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En esta comunicacién se presentan las directrices necesarias para observar, en el laboratorio de Educacién
Secundaria, la inhibicién del metabolismo de los azicates en células de levadura por fluoruro de sodio y su
inclusién en la materia de Biologfa en segundo curso de Bachillerato.
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Study of the inhibition of respiration/fermentation in yeast cells by sodium fluoride

This paper presents the necessary guidelines to achieve the observation of the inhibition of sugar metabolism in
yeast cells by means of the compound sodium fluoride. This activity is appropriate for the subject of Biology in
Secondary Education as well as High School..
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Introduccion y justificacion del trabajo

Las levaduras se definen como microorganismos unicelulares integrantes en el reino de los
hongos. Sus células son eucariotas, ya que disponen de una membrana que rodea al material
genético, el ADN. Desde tiempos inmemorables han sido empleadas en la produccion de
vino, cerveza y pan. Hoy dia, también se utilizan en la fabricacién de vitaminas, enzimas y
factores de crecimiento. Asimismo, representan una herramienta valiosisima en los estudios de
biotecnologfa, por la similitud con células animales (Madigan e a/. 2003).

Se define el metabolismo como el conjunto de procesos bioquimicos que tienen lugar en el
interior de la célula, con el objetivo de obtener energia o formar materia propia para la
constitucién celular. Desde un punto de vista de su metabolismo, las levaduras pueden
obtener compuestos ricos en energia (catabolismo celular) mediante dos vias: la fermentacion
y la respiracion celular. La fermentacién se define como un proceso catabdlico parcial, ya que
los productos finales corresponden a sustancias organicas que no llegan a descomponerse en
su totalidad. Por lo tanto, el proceso de obtencién de energfa es reducido. En cambio,
mediante la respiracion, la materia organica que se incorpora a la célula se descompone en
sustancias inorganicas sencillas (CO, y H,0), liberando gran cantidad de energfa.

En la presente comunicaciéon se presentan las directrices para observar el proceso de
inhibicién de la respiracién/fermentacion en células de levadura de panificacién por medio de
fluoruro de sodio, salvando las limitaciones (falta de material e instrumental basico) que
pueden presentarse en un laboratorio de Educacion Secundaria y Bachillerato.
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Problematica de obtener una concentracion adecuada de
microorganismos para el ensayo

Los estudios de inhibicién microbiana requieren de una correcta optimizacion de la
concentracion del agente antimicrobiano y del nimero de microorganismos que se quiere
probar (Lopez 2007). Por lo que respecta a este nimero de microorganismos es importante
preguntarse como conocer la cantidad precisa. Si tomamos una alicuota de microorganismos,
la suspendemos en agua y procedemos a realizar diluciones seriadas del mismo, nos
cuestionamos qué dilucién (densidad microbiana) sera la precisa para ensayar la concentracion
de antimicrobiano que se quiere evaluar. Tanto es asi que, si tomamos una densidad 6ptica de
microorganismos por encima de un valor critico, el estudio de la accién de antibidticos,
inhibidores de crecimiento, enzimas, etc., no tendria el efecto que cabria esperar, siendo éste,
por el contrario, el objetivo principal a mostrar con esta experiencia.

Los grandes laboratorios de ciencia disponen de complejos materiales, los espectrofotémetros,
que determinan curvas de crecimiento relacionadas con densidades opticas. Clasicamente, el
alumno podria trabajar mediante un estandar de densidad 6ptica, el indice de McFarland. Este
determina una comparacion visual entre una precipitaciéon quimica llevada a cabo mediante el
uso de cloruro de bario en medio 4cido y la turbiedad que determinan un numero de
microorganismos. Es decir, la mayor precipitacion quimica de los reactivos es equivalente a
indicar la presencia de un mayor nimero de microorganismos en la muestra. Para que nos
hagamos una idea, una densidad éptica muy utilizada en el indice de McFarland es 0,5 (que
puede suministrar un comercial de productos de laboratorio), equivalente a precisar un
numero estimado de 1,5X10” microorganismos (Gamazo e al. 2005); esta cantidad es estindar
en muchos ensayos de sensibilidad a antimicrobianos o inhibiciones. Ahora bien, volvamos a
la pregunta de si un centro de Educacién Secundaria puede permitirse la adquisicion y el
manejo de este costoso tipo de materiales.

Descripcion de la actividad. Metodologia

Boronat-Gil y Lépez (2011) proponen una metodologia simple para la observacion de los
productos finales de la fermentacién de azucares (glucosa) por parte de células de levadura, asi
como toda una sintesis del proceso teérico de la produccion de etanol.

El estudio de la inhibicién de la respiracién/fermentacion en células de levadura consta de una
laboriosa metodologfa: los alumnos verteran 26 g de levadura fresca, junto a 200 ml de agua
del grifo, en un matraz Erlenmeyer de un litro. La boca la taparan con papel de aluminio y
dejaran el cultivo a temperatura ambiente durante 24 horas. Trascurrido este periodo de
tiempo, diluiran la suspension tomando 20 ml de la misma en una probeta y enrasaran con
agua del grifo hasta 100 ml. Al no disponer de reactivos ni material complejo para la
obtencién del indice de McFarland, de manera empirica y mediante pruebas de ensayo-error,
se han optimizado las concentraciones de inhibidor, fluoruro de sodio (NaF), del proceso
catabdlico. De esta manera, los alumnos procederan a la elaboracion de una diluciéon 1M de
NaF, tomando 4,2 g de reactivo y 100 ml de agua del grifo en un matraz Erlenmeyer de 250
ml. Si no pudiera diluirse el reactivo en su totalidad, serfa preciso calentar la mezcla. Las
diluciones que buscamos seran 0,5 y 0,1 M. Para ello, se tomaran 50 y 10 ml de la diluciéon
stock madre 1M de NaF, y se mezclaran con 50 y 90 ml de agua del grifo, respectivamente.

El siguiente paso es la elaboraciéon de un respirémetro o sistema para medir la cantidad de
dioxido de carbono desprendido por el proceso catabélico de las levaduras sobre los glicidos.
Nuestro sistema va a ser muy simple y su medida va a ser cualitativa, como se desprende de la
observacion de la figura 1, donde el analisis de los resultados demuestra claramente este
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proceso. Para ello, dispondremos de dos tipos de tubos de ensayo: unos de dimensiones 10
mm X 150 mm y otros de 8§ mm X 100 mm (que se introduciran en los primeros de manera
invertida, tal y como se observa en la figura 1).

INCUBACION 37°C, 2.5 horas

Figura 1. Aspecto de los tubos de respiracién/fermentacién al inicio y tras la incubacién a 37 °C, durante 2,5
horas. [A] Control (agua del grifo mas cultivo de levadura). [B] Cultivo de levadura suplementado con glucosa. [C
y D] Cultivo de levadura suplementado con glucosa y fluoruro de sodio (0,1 y 0,5 M, respectivamente). [V, Vo y
V3] Volimenes de diéxido de carbono producidos tras la incubacién en los tubos B, C y D.

Los alumnos rotularan 4 tubos de ensayo y verteran las cantidades que se especifican en la
tabla 1. A continuacién, y tras homogeneizar las diluciones mediante volteo, los alumnos
verteran la cantidad precisa en los tubos de menor dimensiéon. Seguidamente, cada tubo
pequefo se dispondra en el interior de uno de mayor dimensién (previamente rotulado). Con
la ayuda de un boligrafo se deslizara por su interior, y tras su volteo quedaran tal y como se
muestra en la figura 1. La dilucién de levaduras mas sustratos quedara en el interior del tubo
de ensayo pequefo, a la espera de comenzar la experiencia. La incubacién se llevara a cabo a
37 °C durante 2,5 horas. Si no se dispone de incubadora, puede llevarse a cabo a temperatura
ambiente, necesitindose toda una mafiana para poder observar resultados. Si se elige esta
segunda opcién, el cultivo podra guardarse en el frigorifico, finalizada la incubacion, a la
espera de comprobacién de los resultados por parte del alumnado.

Tabla 1. Composicion de los tubos de fermentacién ensayados en la experiencia. (*) Disolucion elaborada a
partir de 1 g de glucosa en 20 ml de agua de grifo.

Tubo Suspension de levadura | Agua del grifo | Fluoruro de sodio Solucién de glucosa 5% (*)
A 5 ml 10 ml - -
B 5 ml 5 ml - 5 ml
C 5 ml - 5 ml (0,1 M) 5 ml
D 5 ml - 5 ml (0,1 M) 5 ml
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Resultados y discusiéon

La figura 2 muestra un esquema resumen que el alumno debe disponer para el apartado
teorico de la experiencia.

r H,0

GLUCOSA m=m====» 2 Ac. 2-FOSFOGLICERICO — 2 Ac. 2-FOSFOENOLPIRUVICO

ENOLASA 2 ADP
2 NAD* 2 NADH, C
2 ATP
GLUCOLISIS 2 Ac. PIRUVICO
RUTA FERMENTATIVA
(FER. ALCOHOLICA)

v

ACETALDEHIDO
(2 CH;-CHO)

2 NADH, C O 9)

2 NAD*

o

ETANOL : A
(2 CH;-CH,0H) Ciclo de Krebs
Cad. Transporte electrénico

Figura 2. Esquema resumen de la produccién de diéxido de carbono (CO») a partir de acido piravico y lugar de
la inhibicién por parte del anién fluoruro. La ruta oxidativa especificada estd compuesta por dos etapas
importantes del catabolismo de glicidos: el ciclo de Krebs y la ruta de fermentacién. En el primero, la molécula
de piruvato sufre un conjunto de transformaciones ciclicas en las que se producen descarboxilaciones oxidativas
(paso de oxalsuccinato a a-cetoglutarato), poder reductor NADH,; y FADH,) y moléculas energéticas (GTP). El
poder reductor serd conducido a la cadena de transporte electrénico hasta acabar en el oxigeno. En el trasiego
electronico se libera energia que es utilizada para formar los enlaces ricos en energfa del ATP. Por lo que respecta
a la ruta fermentativa, la especificada en el esquema corresponde a la produccion de etanol. La fermentacion es
un proceso catabdlico parcial, donde el aceptor del poder reductor es una molécula organica. En la primera
reaccién de esta ruta en patticular, llevada a cabo por la levadura Saccharomyces cerevisiae, se produce una
descarboxilacién de la molécula de piruvato hasta dar acetaldehido.

El catabolismo de los azucares se puede considerar dividido en varias etapas con el objetivo de
facilitar el estudio por parte del alumnado. A modo de resumen: (1) tras una etapa preliminar,
donde se pueden descomponer los grandes polisacaridos (almidén, glucégeno) en
monosacaridos, se obtiene glucosa. (2) Mediante una serie de reacciones de oxidacion
(glucolisis), la glucosa se transforma en dos moléculas de 4cido pirdavico. Fste puede continuar
por diferentes vias. Por un lado, un catabolismo oxidativo (3), en presencia de oxigeno, donde
el piruvato entra a la mitocondria, sufriendo un complejo ciclo de reacciones donde se
producen descarboxilaciones oxidativas, liberandose diéxido de carbono, poder reductor
(FADH,, NADH,) y moléculas energéticas (GTP): el ciclo de Krebs. El poder reductor sera
conducido hasta la cadena de transporte electronico, dispuesta en las crestas mitocondriales,
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donde cedera los hidrégenos a la molécula de oxigeno para dar agua. En el proceso de 6xido-
reduccion, se liberard energia que se empleara en la formacién de enlaces ricos en energia
guardados en la molécula de ATP.

Y, por otro lado, si no se dispone de oxigeno en el medio (4), las células pueden llevar a cabo
un tipo de catabolismo parcial, las fermentaciones, donde el aceptor de los hidrégenos del
poder reductor es una molécula organica. En este caso, el esquema especifica la ruta
fermentativa de produccién de etanol. Durante el proceso, también se produce una
descarboxilacion del piruvato hasta acetaldehido, como paso previo a la formacién de alcohol
(Nelson y Cox 2000).

En esta experiencia, el inhibidor elegido del proceso catabdlico es el fluoruro de sodio. Esta
molécula en disolucion acuosa y en el interior de la célula es capaz de formar un complejo con
el cation magnesio y el anién fosfato inhibiendo a la enzima enolasa (figura 2), responsable de
la reaccion de formacion de 2-fosfoenolpiruvato a partir de 2-fosfoglicerato (desprendiéndose
una molécula de agua). En presencia de elevadas concentraciones del inhibidor fluoruro, éste
compite activamente con el sustrato propio de la enzima por el centro activo (Baynes y
Dominiczak 2007), reduciéndose la produccién de piruvato y restringiéndose el proceso
catabdlico de respiracion/fermentacion. La inhibicion del catabolismo de la levadura se pone
de manifiesto por una reduccion drastica en la formacién de diéxido de carbono. En la figura
1 puede comprobarse tal hecho cuando se comparan los volimenes de gas producidos en los
tubos C y D (presencia de inhibidor) con el del tubo B (sin inhibidor). A mayor concentracion
de fluoruro (tubo D) la produccién de gas es minima, indicativo de su poder inhibitorio del
proceso catabdlico.

Finalizada la experiencia y como medida basica de higiene, es aconsejable el lavado de las
manos con agua y jabon. El material de trabajo (pipetas, tubos de ensayo, matraces...) debe
dejarse durante algunas horas en hipoclorito de sodio para facilitar su limpieza.

Nivel de programacion

La actividad descrita es adecuada para alumnos que cursan la materia de Biologia en segundo
curso de Bachillerato, como actividad final al Bloque 4 (“El mundo de los microorganismos y
sus aplicaciones”) y complemento del Bloque 2 (“Morfologia, estructura y funcion celular: la
respiracion celular, su significado biolégico. Organulos implicados en el proceso respiratorio.
Aplicaciones de las fermentaciones”) (BOE 2007).

Temporalizacion

La experiencia se realiza en dos sesiones. En una primera sesion el profesor presenta la
practica, su objetivo principal (observacién del proceso de respiracién/fermentacion en células
de levadura), recordatorio de conceptos basicos de metabolismo y fisiologfa microbiana, asi
como el desarrollo del montaje de toda la experiencia. En una sesion final, se discutiran y
evaluaran los resultados obtenidos con el modelo tedrico propuesto en la figura 2. Ademas,
los alumnos responderan en su cuaderno de laboratorio a cuestiones del tipo:

1) ¢A qué se deben las diferencias observadas en los tubos de fermentacion ensayados?

2) ¢Cual de los tubos se considera control de la experiencia? ¢Qué tipo de informacién ofrece
su resultado?
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