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PRACTICA No. 7

£

AISLAMIENTO DE TREHALOSA A PARTIR DE LEVADURAS

INTRODUCCION

La examinacidén microscépica de los microorganismos ha revelado que
éstos depositan en citoplasma sustancias gue pueden considerarse como ma-
teriales de reserva. Tales depdsitos. se acumulan cuando en el medio esta
presente la fuente de carbono pero el crecimiento se-halla impedido ya -
sea por la carencia de un nutriente o por la presencia de sustancias inhi
bidoras del crecimiento; bajo estas condiciones, los organismos manifies-
tan su capacidad de acumular la fuente de carbono en forma de polimeros -

osmoticamente inertes e insolubles en agua, que cumplen un papel como sus
tancias de reserva. :

Cuando la fuente de carbono escasea, pero el nutriente faltante es
aportado al medio de crecimiento, el microorganismc metaboliza las sustan
cias de reserva para obtener la energia que apoye Su crecimiento o bien -
las emplea para fabricar esporas; en ambos césos'logra prolohgar su viabi
lidad en ausencia de fuentes externas de energia.

Las inclusiones de reserva formadas por un microorganismo dependen
de las actividades metabdlicas del propio organismo, su estado funcional-
asi como del tipo de medio. Entre las inclusiones de reserva gue han si
do detectadas en las bacterias podemos citar a los granulos de glicégeno,
gotas de lipidos, gotas de azufre, granulos metacrématicos y granulos de-
cianoficina. Por otra parte, las lévaduras y 1los hongos acumulan dep6-
sitos de glicégeno, trehalosa, grasas neutras y polifosfatos. -

OBJETIVO

El propésito fundamental de ésta,préctica es aislar la trehalosa a
partir de levaduras y caracterizarla parcialmente. i

FUNDAMENTO

La trehalosa | 1-0-(el-D-glucopiranosil )-« -D-glucopiranosa ) es -
un disacarido homegéneo, no reductor, descubierto en el cornezuelo del -
arroz a principios: del siglo pasado. "Ha sido "aislado a partir de plantas
superiores, hemolinfa de insectos, capullos de escarabajos parasitos del-
gériero Larinus, y,también ocurre en hongos como’ Amanita muscaria

Este disacarido de reserva fue aislado por Koch y Koch en 1925 a -
partir de levaduras, y mas tarde por ‘Stewart y colaboradores, a partir de
la misma fuente. Estructuralmente este disacérido consiste de dos unida-
des de ®-D-glucosa unidas mediante un ehlace glucosidico ™ 1--- 1 y posee’
un poder . rotatorio - Esﬂhsogz + :178°., : : :




El aislamiento de trehalosa consiste en preparar un extracto alco
hélico de levaduras, al cual se le remueven las proteinas y los acidos -
nucleicos mediante tratamiento con sales de metales pesadas y calor, la-
cristalizacién se lograra adicionando etanol al 95% frio. A los crista-
les obtenidos se les ensayara su capacidad reductora y se identificaran-
los monomeros constituyentes.

MATERTIAL Y REACTIVOS

Levadura de panaderia
2 vasos de precipitados de 600 ml
2 vasos de precipitados de 250 ml
probeta de 100 ml
pipetas de 10 ml
pipetas de 5 ml
varilla de wvidrio
matraz Kitasato
embudo Bichnner
1 .manguera
papel filtro
1 tapén monohoradado
1 frasco Gerber
. barra magnética
base magnética
potenciometro
mechero, tripié |, tela de asbesto

400 ml de alcohol etilico al 95%

50 ml de HCL O.1N

50 ml de fenolftaleina

200 ml de una solucién saturada de Ba(OH)
1 gramo de celite ;

1 gramo de carbén activado

90 ml de alcohol etilico al 70%

20 ml de ZnSO, al 20%

ecuarto frio
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METODOS

1.- En un vaso de precipitados de 600 ml, colocar 32 gramos de levadura -
de panaderia y adicionar 68 ml de agua destilada.

Preparar una suspensién agitando con una varilla de vidrio.

Afiadir 250 ml de alcohol etilico al 95%.

Depositar denfro de la suspensién una barra magnética.

Colocar el vaso de precipitados sobre una base magnética y someter a-
agitacién durante 30 minutos. ‘




6.-Dejar reposar durante 10 minutos. Filtrar a través de un embudo Biich-
nner, procurando transferir primero el sobrenadante claro y después el
sedimento. Ayudese con una varilla de vidrio.

7.-Guardar el filtrado. Lavar el residuo que quedé en el papel filtro, -

con tres porciones de 30 ml de alcohol etilico al 70%. Conservar los -
lavados.

8.-Combinar los lavados con el filtrado original en un vaso de precipita-
dos de 600 ml.

9.-Afiadir 20 ml de ZnSO_ 2 al 20%, 1 ml de Fenolftaleina al 1% y suficiente

solucidén saturada de Ba(OH)Q, hasta que la suspensién tome un color ro
sa permanente.

10-Luego adicionar 2 gramos de carbon activado y calentar la mezcla a 70°C
durante 15 minutos, con agitacién constante.

11-Dejar en reposo durante 10 minutos sin retirarlo del fuego, y luego fil

trar en caliente a través de un embudo Biichnner procurando que el papel
filtro esté recubierto de celite.

12-Transferir el filtrado claro a un vaso de precipitados de 600 ml y ajus
tar el pH a 7 con HCL OQ.1IN.

13-Concentracidén la solucidn hasta un volUmen de 10 ml. Para ello caliente
al mechero agitando constantemente la solucidén con una varilla de vi——-
drio para evitar que se derrame el contenido del vaso.

14-Llevar el concentrado a un frasco Gerber y mantenerlo en bafio de hielo.

15-Adicionar lentamente 80 ml de etanol al 95% frio y mezclar suavemente.

16-Dejar en refrigeracién durante una semana para permitir la cristaliza--
cién de la trehalosa.

17-Recolectar los cristales, para ello primero elimine el sobrenadante cui
dadosamente con una pipeta Pasteur, y luego dejar evaporar el alcohol -
residual, a temperatura ambiente. '

18-Una vez secos los cristales proceder a su caracterizacidn.

CARACTERIZACION

1.-Preparar una solucidén acuosa de los cristales y someterlos a las Pruebas

de Molisch y de Fehling para determinar su naturaleza quimica y poder -
reductor.

2.-Prepare una solucidén acuosa de trehalosa al 0.5% e hidrolice con HCl 1N
durante 20 minutos. Tanto la solucidn de trehalosa como el hidrolizado

seran sometidos a cromatografia en papel usando como eluente una mezcla
de Butanol:Acético:Agua (4:1:5) y revelando con Anilina.




!

b

-

b d N e

1

Para establecer la identidad de los productos de hidrélisis de la treha-
losa, emplee como patrdn soluciones de glucosa y trehalosa.

3.- Haga una observacién al microscépio de los cristales obtenidos.

RESULTADOS

1.-Fn la siguiente tabla anote los resultados obtenidos al realizar las prue-
bas cualitativas.

SOLUCION PRUEBA DE MOLISCH | PRUEBA DE FEHLING

Trehalosa obtenida

Hidrolizado de Trehalosa

Trehalosa pura

Agua destilada

2.— Dibuje los cristales de trehalosa, y comente sobre sus caracteristicas

3.-En la siguiente tabla anote las distancias recorridas por las manchas desa
rrolladas en su cromatograma.

SOLUCION DISTANCIA RECORRIDA (cm)

Trehalosa

Hidrolizado de Trehalosa

Patrdn de Trehalosa

Patrén de Glucosa

Eluente
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5.-En la siguiente tabla anota los valores de Rf obtenidos.

SOLUCICN S

Trehalosa cbtenida

- -

Hidrolizado de trehalosa

Patrdén de trehalosa

.Pamfh de GlLucosa
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6.-En la siguiente hoja anexe el cromatograma obtenido o bien una fotocopia
del mismo.
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