal + Antibiotics
Use recipe for LB plates, after autoclaving, cool media to pouring temperature, add
desired antibiotics and add 2 ml of X-gal 20% stock (20 mg/ml) per liter of media.
Warning: X-gal is in DMF (Dimethyl Formamide). Do not get DMF on skin, use gloves and
eye protection.
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6.EL LLEVAT | LES PRINCIPALS RUTES
METABOLIQUES

Tal i com s’exposa en el treball escrit, la ruta metabolica principal de la fermentacio
alcoholica dels llevats és la glucolisi. Per aquest motiu, en la segient pagina hi ha un
mapa metabolic, en DIN A2, extret i traduit de http://www.wikipathways.org/.

També hi ha un altre mapa, també extret de http://www.wikipathways.org/, que exposa de
manera bastant clara el procés de fermentacid, situat en la pagina que succeeix el primer
mapa.
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7. PART PRACTICA
7.2 CALCUL DE LA RESISTENCIA A L’ALCOHOL

En aquest apartat del treball escrit s’exposa un experiment i s’explica com es
distribueixen els diferents compostos en els tubs que es deixen fermentant, perd potser
pot arribar a semblar una mica complicat. Per aquesta rad, en aquest apartat de I'annex
s’exposa de manera grafica, utilitzant esquemes, la forma en la qual es distribueixen les
dissolucions en cada un dels 9 tubs (tots grups de 9 tubs son iguals, sols canvia la soca
de llevat que s’inocula).

Aprofitant I'annex, també s’hi exposa el document en el que s’explica com fer el caldo
utilitzat en la practica. Encara que el document de la explicacié és per confeccionar el
caldo 1x, per confeccionar un caldo 2x com l'utilitzat en la practica s’han de duplicar les
concentracions dels elements solubles en la mateixa quantitat d’aigua destil-lada
(concentrar la dissoluci6 al doble).
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0% d’etanol

5 mL de caldo YPD 2x

1 mL de llevat en medi
d’ampicil-lina

0 mL d’etanol

4 mL d’aigua destil-lada

5% d’etanol

5 mL de caldo YPD 2x

1 mL de llevat en medi
d’ampicil-lina

0,5 mL d’etanol

3,5 mL d’aigua destil-lada

7% d’etanol

5 mL de caldo YPD 2x

1 mL de llevat en medi
d’ampicil-lina

0,7 mL d’etanol

3,3 mL d’aigua destil-lada



9% d’etanol

5 mL de caldo YPD 2x

1 mL de llevat en medi
d’ampicil-lina

0,9 mL d’etanol

3,1 mL d’aigua destil-lada

10% d’etanol

5 mL de caldo YPD 2x

1 mL de llevat en medi
d’ampicil-lina

1 mL d’etanol

3 mL d’aigua destil-lada

11% d’etanol

5 mL de caldo YPD 2x

1 mL de llevat en medi
d’ampicil-lina

1,1 mL d’etanol

2,9 mL d’aigua destil-lada



12% d’etanol

5 mL de caldo YPD 2x

1 mL de llevat en medi
d’ampicil-lina

1,2 mL d’etanol

2,8 mL d’aigua destil-lada

13% d’etanol

5 mL de caldo YPD 2x

1 mL de llevat en medi
d’ampicil-lina

1,3 mL d’etanol

2,7 mL d’aigua destil-lada

14% d’etanol

5 mL de caldo YPD 2x

1 mL de llevat en medi
d’ampicil-lina

1,4 mL d’etanol

2,6 mL d’aigua destil-lada



Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD) Agar
Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD) Broth

Intended Use
YPD Agar and YPD Broth are used for maintaining and propa-
gating yeasts in molecular microbiology procedures.

Summary and Explanation

General methods in yeast genetics specify using yeast extract-
peptone-dextrose (YPD) medium for cultivating Saccharomyces
cerevisiae and other yeasts." Yeasts grow well on a minimal
medium containing only dextrose and salts. The addition of
protein and yeast cell extract hydrolysates allows faster growth
so that during exponential or log-phase growth, the cells
divide every 90 minutes.!

Formulae
Difco™ YPD Agar
Approximate Formula* Per Liter
Yeast EXTract oo

Peptone
Dextrose ....

uuaQ

Difco™ YPD Broth

Consists of the same ingredients without the agar.
*Adjusted and/or supplemented as required to meet performance criteria.

User Quality Control

Identity Specifications
Difco™ YPD Agar
Dehydrated Appearance:  Beige, free-flowing, homogeneous.

Solution: 6.5% solution, soluble in purified water upon
boiling. Solution is light to medium amber, very
slightly to slightly opalescent.

Prepared Appearance: Light to medium amber, slightly opalescent.
Reaction of 6.5%
Solution at 25°C:

Difco™ YPD Broth

pH6.5+0.2

Dehydrated Appearance:  Beige, free-flowing, homogeneous.

Solution: 5.0% solution, soluble in purified water. Solution
is light to medium amber, clear to very slightly
opalescent.

Prepared Appearance: Light to medium amber, clear to very slightly
opalescent.

Reaction of 5.0%

Solution at 25°C: pH6.5+0.2

Cultural Response

Difco™ YPD Agar or YPD Broth

Prepare the medium per label directions. Inoculate and incubate at
25 + 2°C for 42-48 hours (broth) or 48 hours (agar — up to 72 hours if
necessary).

ORGANISM ATCC*  INOCULUM CFU  RECOVERY
Kluyveromyces lactis 8563 10%-10° Good
Saccharomyces cerevisiae 18790 10%-10° Good
Saccharomyces cerevisiae 9080 10%-10° Good

Difco™ & BBL™ Manual, 2nd Edition

Principles of the Procedure

YPD Agar and YPD Broth contain peptone as a source of
carbon, nitrogen, vitamins and minerals. Yeast extract supplies
B-complex vitamins which stimulate bacterial growth. Dextrose
is the carbohydrate source. YPD Agar contains agar as the
solidifying agent.

Directions for Preparation from
Dehydrated Product
1. Suspend the powder in 1 L of purified water:
Difco™ YPD Agar - 65 g;
Difco™ YPD Broth - 50 g.
Mix thoroughly.
2. Heat the agar medium with frequent agitation and boil for
1 minute to completely dissolve the powder.
3. Autoclave the agar and broth media at 121°C for 15 minutes.
4. Test samples of the finished product for performance using
stable, typical control cultures.

Procedure
See appropriate references for specific procedures.

Expected Results

Growth of colonies on the agar or turbidity in the broth.

Reference

1. Ausubel, Brent, Kingston, Moore, Seidman, Smith and Struhl. 1994. Current protocols in molecular
biology, Current Protocols, Brooklyn, N.Y.

Availability

Difco™ YPD Agar

Cat. No. 242720 Dehydrated — 500 g
242710 Dehydrated - 2 kg

Difco™ YPD Broth

Cat. No. 242820 Dehydrated — 500 g
242810 Dehydrated — 2 kg

& BD



7.3 CALCUL DE LA RESISTENCIA A
L’ALCOHOL

Al igual que en l'apartat anterior, aquesta part de l'annex va destinada a clarificar
I'experiment realitzat utilitzant un document més grafic. En aquest cas, s’explica de qué
esta formada la dissolucio de dins dels sacarimetres.
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20 mL H,0 20 mL H,0 20 mL H,0

2 g de glucosa 2 g de sacarosa 2 g de maltosa
0,2 g de llevat 0,2 g de llevat 0,2 g de llevat
(0,04 g d’'urea) (0,04 g d’'urea) (0,04 g d’'urea)

20 mL H,0
2 g de glicerol
0,2 g de llevat

(0,04 g d’'urea)

(Es van utilitzar dos sacarimetres per a cada substrat per aconseguir una réplica de I'experiment i, també per aconseguir una

ja que al ser un experiment microbioldgic, té possibilitats d’error bastant altes)

mitjana de temps,
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