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RESUMEN

B} presente estudin especifica lss condiciones en gue se 'leva 2 cabo la
autéiisis de la levadura, con los maximos rendimientos hidrotiticos, evaluando
también ia manera en que los autelizades pueden conservar sus propiedades

funcienales de manera estable.

A nivel jaboratorio, se comperé la velocidad de crecimienio de dos cepss de
Saccharomyces cerensiae, BCGC L-026 y la BCGC L-024, presentd una mayor
velocidad de crecimiento la BCGC L-026. Esta cepa se utilizé, junte con
Candida uths en un proceso de autélisis bajo las siguientes condictones:
temperatura de 35° a 55°C con un tiempo de 14 & 18 horas. Se obtuve como

resultado mayor rendimiento con la levadura S cerevisiae (BCGC L-026).

Se realizarén pruebas microbiotégicas pera verificar el buen manejo de la
fevadura durante el proceso, en las que no se observé ia presencia de ningdn

microorganisme contaminante que pudiera alterar el producto.



i. INTRODUCCION.

La aiimentacion es considerada un factor clave para la sobrevivencia y desarrollo
de los seres vivos, Dentro de este contexte tan generei, cabe mencionar, jue desde
1814 las levaduras, han sido utilizadas como fuente de protelnas y vit.aminas,
con o cual han contribuido a satisfacer necesidades bésicas de la alimentacién
humane.'s Sin embargo, dado que sus costos de produccién ne han podido competir
con les de la soya, su atractivo como producto proteice ha decaido, aungue

actualmente se continuan las investigaciones con otros fines.<®

Los alimentos de alta calidad para el hombre, son los de mayor demanda y también
los mas perecederos. Pero afortunadamente, 1os alimentos perecederos se pueden
hacer estables y aceptables mediante ta aplicacién juiciosa de ta tecnclogia
actual. Un producto alimenticio ademés de estar en buen estado, debe cumplir con
ciertas caracteristicas que harén del alimento un producto de sita calidad. Estes
caracteristicas son constituidas por el sabor (eler y quste), color, aperiencie o
textura. Dichos aiributos juegan un papel importante en ja acepiacién o rechaze

de un producto por ef consumidor.=<

Le sociedad actue! utiliza extensamente ios aditivos aiimenticios pera mejorar o
incrementar la calidad de un alimento y el uso de los mismos se remonta hasta 2
época prehistorica, cuando la civilizacién de entonces afiadia sustancias quimicas
& 105 aiimentos, al shumar o salar la carne, £stes aditivos alimenticios, son
sustancias que afadidas al alimenté se convierten en un componente del mismo o
que transforma sus caracterfsticas.® El extracte de levadura { término usadn
como sinénimo de autolizade),Z® es un importante ingrediente o acitivo
zlimentirio que contribuye a potenciar o reaizar el sabor y &roms & sopas,

saichichas, longanizas, carne, salsas, aiimentos del mar, vegetales asf como en




la fabricacién de alimentos para perros, gatos, cabalios, peces, crustéaceos y
rotiferos. En la industria alimentaria, el papel principal de un extracto de
levadura es de dsr “sabor” 12 29 y desde este punto de viste, es bastante fécil
percibir tos efecios econémicos de ios extractos de levadura, dado que gradual y
rapidemente ilegerén a sustiivir & los aditives sintéticos o artificiales,

»26

principaimente porgue se ha reconocide su valor como “nutrimentos.

Histéricamente ios saborizantes han side y seguiran siendo €l grupo més grande
ce aditives sgregados intencionalmente a los alimentes. Los saberizentzs de
levadure, por su alte valor agregado, se han planteade como una alternativa actual
y futers para la vtilizacién principat de levedura primaria. Desde luego qus como
saborizante natural, su dispenibilided estard !limitada por las necesidzdes

comerciales y posibles restricciones de normatividad.

Puede sefialarse sin embargo, que los saborizantes tc.ntir.urén con una tendencia
futura ascendente. Estadisticas de consumo rezlizadss hsh indicedo que la
dermanda anuz! de ios sabores naturales seria duplicsta pere 1990, con respecto
{a demanda de 1886. Entre sus mlitiples {acetass, el desarvelle biotecn(}logfco :
actual permite preveer cambios positivos hacia el fortafecimiento de fa industria

de los saborizantes de levadura, 2t
1AL AUTOLIZADOS DE LEVADURAS.

Ls hidrétisis de lzs proteinas se originé en ef este de Asia, en palses como Japén,
China o Indonesia en donde por muchos sig!oé los procesos de fermentacidn se han
usade pars preservacién y/o pars modificacion del saber de pescade y carne. En
Estados Unidos ei interés industrial en hidrolizados de proteina crace después del

descubrimiento en 1908 del “glutamate monosédico” (GMS), saborizante contenido



en los hidrelizados de proteina. En la industria europea la produccién de
hidrolizados de proteina se inicié airededor de 1886. La primera produccién
estuvo basada en la efaboracién de una alternativa del extracto de carne.La mayor
experiencia en fa produccién y uso de los hidrolizados de fevadura ha sido
principalmente con Candida wris °® debido a que es capaz de crecer en hexoses,
pentosas y en desechos o subproductos industriales como: licores sulfitices y

melazas,

La fabricacién de autolizados de levadura se ha desarroliado debido a lz répida
velocidaa de propagacidn de los microorganismes, & la diversidad de substratos
que se pueden emgplear, a que su produccion no depende de las condiciones
climéticas, y a lé)s minimos requerimientos de terreno. Como aditivo de sabor los
extractos de fevadura son més econémicos que los extractos de carne 6 pescade
usados comunmente. Su disponibilidad en nuestro pais es relativa, ye que sélo
existe una empresa dedicada a su produccién industrial a partir de revedura
residual (levadura secundaria), proveniente de }a industria cervecera ubicada en
Irapuato, Guanajuato y otra més en el estado de Querétaro, ta cual al parecer adn
no se encuentra en operacién.?® En la tabla 1 se mencionan zigunas empresas

dedicadas a la produccién de extractos de levadura @ nivel mundial.
Los autolizados hacen dos cosas:

1) Aumentan la potencia del sabor (potenciador):

Su accién se debe 2 su contenide de algunos potericiadores del sabor, como el GMS
{giutamato monosodico), nucledtidos y sustancias ampiificadoras de! saber, que
resalian, intensifican y acentlan los tonos de sabor a carne ademés de sumentar

¢! nivel de percepcién de sabores imperceptibies en forma normal.




2) Proporciona un sabor y eroma caracterfstico (aditivo de sabor).

Los autolizados se obtienen preferentemente de levadura primaria (levadura de

pan) o levadura de cerveza desemargada ( Sacofaromyces cerevisize ). En procesos
autoliticos actualmente desarroliados en Cuba, de acuerdo a Micheiena Yy

Rodriguez,'® se utiliza Canddh wifs E| precio y calidad de los autolizados

depende tanto de la fuente de levadura como del grado de proteélisis y otras

variables del proceso.26

Las ijevaduras, particularmente S caews2e son fuentes excelentes de enzimas,

cosnzimas y oiros componentes biotégicos usados en la investigacién bioquimica

y en medicina; siendo algunos de estos: enzimas de la ruta glucolitica y de! ciclo -

del acido citrico, los citocromos, el dinucleétido dé adenina nicotinamida (NAD) y
su fosfato (NADP), los ésteres de 4cido fosférico de adenosina (AMP, ADP, ATP), el
&cido desoxirribonucieico (DNA), é&cido ribonucieico (RNA), edenina, guanina,
citidina y uracilo, asl como también vitaminas y aminoécidos. Gran parte de estos

componentes estén localizados en el citoplasma de las levaduras, por lo que al

morir la célula y destruirse la membrena semipermeable, los comouestos solubles

se difunden a través de la pared celular, pero las unidades de alto pesc moieculer

quedan retenidas en el interior de ie célula, 28

" Lz obtencion de buenos rendimientos de autélisis estéd en funcién de Iz cepacidad

de recuperar, mediante el rompimiento de la pared celular, Ia mayoria de jos
componentes celulares. La utitizacién de métodos mecanicos para tal fin resuitan
i'mprécticos, debido al costo eievado de operacién a escela industrial. Para una
produccién cemercial de extractos de levadura, se han aplicade otros métodos
cuya apiicacion se basa en fa hidrélisis de fos compuestos insolubles de alto peso

molecular, que puedan difundir a través de la pared celuiar. En general estas
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técnicas se clasifican como procesos autolfticos e hidrolfticos.2®

El proceso autolitico mas utilizado consiste en llevar a cabo un calentamientio de
'8s leveduras a una temperatura a la cual ia célula es destruida por una alta
aClividad enziméatica 6 puede ser provocada por agentes plasmolltices como:
sal, cloroformo, etil-acetato, etc., que tienen efectos en la permeabilidad
celular. La composicién comercial del autolizado varia ampiiamente dependiende

de! aumento de sz, el grado de autélisis y la adicién de glutamato monosédico y

‘ o ~0
nuciegticos.~”

Los autslizedos tienen mucho saber por las propiedades organolépticas de los
péptidos y aminoacidos formados: su eficacia nutritiva es excelente, debido a la
predigestidn de ias protefnas, ya que este mecanismo respeta fos aminoacidos
incluso los mas i4biles, como el triptofanc.2® Debe tomarse en cusntz gue is
obtencién de autolizados deseables se inicia con el diseflo de un proceso que
permite 2 le levadura desarrollar un sistema enzimético proteotftico duranie el
crecimiento, pars hidrolizar sus protefnas insofubles y é&cidos nucleicos -en
materiales solubles, Le fraccién liguida (sutclizedo de levadura), cbtenida:
después de ia separacion de los restos celulares, contiene materiales solubles
como aminoacidos, derivados de los productos de hidrétisis, péptidos, nucleéiidos
{entre ¢stos, el 5'~guanssin monofosfato 6 5° ~GMP, y el 5'-inosin monofosfato 6

5'IMP), mzlicares {ribosa, glucoss, fructuosa, maltosa)!® y sus derivados {come e!
G5y oires compuestos no identificzbles, los cuales durante las etapas de
tvaporacion v secado, interacciensn formendoe compusstes que imparten notas
ricas en sabor 2 carne. Ademads, en los autolizados quedan retenidas viteminas
importantes dej complejo B, tiamina (15 a 20 ppm), riboflavine (70 a 75 ppm),

acigo nicetinico (300 ppm) y 4cido pantoténico (100 ppm).3




Actualmente, la importancia econémica de los autolizados como ingrediente
alimenticio se ilustra con un volimen de produccién cada vez en mayor proporcion,
el cual,  sciamente en los paises occidentales es atrededor de 55,000 toneladas al
afio. Més del 50% de este voltmen es producido en Europa v una parte sustancial es

de uso cautivo por los productores internacienales de los cubitos Maggi y

tabricantes de sopas.d!

Por otra parte, desde el punto de vista nutricional, la levadura S ceevisize
presenta un perfil y contenido de aminoé&cidos superior al de C wiiis, asl como al
de ia soya (Tabla 2). Aunque la levadura S cerewisze presenta un aminograms de
mejor calided y comparativamente adecuado como producto proteice, su
produccién presenta como principal desventaja que posee un mecznismo de
conversién de azdcares s protefna con una menor eficiencia que otras levadures,
C. vt por ejemplo. No obstante, es posible conter con procescs de produccién que
eviten los bajos rendimientos, como jos sistemas semicontinuos ¢ continuos, ¥

que permiten obtenar un producto de calidad constante en tode tiempo.2d

Por otro iedo, considerando que {os costes de produccidn de fa fevadurs son
reletivamente elevados, cabe destacar que en fos dltimos cince afies he resurgide
la straccién por los autolizados de levadura, con lo cual se logra dar un valer
agregado al producto, de lal manera que hace econémicamente asiractiva su
utifizacién en el mercado alimenticio. Esto debido a que fes adtoiizados ge
levadura representan un aditivo de sabor de tipo natural y porgue los aditivos

sintéticos est&n siendo despizzados del mercado por razones bésicas o aspectos

de salud.?




1.B. ALGUNOS ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA AUTOLISIS.

Bibliograficamente se tienen muy pocas referencias sobre los procesos
autuiiticos y sus rendimientos; este se debe & que ie wadustria de los autolizados
maneja con estricto contro! la informacién que obtiene de sus propias
investigaciones. Sin embargo, es posible encontrar en la literatura cientffica
estudios encaminados a determinar la fisiologia celular, relacionada con los
pasos metabélicos de la lisis de las levaduras utilizadas.2’ -2

Durante le autélisis, y debido &l incremento en le permeebilidad de la pered
celular, la protetlisis ocurre tanto dentro como fuera de la célula. Es asf como
después de un tiempo entre 4 y 8 horas de iniciada la autélisis, es posibie notar
una disminucién en la concentracién de protefna extracelular y por consiguiente

el aumento del nivel de aminocidos. !

Al splicar las condiciones autollticas adecuadas (temperatura, pH y presién), el
material celular es fiberado al medio, observdndose un aumento en la
concentracién de los Acidos nucleicos en e} exiracto de ievedura. En esas
circunstancias, la levadura puede adaptar su metabolismo para utilizar ribosa, al
parecer, mas facilmente que para desoxirribosa. Asimismo, en el case de ARN, se
activan nucleasas para degradario y producir nucleétidos, que a su vaz son
atacados por fosfomonoesterasas, obteniéndose nucleésidos y fosfato inorgénico.
Les nucledésidos son degradades por nucieosidasas, dando ribosa y las propias

u-.rin::e, \/

yrinze v pirimidinas, La ribosa puede ser metabolizada por |a via de la hexosa

bcio

mone-fosfate. Al parecer, el ADN es degradado en forma semejante.e

La liberacion de protelna y aminodcidos es el aspecto més importante de la

autélisis de levaduras. La proteélisis es realizada principalmentz en el




citopiasma, por unz serie de enzimas, que actdan en forma diferente de acuerdo a
Jas condiciones establecidas durante e} proceso. Por otro lado, las condiciones en
las que ias levaduras fueron cultivadas influyen significativamente sobre la
sctividad protecifiica de estzs enzimas, Lzs enzimes proteoifticas inveolurradas
en la autélisis, han sido recientemente caracterizedss. En la tabla 3 se listan les
seis diferentes proteasas intracelulares de levaduras, conocidas hasta ahora. Es

probzble que puedan coexistir una o dos aminopeptidasas adicionales. Al menos

cinco de las enzimas listadas en Ja tabla, estén localizades en las vacuolas, Y

quizés cuatro de ellas son glicoprotefnas.”d

i.C. CONSERVACION DE LOS AUTOLIZADOS DE LEVADURA.

Los autolizados de levadura representan un medio bastante rico en nutrimentos,
per su contenido de vitaminas, protelnas, péptidos, aminoécidos, azicares y otros
etementos, de relativa tacilidad de degradacién { puede ser comparativamente
semejante & las caracteristicas de un alimento de consumo humano tradicional,
como la leche). Por lo que se considera de suma importancia aplicar métedos de
conservacién que mantengan una calidad comprobada. Este método puede ser el de
ias bajas o altas temperaturas; las cuales son usadas pare retardar o scelerar
reacciones quimicas, accién de enzimas y retrasar o inhibir el crezimiento o
activided de microorganismos presentes.?? Las bajas tempercturas tiemen un
efecto letal; en particular las inferiores & cero dafian el metaboiisme de
algunas bacterias por la desnaturalizacién e proteinas y floculacién de
proteinas celulares, por ¢l sumento en la ;oncent;acién de solutos en el agua oue

gueda sin congelar 6 por ef dafio fisico causado per los cristales de hielo.?

Algunas ceracteristicas especiales e importantes en el crecimientc de bacterias

en los alimentos, son ias siguientes:®




1. Capacidad para crecer bien en numerosos substretes y pere utilizer como fuente
de energia un gran nUmero de casrbohidratos y otros compenentes organicos,
utilizando como fuente de nitrégeno compuestos nitrogensdos bastante sencities.

2. Capacidad de sintetizar la mayoria de las vitamings que necesitan.

3. Capacidad de producir considerables cantidades de &cido y gas a partir de

azdcares,
4, Ocasionan sabores anormales.
5. Capacided de producir mucosidad ¢ viscosidad en los alimentos,

Asimismo, es facii suponer que entre {os micreorganismios con mavor posibilidgad

v

de propagacion se encuentran las bacterias, en especial las del tipe coiiformesy
Staphyioccocys aureus 3 Los organismeos celiformes son baciles gram negativos, no
esporulades, szrobios 6 anaerobios facuitativos, gue fermentan la lactoss con
produccién ce gas. Son perjudiciales para los alimenics, ye que su presencies se
considera como indicador de contaminacién por despsrdicios cloacales, préctices

saniterias poco eficaces ¢ equipo antihigiénico. Su  crecimiento inutiliza los

la bacteriz £ aweus s gram positivs, inmévil, esférica

Por otro lads

genereimente dispuesta en racimos irreguiares. Es zatalogada como anaerobia

facullative, Torme coionias pequefias, circulares y convexas, fermentan el manitoi

o

y varios azlcares formando 4cido pero no gas. Crecen en un intervalo amplio de
temperatura cs 6.5 °C 53 50 °C y 2 un pH de 4.2 a 8.3. Preducen una enterotoxina que

causa intoxicaciones alimenticias.®



Finalmente, vale la pena mencionar que un factor de considersble eficacia para
conservar un alimento por mayor tiempo libre de bacterias, es el pH. A un pH
dcido, las bacterias tienen problemas para su desarrolio y profiferacién, lo cual
podrfa servir coms un método de preservacién pare zplicerse en el proceso de

fsbricacién de los sutoiizados de levadura.
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li. ANTECEDENTES

Es un heche indiscutible, que actualmente existe una gran tendencia al cambio en
los hébitos alimenticios de un nimero cada vez mayor de persongs, debido & la
creciente difusién de las cualidades nutricionales de los diferentes tipos de
alimentos “naturales™; apiicando la palabra natural a los productos derivados de

fuentes naturales.

Cempafifas e instituciones de investigacién se han dedicado a cubrir {a demanda de
productos naturales y durante las dos Ultimas décadas, se han desarrollado varios
procesos para la produccion de microorganismos Utiles como fuente de proteina
para la alimentacién humana y animal 6 como ingrediente alimenticio. Por otra
parte, s produccién de saborizantes naturales juega un significativo pepel en
nuestrz alimentacion dieria, ya que actualmente se emplean més de 1,100

diferentes metleriales saborizanties.

Los procesos de produccién industrial de lcs autolizades de levadura
précticamente empezaron a desarroliarse a principios del presente siglo, dado que
no existia una manera de aprovechar los residuos de levadura de cerveza. Su
utilizacién como producto potenciador del sabor se inicié en Alemania, pero fue {a
compafiia Marmite Co., en Ingleterra la que desarrollé une de los primeros
procesos para la producciéon comercial de los autolizados de levadura.?®
Aclualmente, la tecnologia de la produccién de autolizados de levadura ha llegado
a slcanzar un elevado nivel de sofistificacion e incluse a utilizar cepas de
levedura seieccionadas, para lo cual las compafiias preductoras guardan
celosamenie los detalles del precese empleado, siendo considerados como
secretos industriales. Sin embargo, en forma general el método para la produccion

de autolizados de levaduras, se compone de las etapas basicas siguientes:‘
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1) Recuperacién de la levadura.

2) Seleccion y tratamiento inicial.

3) Sofubifizacién de los contenidos cefulares.
4) Eliminacioén de los cuerpos celulares.

5) Eliminacién de constituyentes indeseables.
6) Modificacién del sabor,

7) Téchicas de evaporecion.

Per otra parte, existen pocos trabajos or lo consiguiente poca bibliografia
P J , 1og

relacionada con este tema, sin embargo algunos de los experimentos elaborados

son fos siguientes:

Houg y Maddox en 19708 trabajaron con ia autélisis de Sacoharomyces caisberensis
que fue autolizada a una temperatura de 45°C, un pH de 6.5 con unz agitacién
ocasional tomando muestras cade hora durante 14 horas. Se midi6 la cantidad de
ONA perdida en las células y se observd que era aproximadamente igual a la que
sumenté en el extracto, también noetaron que el RNA no sigue este patrén, ya que
iz centidad de RNA que se encontrd en el extracto fue menor 2 la perdida por ig
fevadura, debido a que las ribosas sen utilizadas répidamente al no haber otra
~ tuente de carbono. Ademés, observaren que durante la autbiisis le cantidad de
cerbohidratos de la célulz en el extiacio es pequeia comparads con las proteinas
y los écidos nuclefcos. Investigaron las carecter(sticas de 4 enzimas que actlan
gurante ie autélisis y describieron que parecfan ser glicoprotelnas que contenian

residuos de glucosa y manesa, esto sugiere alguna conexién con la siniesis de

nsredes de fa célule, ya que la pared esta formada substancialmente de glucanss,

mananas y comple jos protelnices.
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Reed y Peppler en 197328 proponen un método para la preparacién de autolizados,
que consiste en que & una crema de levadura conteniendo entre 15 y 18% de
sblidos se plasmoliza con sal y graduaimente se eleva la temperatura por un
pericde de tiempo entre 12 y 24 hores, © hasta chiener e grede de autélisis
deseado. La mezcla de autolizado es pasteurizada posteriormente a una
ternperatura entre 80° y B0°C, enfriada y filtrada. Se concentra en un evaporador
2l vacfo de pelicula descendente, hasta obtener una pasta con un contenido
eproximado del 70 al 80% de solidos. Alternativamente el autolizado concentrado
puede ser secado en un secador de tambor rotstorio o de aspersién. Debe tomarse
€n cuenta que le obtencién de sutolizados deseables, se inicia con el disefio de un
proceso que permita a la levadura desarrcllar un sistema enzimatico proteciitico
durante el crecimiento, pars hidrolizer sus protefnas insolubfes y é&cides

nucleicos en materiales solubfes.

Kelly en 1983 ' describié el proceso de produccién de extractos de levadura en 5
etapas:

1.- Plasmélisis.- sumentar la temperatura lo suficiente para mater ia levadura
pero sin inactivar sus enzimas y usé sustancias qufmicas en particuiar sa! ¢
soiventes orgénicos.

2.~ Autolisis.— durante este etapa ias enzimas catalizadoras para la hidréiisis se
activan y sumentan su actividad con ia adicién de papaine. La autélisis se Hevé a
cobo en 20 horas y menciona que Up proceso francés usé una temperatura de 55°C
con un pH de 5.5 durante 20 horas, con une solubilizacién de sélo un 50 a 60%.

3.- Pasteurizacion.- para matar las bacterias.

4.~ Clarificacién.- remover paredes insolubles de las células y produce un
extracto claro removiendo la brume. o '
5.~ Concentracién.- durante esta etapa se promueve el desarroilo de sabores
influenciados por el incremento en la concentracién de componentes y por la

temperatura.
13




Mermelstein en 198972) durante el proceso para la produccién de saborizantes
manejo un pH de 3.5 a 4.5, ya que eviteba la conteminacién por microorganismos

patégenos y toxinas.

Kollery colaboradores en 1992,13 durante el proceso de la autélisis de la levadura
le levadura S cerevisige , observaron que la vglocidad y eficiencia de |l autbiisis
fue influenciada por NaCl, etansl y el incremento de la temperatura haste 50°C.

Obteniendo 1z méxima liberacién de contenido citoplasmatico a las 24 horas,




1. JUSTIFICACION

Las levaduras Saccharomyces cerevisize y Candidz utifs 1551 son utilizadas

actualmente y consideradas como las especificas para la obtencién de

aulviizedos; siendo ia primere de ellas ta més empleada en 1os procesos
industriales. Dado que no se cuenta con informacién especifica sobre sus
cinéticas de autélisis (protedlisis) en esos procesos, en el presente trebajo se
propone manejar condiciones de tiempo, temperatura y pH , que permitan
obtener 1os méximos rendimientos de hidrétisis proteica con cada una de eifas, @

fin de comparar(as y contar con un criterio para seleccionar {a mejor.

Ya que Ios autolizados como aditives naturales en la industria alimenticisa,
presentian un refative bajo costo y fa propiedad de proporcionar una amplia gama
de notas de sabor, se considera valioso estudiar, desarroilar o adaptar un proceso
de autélisis, mediante el cual se logren obtener buenos rendimientos de hidrélisis
proteicé, ademds de establecer }as condiciones que desfavorezcan la proliferacién
o conteminacién bacteriana, asf como que se permita mantener ias propiedades de
sabor controlende sus caracteristicas organolépticas y dado que fos autolizados
de levadura representan un medio bastante rico en nutrimentos, se considera de
suma importiancis determinar las condiciones de conservacién que mantengan una
calidad comprebada, como las bajas o altas temperaturas; las cuales son usadas
para retardar reacciones quimicas, accién de enzimas y retrasar o inhibir el

crecimiente o actividad de microorganismos presentes.
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IV. HIPOTESIS.

Empleando condiciones simitares de autblisis para dos especies de
tevedura, Saccharompces cérevisize ¥ Candida  utifs cultivadas bajo condiciones

semejantes, se podré saber que:

1.- S cerevisize da mejores rendimientos de autélisis que C wis.

2.~ 8 cerevisaetiene mejores caracteristicas bromatoldgicas (humedad, proteinas,

grasas, cenizas, carbohidratos) que . uvifs.

3.- La presencia de microorganismos contaminentes se desfavorece o elimina

durante el proceso autélitico.
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V. OBJETIVO GENERAL.

A partir de cremas de levadura obtenidas en el laboratorio, de ‘Saccharomyces
carevsige y Candiaa ulils, se especificerén les condiciones en que se lleva & cabo
la autélisis de la levedura con los méximos rendimientos hidroliticos, evaluando
también s manera en que los autolizados conservan sus propiedades funcionales

de manera estable.
V.A. OBJETIVOS ESPECIFiCOS.

1. Establecer los procedimientos para }a preparacién de la materia prima {creme
de levadure al 18 % de sélidos), antes de aplicar las condicicnes de autdiisis a

jas mismas.

. 2. Probar condiciones definidas de pH, tiempo y temperatura, evaluando e! grado

de autélisis obtenida para cada cepa de levadura.

o

3. Reaiizar pruebas microbiolégicas y bromatolégicas para evaluar la calidad gel

o
|
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VI. MATERIALES Y METODOS.

A. Microorganismos utilizados.
Se emplesron tres cepas e levadures: dos de Saciaromyces cerevisize (cepas

L~024 y L-026) y una de Cardlds il (cepa L-045).

B. Medios.

Para la propagacion de la levadura se utilizé un medio de melazas enriquecido con
s2ies que proporcionaron |os requerimientos nutricionales de nitrégeno y féstoro;
para el medio s6lido (medio 2)'se adiciond agar al 2.5%. En todos los casos se

ssterilizé a 1 stmdsfera de presidn (15 psig) por 15 minutos.

Medio 1 (medio iiguido)

- Azlcares reductores por litro, ajustados con melzza diluida, 60 g
- Sulfato de emonio (NH,) 2 50, . 1.8 ¢
- Fosfato de emenio (NHp) 24P0, 0.35 g
- Melsze 200 mt
- Afgrar con ggua & 1000 m!

- Ajustar a un pH de 4.5

sedic 2 {medio sélide)
- Agor 6g
~ Melaza 200 m!

- Ajustar 2 un pH d& 5.25
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C. Equipo y Material de Laboratorio.

- Espectrototéometro Perkin - Etmer Mod. 0352,

Autoclave Infra Mod. 0491.

Orbital rotaterio New Brusnwik G-25.

Parrilia de calentamiento Corning Stirrer 260-0.

Termdmetro,

Balanza analitica Chyo Jupiter SDT 200.

Estufa de incubacién Felisa Mod. 133.

Potencigmetro Beckman 50 pH Meter.

Microscopio cdmpuesto One Ten American Optical

Centrifuga Sol-bst J 12

Centrifuga Damon/ IEC Divisién CU-5000.

Termobafio Felisa Mod. 373.

Agitador magnético Felisa Fisher brand 12-810.

Campana de extraccién {CIATEJ).

Campana de flujo laminar Veco Mod. 17928.

Cémara de Neubauer.

Micropuntiilas.

Micropipetas Pipetman Mod. L 84 14227.

Pepa! filtro Whattman No. 2
Frascos ambar.
Gradiilas.

Material de vidrio en general.

19
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D. Técnicas Analiticas. (Todos los reactivos utilizados fueron de grado

analitico).

a) o Se emple6 un potenciémetro dicital, para medir las unidedes

potenciométricas que nos expresaron los valores de pH de la muestra.
p) Técnica para la cuantificacién de nitrégeno amoniacal.

Los reactivos utilizados son:

a) Feno! analitico 25 g/l
b) Nitrocizanuro de sodio 125 mg/I
¢} Hidréxido de sodio 125 g/i
! Bianqueador comercial {clorox) 20 mi/i
e) Suifato de amonio 0.1414  g/1

PROCEDIMIENTO:

A 20 p) de muestra (sutolizado) se le agregd 1.0 mi de reactivo coloresdo de fenol
y 1.0 ml de reactivo de hipoeclorito alcalino, mezclando después de la adicién de
cada reactivo (es importante ahadir estos reactivos' en el orden
mencionado}. 5¢ dejé reaccionar por 10 minutos a temperaturs ambiente y se

shadieron 8 m! de agua destilads, se volvié & mezclar y se leyd absorbancia s 632

am. '/

¢) Técnica para la cuantiﬁcac‘;’én de proteina utitizends e} principio de

sniéa protefna—colsrante.

t s reactivos utilizados son:

&) AibUmina sérice bovina, 96-98% pureza 20.2 mg/i

b) Azul briilante G-250 {solucién colorante) 200 mg/|
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) Etano! grado reactivo al 95% 100 mi/i
d) Acido fosférico al 85% 200 mi/1

PROCEDIMIENTO:
Se tomé 1 ml de muestra (suteiizade) 6 su dilucién 1:10 si es necessrio y se

agregé 5 ml de reactivo Bradford {solucién colorante}. Se leyé a 595 nm entre los

2y 20 minutos después de ahadido el reactivo. !534

4} Técnica para determinar azdcares reductores tibres por el métedo

DNS {4cido dinitresslicilico).

Los reactives utilizados son:

&) Hidroxide de sodio (NaOH) 10 g/l
b} Acide 3,5 Dinitresalicitico (DNS} (C;HN,O4) 10 g/}
¢) Tartrato de Sodio y Potasio { C4H KNaO,) 200 g/t -
d) Metabisulfito de Sodio (Na.5.0c) 0.5 ¢/t
&) Fenoi 2 g/l

Se mezclarén une @ uno en ese orden y posteriormente la sciucisn se aford a
1000 mi.

PROCEDIMIENTO:
2
p

*r

S mi de muestras (autoiizado) se agregb 1.5 m! de solucién de DNS, se agitb y

se puse 2 baho maris e punte de ebuiiicién durante 10 minutes. Después se dejd

enfriar & temperatura ambiente vy se le aladié & ml de ague desiilada. Se agit( ¥y

s¢ levé la sbsorbancia a 550 nm.'®
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e) Técnica para conteo celuiar por el método de azu! de metileno.

Los reactivos utilizados son:
a) Azul de metifeno 10 g/t
b) Cireto de sedio (CH:N2504. 2H0) 50 g/l

PROCEDIMIENTO:

En un matraz aforado de 50 ml, s¢ agregarén S mi de muestra (autelizado), 2.5 de
azul de metileno y se aforé con agua destileds. Se tomé una muestra con une
micropipeta y se colocé en una cdmara de Neubauer, realizando un conteo de ia
poblacién al microscopio. Esta técnica nos permitidé conocer ta viabilidad, ys que
{a pared celular de las ieveduras muertas absorbe el colorante distinguiéndese

con facilided fas células vivas de las muertas,

£. Metodofegia.

Estandarizacién de técnicas analfticas.

- Curva de calibracién para !a determinacion de nitrégeno amoniacal.

S¢ partidé de la soiucién patrén (preparada con el sulfato de amonig), para hacer
dituciones. Tomandnse alicuetas de 1, 2, 3, 4..10 mi en tubes de¢ enseye
debiccmente identifinades y posteriormente se  adiciond sgua destiiada
suficiente para compietar @ 10 mi ¢n cada tubo, de esta manera se obtuvieron las
siguientes concentraciones: 30, 60, 80.. 200 mg.de nitrégero/l. A continuacidn se
adicienarén 20 pi de cade uno de tos tubos anteriores en otra serie de tubos {por
duplicado) y se determind ls concentracién de nitrégenc. Los res: tados de la
curva de calibracién se sometierén z un anélisis de regir'e;iﬁéfi H'heai,fcon ei fin de

obtener una ecuacién gue permitié cuantificar ia concentracién de nitrogenc en
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una muestra a partir de su absoerbancia.
- Curva de calibracién para la determinacién de protefna.

A 10 tubos (por duplicado) se ahadié con micropipeta 10, 20, 30.. 10C pl de
solucién patrén de albimina a cada uno de eflos se les agregé agua hasta alcanzar
un volimen de 1.0 ml; obteniéndose concentraciones de 0.01, 0.02,..0.1 mg/mi.
Después se adicionaron 5 mi de reactivo de Bradford (solucién colorante). Se leyé
su absorbancia y se introdujerdn los detos de ias lecturas & un programa de
regresién lineal simple, para obtener ia ecuacitn de la forma y= ax + b, que
permitié conocer la concentracién de proteina de una muestra & partir de su

absorbancia.
~ Curva de calibracién para la determinacién de azlcares reductores libres.

Se obtuve una curva por medio de la técnica DNS, usando una sclucién patrén de
dextrosa anhidra a unz concentracién de 1 g/1; el rango de concentrecion a probar
fué 0.1 a1 g/l. Serealizé el andlisis de regresion lineal, otteniéndose l2 ecuacion
de la curva, usada para conocer la concentracién de azicares reductores libres en

cada muestra.

3) Cinética de crecimiente para la seleccién de la cepa (ver diagrams de

ja metodoiogfal.

Una vez crecides las cepas BCGC L-026 y BCGC L-024 en un tubo de ensaye (medio
2) se resembrardn en 5 tubos que se incubaron por 24 heras, 2 una temperatura de
33° a 35°C. A cada tubo se le afiadié 5 m! de NaCl (85% p/v) para obtener una
suspensidn; pesteriormente se inocularon 2 matraces, ‘que contenfan 90 m! de

medio tfquido, con 10 mi de la suspensién. Diches matraces se colocaron en el
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orbital de 33° a 34° C, con 300 rpm durante 14 horas. Se tomé una muestra de 2
ml cada 2 horas, para determinar por cuenta microscépica }a poblacién total de
células y de esta manera saber cuél de fas 3 cepas presentaba una mejor cinética
de crecimiento. Para cade una de 1as cepas se siguid el mismo procedimiento. La

cepa seleccionada fué aquelia que presentd una mayor velocidad de crecimiento.
b) Obtencién de la crema de jevadura.

Cencluida la seleccién de las cepas y el estudio cinético de ies mismas, se
procedié a la elaboracién de la materia prima. La propagacién de la levadura se
ilevé a cabo en e} medio 1 y en condiciones aerébicas. Posteriormente de ahif se
tomé para sembrar 10 cajas que contenfan el medic 2 (de mejaza sélido),
incubéndose por 24 horas a 35°C. Una vez crecida la cepe se le agregd ague
destilada a cada caja para sbtener una suspensién celular e inocular el matraz con
g0 m! de melaza y 10 mi de ia suspensién, se incubé durante 10 horas a 34°C.
Después fueron inoculados otros 2 matraces; cada uno conteniendo 450 mi de
melaza y 50 ml de inocule (tomads de el mstraz anterior), Jos cuaies se incubaron
por 10 hores a 34°C. Por 0!timo, se ‘inoculd el fermentador de 14 litros que
contenia @ litros de medio, al cual se fe adicioné 1 litro del inéculo. Las
condiciones de operacién fusron las siguientes: 400 rpm, 1.2 vwm, 34°C, por 12

horas.

Se realizd un ajuste de sélidos hasta un 18% (adecuade pare la sutblisis) de ia
siguiente manera: leé cantidad del peso obtenido se multipiicé por el factor 1.7,
agregéndose agus pare alcanzer ei valor resultante enrelacién &l pesc inicial.

- -¢) Condiciones de autélisis. -~ - -~

Ajustados les sélidos, cada una de las muestras experimenteies se somstié a las
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condiciones de autélisis. Se llevaron a cebo siete corridas de las cudles, en las
corridas 1,2y 3 se evalud sélo tiempo y temperatura con C wiis;en las corridas
4y 5 se evaluaron los mismos parémetros pero con S cerewsiae y en las corridas
£ 7 qe trabaié con cade cepe, eve'uirdose adermds tres varisbles de pH.-Una vez
terminada la autdlisis Jas wmuestras f{ueron congeladas para evitar su
contaminacién. Para el processn de autblisis la crema se colocé en matraces de
vidrio de 500 ml, se lievaron a un agitador orbital con una agitacién de 100 rpm,
ajustando ta temperatura a un valor inicial de 30 °C. Cade hora se fué eievando
graduaimente la temperatura 5°C, hasta alcanzar una temperature de 55°C, le cual
se mantuve durante 12 horas. Las primeras 6 horas se tomaron muestras de 10 ml,
cada horg y durante las siguientes 12 horas se tomaron cada 2 horas, Por cada
corride experimental se tomaron un ndmero minimo de 12 muestras, de un
volumen ¢&¢ 10 m! cade una. A caede muestra tomada durante el procese se le hizo
determinacion de nitrégeno amoniacal, protefnas, szlcsres reductores libres y

presencia de contaminacion por coliformes y Staphpoccocus awrews .
d) Modificacién de pH.

E! pH en ias dos uitimas corridas fué modificado, Una vez =zjustados los sélidoes,
la crema, se pesé v se dividid en tres partes, colocdndose en matraces de 500 mi
cade uno. Cede matraz se etiqueté de la siguiente manera: phN, pH1, pH2, los
cuales indicaban:

pHN = pH normal {el pH que tenia la muestra al iniciarse la autélisis)

pH1

n

pH menor

pH2 = pH superior

Se midié e! pH ir' zial de la crems y este fué el pH normal, se ajustaron dos
valores de pH,V er; dos unidades potenciométricas por arriba (pH2) y por debajo

{pH1), enreiacién 8l pHN de {a materia prima.
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¢} Pruebas microbiolégicas.

Se hicieron pruebas microbiolégicas para ia identificacién de microorganismos
contaminentes que pudieran adulterar el autofizado. Para su evafuacién, se tomé
{a muestra del tiempo cero (TO) directa y diluida, ssl como le (ltima muestra,
tiempo final (TF), con el objeto de observar como variaba la cantidad de
microorganismos presentes antes y después de la autélisis y de esta manera

comprobar la influencia de ias altas temperaturas sobre fos mismos.

El autolizado se sometié a las siguientes pruebas:

0C: Organismios Coliformes Tetales.”.!1.24

a) Se transfirié un mililitro de la muestra 6 sus diluciones a cajas de Petri.

b} Se agregaron de 12 a 15 mi del medio que se mantuvo de 45° a 48°C.

¢} Se mezclé correctamente el medio con la ruestra, se dejd solidificar sobre ung

superficie plana horizontal y se agregaren 4 mi dei mismo medio para cubrir
cempletamente la superficie.

d) Se dejar6én solidificar y se incubaron {as cajas en pesicion invertida durante 24
noras a 35°C,

e} Secontd el nimero de colonias y se registraren fos resuitados.

Determinacién de Srtapipivccocys sureuvs®') ( Método de Baird-Parker).

Preparacién y dilucién de fa muesira: Se colocd 0.1 mi de cada dilucién sobre una
placa de agar Baird-Parker y se extendié con la variila de vidrio en toda la
superficie del medio, usando une varilia para ci ia dilucibn, se incubaron las
placas invertidas de 35° a 37°C durante 24-48 horas, Después de 24 horas se

seleccionaron las placas que mostraron de SO a 150 colonias; se contaron y se

el




marcaron todas aguélias que eran negras y brillantes con o sin ligero borde blanco
y rodeadas por una zona clara en el fondo de! medio 6paco ya que podrian tratarse
de S aweus Se incubaron las placas 24 horas mas y nuevamente se sefeccion6 la
-y ,J

¢ 150 coloniss tipicas, para practicar is prueba de coaguiasa.

Caja Conup i
f) Pruebas bromatolégicas.

Las ditimas muestras de cada corrida fueron centrifugadas a 2000 rpm durante
15 minvtos, una vez separadas, el precipitade fué sometido a las pruebas
bromatoiégicas (humedad, proteinas, cenizas, grasas y carbohidratos), para

evafuar {a calidad de fos autofizados.

Las pruebas bromatoldégicas que se realizaron fueron fas siguientes: {segin los

métodos de ADAC)E-22

Cenizas

Las cenizas de up aiimente son un término analftice equivalente al residuo
inorganico que queds después de quemar la materia orgénica. Las cenizas,‘
normalmente, no son las mismas sustancias inorganicas presentes en el azlimento
original, debido a las pérdidas per volatilizacién 6 a las interacciones guimicas
entre ios constituyentes. El valor principal de la determinacién de cenizas,

supone un método sencillo para determinar la calidad de ciertos alimentos.

PROCEDIMIENTO:

Se calentd un crisoi de porcelana en la flama de un mechero Bunsen durante un
minuto, se pasé a un desecador, se enfrié y se pesé. En el crisol se agregé ': 2
cantidad de alimento adecuado (unos 5 g) y se calenté suavemente con meche.fo
Bunsen bajo une vitrina; hasta que la masa carbonizada estuvo en condiciones de
pesaria, se pasé a una mufla, continuando el calentamiento hasta quemar todo el
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cerbono, se pasé el crisol con las cenizas a un desecador, se dejé enfriar y se
procedié a pesar, calculandose las cenizes totales en porcentaje & partir de la

muestra original.

Proteinas

En e} trabzjo de rutinz se determina mucho més frecuentemente la proteina total
que 1as proteinas o sminoacidos individuales. Pera esto se siguié el procedimiento
de referencia Kjeldahl gque determina la meteria nitrogenade total, que inciuye

tanto fas no protefnas como las proteinas verdsderas.

FROCEDIMIENTO:

En un matrez Kjelgha! de 800 o 500 mi se pesarén 2 g de muestra, sgregandose
25 ml de H,50, concentrado y unas perlas de vidric para evitar el chisporrotec. Se
calenté lentemente durante 2 o 2:30 horas haste que !a rmuestra estuvo clara. Se
ge i enfriar y se sGicionaron 200 ml de agua, finaimente se le agregd granalias de -
zinc y 100 mi de HaOH al 40%.

Carbohidratos
La cantidad de carbohidratos s2 obtuvo per diferencis de peso (3 100 se e rest

{a suma de lcs purcentejes, de los analisis realizades).

Grasas

La grasa se determine normatmente: por extraccidn directc de un disoivente, por
extraccion indirecte daspués de un tratemiento con &lcali 4 4cido, n por medide de
un tubo graduado del voltmen de 'gfasa sep'érau"a, mezclando le muestra con écido

sulfrico, con reactives neutros o alcalinos y centrifugande l2 muestra.

PROCEDIMIENTO:
L3 muesira se pesé en los vasos de aluminic que tienen un peso constante v se
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puso en el cartucho, se fe agregb éter y se colocé en ei eperato SOXTEC tecator

para extraccién de grasas, durante una hora. Ya que se reflujo, ia grasa que quedé

en el vaso se pesd obteniéndose fa concentracién por diferencia de peso.

Humedad

En 1a mayoriz de las industrias de alimentacién ls humedad se suele determinar 2
diario. Los niveles méximes se sefialen frecuentemente en las especificaciones
comercisles. La determinacién del contenido de sgua representa una via sencille
para e! control de la concentracién en las distintas etapas de la fabricacién de

alimentos.

PROCEDIMIENTO:

Se colocéd una capsula metélica de fondo plano de aproximadamente 7 c¢cm de
didmetro, en una estufa controlada termostaticamente a lz temperatura de secado
elegida por un espacio de 20 minutos, después se enfrié en ur desecador y se pesé.
Se agregé la cantidad conveniente de muestra y se distribuyé bien sobre el fondo
de la cépsula. Se transfirié directamente a la estufa Ia cépsula que centenia le
muestra permaneciendo ahf el tiempo oportuno de secado (2 horas
aproximadamente), después fué colocado en un desecador. Ya que se enfrio se peso
inmediatamente la cépsula, Se  volvié a colocar en |a estufa por intervalos de 1

hora o0 30 minutos hasta obtener una pesada constante.



DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA

CEPAS A UTILIZAR

S. cevevisize C. yhirs
£-026 L-045
L-0z4

[cu@n:A DE CRECIMIENTO | CORRIDA 1

CORRIDA 2
CRTERLUIDN DE LA UREMA i ___Dom, a2

CORPIDA 4
CORRIDA 6

[ AUTOLIZ A DE LEVADURA oo

- CCRRIDA 7

DETERMINACION
DE
PROTEINAS
ARICARES
NITRGGENG

PRUEBAS
MICROBIL OGULAS

)—i MODIHICACION DE pH |
R

PRUEBAS
BROMATOLOGICAS




Vil. RESULTADOS.
A. CINETICA DE CRECIMIENTO PARA LA SELECCION DE LA CEPA.

Entre tas dos cepas de Sscohzromyces cerevisige , se selecciono ta BCGC L-026 por

presentar una mayor velocidad de crecimiento (1), en comparacién con la cepa

L-024. (figura 1)

Saccharomyces cerevisiae

BCGC L-026 cuys p, fue de 0.47 h™! con un tiempo de duplicacién de una hora con
veinte minutos, presenté un crecimiento celular maximo enun medio de mefazas
de 300 x 10% células / mi, que representz un peso aproximado de 3 gr de
céiuias/1 (comunicacién personal Peraza-Luna ) (figura 2).

BCGC L-024 cuya ¢, fue de 0.39 h™! con un tiempo de duplicacién de una hora
con veintiocho minutos, su crecimiehto celular méximo fué de 178 x 10% células /

ml, que representa un peso aproximado de 2 gr de células/I (figura 3).

Candds vtls

L-045 cuya p; fué de D.46 h! con un tiempo 6e duplicacién de una hore con
treinta minutos, su crecimiento cetular méximo fué de 485 x 10¢ células / mi, que
representa un peso aproximado de 5 gr de células/i, observéndose que C urfs
logra producir mayor cantidad de células que las dos cepas de S cerevisize (figura
4). ' '

B. OBTENCION DE LA CREMA DE LEVADURA.

-" . ( [
El mostc resultante de la fermentacién serébica contenfa una concentracién
aproximeda de & 2 10 g de levadura por litro. Inmediatamente, se procedié s la

separacién de fas células mediante centrifugacién, obteniéndose unz pasta de
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color café claro (30% de sélidos base himeda), con un olor carecterfstico & fruta
madura. La crema obtenida por medio de esie procedimiento se empled como
materia prima en los experimentos de auiblisis celular, El peso de la biomasa

obtenida en csds corrids e muestra en iz tebla 4.
C. CONDICIONES DE AUTOLISIS.

Corrida 1.- (tabla 5)

Condiciones: temperatura 30 a 55°C, 18 horas.

Cepa: Candda wilis (L-045)

Proteina; 1a hidrolisis de las protefnas fue parcial y a las 2 horas
aproximadamente se nota un decremento hasta un 0.5 mg/ml (figura 5).

AzlGcares: a partir de fa tercerz hora se noia un incremento de azicares
reductores en e} extracto de levedura, obteniéndose un increments lineal hasta las
16 horas y eicanzando una concentracién de & g/l de azlcares reductores. A las 18
horas se observa un decremento dréstico (figura 6).

Nitrégeno: no aparece en ei medic durante las primeras cinco heres, después de
las cinco y hasta las ocho horas se note un incremento de hasta 1000 ppm (1 g /|
de nitrogeno); sin embargo, en !as siguientes dos horas hay una disminucién
dréstice del nivel de nitrégeno haste 300 ppm, manteniéndose este nivel

constante hasta ei final del experimente (figura 7).

Corrida 2.- (tabia 6)

Condiciones: temperatura 30 a 55°C, 18 horas,

Cepa Cardcs vhils (L- 045)

Protefna: la concentracién de proieina en el medio tuvo un ligero aumentic de 0.15
a 0.33 mg/m} sproximadamente (figura 8). )

Aztcares: En relacién a la scumuiacién de ezdicares reductores liberados, se

observé gue el aumento relativamente constante se logra @ partir de las ocho
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horas alcanzando concentraciones de 9 g/1 (figuras 9).

Nitrégeno: tuve un incremento relativo a partir de las catorce horas, antes de fos
tiempos mencionados fa concentracién de nitrégeno muestran un comportamiento

¢+
'

. La midkima concentracidén de nitrégenc fué de 260 mg/i en 20 horas

I

S
G

I+0

s

aproximadamente (figura 10).

Corrida 3.- (tabia 7)

Condiciones: temperatura 30 a 55°C, 14 horas.

Cepa: Candds utls (L- 045)

Protefna: al igual que en la corride 2 hubo un ligerc incremento de 0.14 & 0.36
ma/ml {figura 11).

Azdcares; el aumento relativamente constante se fogra & partir de ias ocho horas
alcanzando concentraciones de 3.5g/1 (figura 12).

Mitrégeno: tuve un incremento relativo a partir de las oche horas, la maximsa

concentracion obtenida Tue de 950 mg/! en 18 horas aproximadamente (figura 13).

Corrida 4.- {tabla &)

Condiciones: temperatura 30 a 55°C, 14 horas.

Cepa; Saccharomyces cerevisiae { BCGC L-026)

Protelna: se notd un comportamiento poco explicable por el aumento y
disminucitn en ia hidrélisis de la misma (figura 14).

Azlicares: alcanzarén una concentracion de 20 gr/l en 1 hora aproximadamente,
después pasan por un periodo variable, hasta que finaimente alcanzan casi ia
misma concentracién que ai principio (figuras 15).

Nitrégens: presenté un incremento hasta 1500 mg/i a las 16 horas (figurs 16).

Corrida 5.- (tabla @)
Condiciones: temperatura 30 a S5°C, 14 horas
Cepa: Sacchaomyces cerevisiae { BCGC L-026)

Exd



Protefna: si igual que en fa corride 4 se observé un aumento y disminucién en la
concentracién de ia misma, alcanzando hasta 15 mg/m| (figura 17).
pzicares: de una concentracién de 81 gr/l, disminuyo a 88 gr/l y después volvié

vl
1

H(tigure 18),

g incrermernterse hasta vn 225 igura

wy

Nitrégeno: a las 2 horas se observé la primera disminucién de 15 hasta 13
mg/mi, después hay aumentos y disminuciones y finalmente a las 14 horas la
concentracion es de 13.5 mg/m!; notdndose inclusive gue se slcanza unz

concentracién de nitrégeno mayor a la obtenida con C s (figura 18).

Corrida 6.~ (tabia 10}

Condiciones: temperatura 30 a 55°C, 16 horas, pHN 4,84, pH1 2.84 y pHZ 6.84.
Cepa: Sacoiarompces cerevisise { BCGC L-026)

Proteina: con un pH de 4.84 y de 6.84, hay un mayor incremento en la
concentracién de proteina; mientres que con el pH 2.84 la concentracién de
proie:‘na varia en e} transcurso de iz cinética, pero al final se observa casi {8
misma concentracién que al principic. Sin embargo, en todos los casos anteriores
se observd que no hubo diferencia significativa entre el tiempo cero y al final de
{a autélisis (figura 20). —
Azicares: es con el pH de 4.84 en donde se observé un mayor incremento de estos
componentes {figura 21). ‘
Nitrégeno: se observé gue el pH de 4.84 fué el que Taverecié una mayer [iberacion

de éste, sbservando una concentracién méxima de 350 mg/! {figura 22).

Corrida 7.- {tabla 11) . »

Condiciones: temperatura 30 2 55?_(2, 16 horas, phN 6.37, pr1 4.37 y pH2 8.37.
Cepa Szcohzromyces cerevisize { BCGC L-026)

Proteinas: puede cbnsi&érarse que no’hubq yariaci5n;sigﬁifi'cativa en fos tres pH
prebados; sin embargo, al trabajer Eon el pH 837 se observé una curva de
disminucidén méas aceptable {figura 23).
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Azicares: se observé que a un pH de 4.37 se logré una mayor iiberacién de
azlcares en el medio (f‘igura 24).

Nitrogeno: En la determinacion de nitrogeno liberado al trabajar con diferentes
valeres Te pH se oboorvé que & un pH de 437 y 6.27 se logrercn cemportamientos

deseables con un méximo en 4.37 (200 mg/1) (figura 25).
D. MODIFICACION DE pH.

El pH normal {pH que tenfa fa muestra al inicio de la autélisis) de 5 cereusae
fue de 4.84, por fo que al ajustarse las dos unidades potenciométricas por arriba
(6.84) y por debajo (2.84) de este valor los pH con los que se trabajo esta cepa en
el proceso de autélisis fueron écidos.

Et pH normal de C wifis fue de 6.37. por lo que a! hacerse el debido ajuste dz las
dos unidades potenciométricas por arriba (8.37) y por debajo (4.37), se trabajé

con des pH &cidos y un pH alcalino. Los resultados se mueetran en ja tabia 12,
E. PRUEBAS MICROBIOLOGICAS.

Unicamente se observé la presencia de cinco cclenias de crganismos celiiformes
en la muestra cero de ia corrida 1, pero en 18 Gitima muestra no se detectd su
presencia. En el resto de les corrides no se observé ningun orgsnisme

conteminante. Los resultados se muestran en la tabia 13
F. PRUEBAS BROMATOLOGICAS.

Los resultados nos muestran:

Cenads s

Humedad varia de un 67% & 70%.
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Proteinas varia de un 13% a 16%.

Cenizas varia de 1% a 2%.
Grasas varfa de 0.08% a 0.75%.

Saccharomyces cerevisiae

HOmeadad varia de 70% a 76%.
Proteinas varia de un 12% a 14%.
Cenizas varia de 1% & 2%.

Grasas variz de 0.08% a 0.27%.

Carbohidratos varia de 7% a 143,

Los resuitades oblenidos se muestran en {a tabie 14.



Vit DISCUSION.

A. CINETICA DE CRECIMIENTO.

Lz seleccién de las levaduras para las pruebss de autblisis se basé préacticamente
en el vajor de sus constantes cinéticas, como lz velocidad especifica de
crecimiento y el tiempo de duplicacion, debido a que estas constantes indican las
caracteristicas propias de los microorganismos 2 las condiciones fisicoquimicas
empleadas.™  Por otro lado, se realizaren los cuijtivos celulares en un medio
complejo, como io es el medio con melazas de cafia, porgue se ha considerado que
'as melazas de cafia constituyen un sustrato adecuado, por contener una
diversidad de sustancias nutritivas para los microorganismos utilizados,20:27:30
De las cepas de Sacchaomyces cerevisiae (levadura de cerveza) probadas, se
seiecciond aquélia que mostré tener un tiempo de ddplicacién reiativamente

-

menar y en consecuencia mayor velocidad de crecimiento (y= 0.47 h'}, la L-026.

Por otra parte, para cumplir con los objetives pianteados, también se realizaron
las correspondienies cinétices de crecimientic con s fevadura Candos ulis
{levedura téruia26), en donde se observé una velocidad de crecimiento de 0.46 h-1 y
un tiempe de duplicacidén de una hora con treinta minutos, observandose también
gue iz levadura logrd producir mayor .caniides de biomasa Gue cualguierz de las

dos cepes de Sceewsize (figura 1).

Con respects a la levadura de cerveza, Ramlirez?’ registré que la velocidad de
crecimiento para ta cepa L-026 es de 0.35 h- y para la cepa L-024 es de 0.34 h'.
Estes dates son menores comparados con los obtenidos en el presente trabsjo,
nrebablemente debido a que en este proceso se logré que Ia levadura tuviera una

mejor edaptacién a ias condiciones fisicoguimicas y sl medic de cultivo empleado.
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Rome®® registré una velocidad de crecimiento para la cepa L-024 de 0.43 h-',
también menor a la obtenida en este trabajo. De estos resultedos, también se
puede hacer notar que la concentracién de azlicar en el medio fue menor (30 g/1)

(o) r =S =12
en el nrecenie yehs

rez27 (1102120 g/1

edpr Ann A, Dt
istradas por Remoe®™ v Ramii

J :

hzio que a5 e
y en estos dos casos la concentracion de azuicares probablemente pudo haber
ejercido un efecto inhibitorio en el desarroiio celuiar; por lo tanto, en fos medios
con rmenor concentracién de azicares las levaduras pueden realizar un
metabolismo més eficiente para ia formacién de proteina y de ahi que se tenga un

mejor crecimiento y mayor produccién de biomasa.

Asimismo, la levadura térula (segin lo registra Peraza-Luna?®) tiene un
metabolismo orientado hacia l8 formacién de protefna ¢ sea de tipo
preferentemente aerdbico, a diferencie de la levadura de cerveza que es
preferentemente anaerébico. En este caso se observé gque la velocidad de
crecimiento de ja levadura C wifis, en el medio de melazas, es mayor a la citada
por Peraza-Luna,?® noténdose inclusive que la levadura se ha adaptade & crecer en
medios de melazes, lo cual puede ser tomedo en cuenta pars cémparar el
planteamiento snierior. Otra posibie razén, por la cual se notan mejores
caracieristicas de crecimiento en las cepas, estéria dada por el tipo de indcule
empleado, esto es, que en todes ios casos las levaduras posiblemente [lograron

adoptarse perfectamente al medio y e las condicébnee empleadas.
B. OBTENCIOK DE LA CREMA.

A excepcibn de la corrida 1 en todas las corridas se observo un promedio de 228
gr de biomasa, La cantided de la misma ¢n cada corrida varfa de 135 2 288 lo que
indica que no hubo una variacién notable en tuanto 2} peso de la biomasa, lo cual

podria ser debido a que en todas las corridas se usarcn las mismas condiciones
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durante el proceso para la obtencion de la crema.
C. AUTOLISIS DE LAS LEVADURAS.

De acuerdo a los objetivos planteados en este trabajo, las levaduras
seleccionadas debian cumplir con dos requisitos esenciales: (a) Contribuir
uniforme y éptimamente g proporcionar el compliemento productor del sabor v (b)
tener cepacidad de autolizarse fécilmente bajo condiciones bastante moderadas.

En este trabajo, los resultades se enfocaron hacia este Gitimo requisito.

Conrespecto a la corrida 1 (C wits), se observd que la hidrélisis de ias protelnas
no se logré en Su totalidad, 0 sea se obtuve une hidrélisis parcial de esios
compenentes, consideréndose una hidrélisis proteice en vuna proporcién
aproximadamente del 80% . Los ezlcares se incrementan pero también sufren un
decremente grastico & las 18 horas, debido quizéds a su posible unién con los
amiincécidos libres para la formacion de complejos. En cuanto a la disminucién
tembién dréstica, def nivel de nitrégeno, esto podria ser debidc a que el nitrégenc
una vez liberado tiene un corto periodo después de! cual podria estar asocidndese
con otras sustancias 6 entre molécules del mismo tipo. 1zzo y Chi-Tang (1981) 10
en un trabajo desarroiiado sobre el asisiamiento e identificacién de componentes
voldiiles extraldos en un autoiizado de levadura, mostraron que élgunos
componentes son prodablemente formados por la interaccidn entre eminodcidos y

azUcares seguidos por la ciclizacién para exhibir ciertos sabores caracteristicos.

En fes corrides 2 y 3, el comportemiento de la proteina en cuanto a su
concentracién, en contraste con la corrida 1, fue muy diferente;' nporcentsje de
hidrélisis casi nulo y , por el contrario, se cbservé un incremento de este
componente. Es probable que la cantidad de nitrégeno fiberado en ba hidrélisis de
las proteinas estuviera siendo asimilade espontdneamente por las leveduras, gue
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en este caso pudieran tener una alta viebilidad, es decir le temperatura de
autélisis no afectd la viabilidad de! microorganismo, permitiendo que las céiulas
pudieran desarroiiarse, En el caso de los azlcares reductores se obtuvierén
cencentrarisnes de 3.5 ¢/l (figura 12) 8 8.5 ¢/1 (figura 9). Si comparamos la
corrida 3 con la 2, en el primer caso fue més baja y la concentracién alcanzads
pude ser debida a que el tiempo de autélisis fue de 16 horas y no de 18 horas como
en la corrida 2 (figuras 9 y 12). Debido a que no se nota una disminucién en la
centidad de azlcares, es probable que la velocidad de asimilacién de esta fuente
de carbono sea muy lenta, mientras gque la velocidad de liberacién sea lo
suficientemente alta para no observar un decremente. La concentracién de
nitrégeno en e} medio es variable, o cual se puede explicar positiemente por ia
formacién de complejos en el extracto de levedura. Sin embargo, se observa que
éste tiene un relative incremento a partir de las catorce horss en la segunda
corrida y 2 partir de las ocho horasben e tercera corrida. Antes de los tiempos
mencionados la concentracién de nitrégenc muestra un comportamiento inestable.
Se puede discutir que las condiciones de autdlisis empleadas no fueron las

adecuadas o hubo factores que requeriran una investigacién mas profunda.

En les cerridas 4 y 5 se trabajé con & ceremisise. Con respecto a la proteinz el
comportemiento poco explicable podriz deberse a gue hay una répida interaccién
de 1a proteina con algin componente del medio, esto es, se iogre observar una
hidrélisis y al mismo tiempo mediante algun mecanisme desconocido la protefna
se 2s50Cia o se asimila como en el ceso de Jas corrides 2 y 3. El aumento y
gisminucién de los azlcares podria deberse como ya se habiz mencionade s ia
unidn de estos con otros componentes para le formacién de compiejos. El
nitrégeno en fa corrida 4, tuvo un alto incrgrnento hasta 1500 mg/i & las 14 hore-
fo cual no se observé en la corrida 5 Esto pudo deberse PRL formacion de
complejos, como ya se habia mencionado anteriormente, fo cual impide uns
determinacion correcta del mismo. De fas corridas anteriores se considcro gue de
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la méaxima concentracién de nitrégeno que se obtuvo, se puede inferir que la
velocidad de autélisis (considerada como la maxima cantidad de nitrégeno

liberada), es mayor para S cerevisiae que para C. uifs (tabla 15).

£s prokable gue el sistema proteolitico, como lo especifican varios autores,"D
funciona mejor en la levadura de cerveze que en la levadura térula (o forrajera),
por lo cual hasta la fecha se prefiere emplear la primera pare la produccién

ingustriai de aulolizados de fevadura.

El efecto del pH sobre la capacidad de autélisis se considera de interés préctice,
ya que un autolizado en si constituye un medio nutritivo bastante rico y, por
consiguienie, facit de contaminarse. En la corrida 6, con S cerenisae, se observé
que & un pH de 4.84 no hay une hidrélisis significativa de preteina; ests guizés
debido a que la hidrélisis de ias proteinas no se facilita con este pH,
observandose algo similar con el pH 2.84, quizds debide como ya se mencicné a
gue hay una rapids interaccion de la proteina con glgin otro componente por {o gue
no se {ogra observer una considerable hidrélisis de {a misma. Con el pH 2.84 ¥
£.84 fos azlcares se mantienen casi constanies, quizés debide a que estes pH no
efectan la hidroiisis de los mismos; el pH 4.84 favorecié un incremento en la
liberacion de azicares al medio. En relacion a e concentracion ds nitrégene
obtenids, & pesar de que los valores oscilaron en ranges bastante pequefies, se
ebservé que el pH de 4.84 fué el que faverecié una mayor liberacién de éste debido
& gue ta activicad proteolitica de las enzimas se maximiza con este valor de pH.
turton, Seqainy Feuillat,'® mostraron gue 2 un pH 5 el B0% de nitrégene celular
se desprende de fa célula consecutivamente a la accion de las proteesas y que
esta es mes débii 2 un pH 3 con un 40% de nitrégeno celular, )
‘
Enis corrida 7 se trabajo con C uls. También se observé que el efecto del pH con
respecto a la hidrolisis proteica puede considerarse poce significativo. en los
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tres valores de pH probados. Posiblemente este resultado fue debido a que con
estos valores de pH, intracelularmente el efecto regulatorio del pH es lo
suficientemente . eficiente para evitar que una variacién drastica de este
perémetro afecte la actividad proteoiitica de las enzimas involucradas y no se
legre inducir dicha actividad. Cabe hacer notar que la diferencia observada de pH
sobre 1a liberacion de nitrégeno en las corridas 6 y 7 se debe primordiaimente a
que fas 2 cepas con las que se trabajo en cada corrida respectivamente son
especies diferentes, adaptadas a distintas formas de vida. En lo que se refiere a
azlcares reductores se observa una tendencia mas clara; sin embargo, la alta
concentracidn inicial de azlcares posiblemente evita obtener mejores resuitades.
De io anterior, se puede deducir que a un pH de 437 y 6.37 se lograron
comportamientos deseables de autdlisis con C s, con un resultado méximo en

4,37 {200 mg/! de nitrégeno).
C. PRUEBAS MICROBIOLOGICAS

Por otro lado, los resultados obtenidos con base en las pruebas da control

micrabiolégico realizadas, indican que las muestras no estan expuesias al medio

embiente, del cual pudieran adaquirir algunos microorganismos contaminantes; va
aue el procesc se lievé a cabo bajo condicicnes de completa esterilided, con una
buena asepsia en el manejo de la fevadura. Ademés de que la tempersture a Iz cuel
se somete la crema para que se tleve 2 cabo la autélisis, impide el crecimiento de
or gantsmos contaminantes que pudieran existir en g muestra 6 provocs su muerte

durante e proceso. En te corrida 1 se observd la presencie de cinco cclonias de

organismos coliformes en e muestra cero {T0), pero en ls Gltima n";uéstfa‘(TF) no
se percibe su presencia, ésto puede indicar su muerte causada por el aumento en
ta temperatura. Por olra parte, Sigphyoccocus -alrsus es un(;, bacteria gue habita
principalmente en el érea respiratoris y que puede ser difundida por medio de ia
cavidad oral. No se encontrd presente en las muestras, ya que durante el proceso
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al manejar la crema se utilizé un cubrebocas para un mayor control sobre los
posibies microorganismos que pudieran contaminar el extracto. Ademas esta
bacteria crece en un intervalo amplio de pH, de 4.2 a 9.3, pero su crecimiento
éptimo se encuentra en un pH de 7.0 2 7.5,% es decir, por fo regmar en un pH neutro;
y el pH que las muestras presentaban al principio del proceso autolitico,

independientemente de la modificacion que se hizo del mismo, variaba entre 4y 6.
D. PRUEBAS BROMATOLOGICAS

En cuanto e las pruebas bromatoidgicas, los resultados fos podemos obsérvar en
la tabla 10 y asi comparar con otro estudio realizado anteriormente sobre el
andlisis de séiidos en el Centro de Investigacién y Asistencia en Tecnclogie y
Disefiv del Estado Jalisco (CIATEJ), en donde se obtuvo una composicién promedio
del extracic de levadura para € wilis le humedad fué de 69.2%, 14.8% de
proteinas, 0.09% de grasas, 1.23% de cenizas y 14.8% de carbohidratos; y pare £
cerevsize e humedad fué de 72.3%, 15.1% de proteinas, 0.08% de grasas, 1.52% de
cenizas y 11.02% de carbohidratos. Por lo que se observa, los resuitados del
presente trabsjo no variaron en gren medide en comparacion a ios realizados
anteriormente en el CIATEJ y debido a que no se cuenta con biblicgrat{a que nes
muestre datos reales sobre la composicién de un extracto de levedura se
considers cue los resultados oblenides son normales, ya que no difieren mucho de

fes trabojos obtenidos antericimente.



1X. CONCLUSIONES

1.- Se sefeccioné la cepa de S cerersiae L-G26 presenta uns mayor velocidad de
crecimiento en comparacién con la ceps L-024 debido a que fa cepa L-026 esta

mejor adaptada para crecer en un medio de melaza.

2~ El pH éptime  oscila entre 4 y 6, es decir un pH &cido, se obtienen mejores
rendimientos en cuanto a lg autdlisis y se faverece a una mayor iiberacién de

nitrogend.

3- Le sacidez del medic es un factor que impide el crecimiento de

microorganismos.

4~ Se estima que manejar la levadura en condiciones estériles y con medidas de
compieta higiene, son requisitos importantes.para evitar le contaminacién de la

crema o 2 propagacién de 2!g9dn microorganismo durante ei proceso auteiftice.

S.- Ei tiempo y temperatura dptimos pare reaiizar la autélisis de levaduras es de

12 a 20 horas con una temperatura de 55°C.

6.~ Seccharomyces corevigae  presents un mejor rendimiente en comparacion con

Candias utiis durante el procesc autolitico.



X. RECOMENDACIONES

1.- Se aconseja que en proximas investigaciones i{as determinaciones de
proteinas, azlceres y nitrdgeno se lleven a cebo inmediatamente después de
terminado el proccso de autélisis, ya que un periodo de tiempo largo puede hacer

qQue varien los resultados.

2.- Reslizar una determinacién del centenido de eminoédcidos y vitaminas en el
autslizeds, ya Gue en el presente trabajo no se realizo por fslta de equipo

necesarijo.

3.- Se sugiere realizar pruebas organolépticas a los extractos cbtenidos de ias 2
cepes: Saccheromyoes cerevsiae y Candios vols con el fin de observar cusl de las 2

muestra mejores caracter{sticas en cuanto al sabor.



TABLA1.- ALGUNAS EMPRESAS DEDICADAS A LA PRODUCCION DE EXTRACTOS DE
LEVADURA USADOS COMO SABORIZANTES NATURALES,

EMPRESAS

PROGDUCTOS

MARCAS COMERCIALES

Universal Foods
Corpoizien

Extractos de levadure de
paraderna

Extractos de levadura de
cerveza

. Flavor Mate 845

Tastone 940
Tastone 310
Tastone 300

Amberex 69
Amberex 1003
Amberex 5000
Chedar Mate

Levadura inactiva Nutrex 370
Nutrex 55
Provesta Corporation Extractos de levadura primana Natural Flavor
Enhancer

Beef Matural Flavor

Cardi Fonds Inc.

Extractos de levadura primana

Cardi Yeast Extrac

Gist Brocades

Extractos de levadurs primarna

{.evadura inactive

Engevita
MYE

RYE-C
Gistex Powder

Champlain hidusiriales inc. Extractes de jevacure de Nava chef
cerveza Nova-Flav
Extractos de levedura primaria Ardamine

Veeprex

Levadura inactiva Yeastal

Pratelnas y vitaminas Levadura Inactivz Provicel

de fevadura, S.A.

Arancia S.A de C V. Levadura inactiva Yeastal

pPeraza-Luna 1592

e e o < b - 4 T A e < S o e i
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TABLA 2.- AMINOGRAMA DE LEVADURAS EMPLEADAS EN LA PRODUCCION DE PROTEINA

MICROBIANA.

Levadura Sustrato { LEU LIS SER TREO VAL ILEU TRi MET/CIS ALA/TIR
(g/100 g de Proteina)

Candiols vtilis Melaza —_ 1.5 3.8 4.6 5.4 ——— o — 6.6
Saccharompyees Melaza 7.9 8.2 - 48 5.5 5.5 1.2 4.1 9.5
ceroVvision
Proteina de soya 45 38 - 27 32 3.0 1.0 1.9 5.5
Patron FAO/WHG 7.0 55 40 4.0 50 40 1.0 3.5 6.0
(1973)

Litchfield (1979) 15

TABLA 3.- ENZIMAS PROTEGLITICAS INTRACELULARES DE S. CEREVISIAE.

ENZIMA FUNCION CARACTERISTICA
A Aminopeptidasa Acido endo-peptidasa
B Proteinasa Serina endo-peptidasa
C Proteinasa © Serina exo-peptidasa
D Carboxipeptidasa Exo-paptidasa (Mg++)
Y Carboxipeptidasa Exo-peptidasa (Zn ++)
I Aminopeptidasa Exo-peptidasa (Mg ++)

Peraza-Luna (18Q2) 26




TABLA &.- BIOMASA OBTENIDA EN CADA CORRIDA.

No. de corrida

Peso (gj

~ Oy U B G s

135.41
242.33
288.E8
283.74
302.15
255 &1
288.82

48



TABLA 5.- RESULTADOS CORRIDA NO. 1 con Candida utilis.

TIEMPO PROTEINAS AZUCARES NITROGENO
(Huras) ma/ml g/l mg/1
i 3.780 0.060 0.000
2 5.103 0.000 0.000
3 3.318 0.000 0.000
4 0.780 1.281 0.000
5 0.882 0.889 0.000
6 0.951 0.838 127.873
8 0.846 3.666 988.873
10 0.682 3.631 270.157
12 .937 3.741 281.102
14 1.013 5.317 219.081
16 1.080 5981 158.884
18 1.120 3.827 215.432

TABLA 6.- RESULTADOS CORRIDA NO. 2 con Candida utilis,

TIEMPO PROTLINAS AZUCARES NITROGENG
{Horas) mg/ml g/l mg/1
0 0.148 0.756 136.994
1 0.112 Q.704 135.170
P 0.120 0.200 124.225
3 0.123 0.81¢ 135.170
& 133 0.912 171.653
5 0.186 7.408 188.070
G 0.182 1.321 166.180
8 0.151 5.288 158.884
10 0.164 6.904 155.235
12 0.238 7.268 .130.026 -
14 0.264 7.984 192.015
ig 0.3186 8.734 226.377
18 0.286 9.179 255.564

43



TABLA 7.- RESULTADOS CORRIDA NO. 3 con Candida utilis.

TABLA 8. RESULTADOS CORRIDA NO. 4 con Saccharomyces

[ TIEMPO PROTEINAS AZUCARES NITROGENOD
(Horas) mg/ml g/l mg/1
0 0.137 0.727 811.979
1 0124 0.802 822.533
Z 0.140 6.935 801.425
3 0.153 0.744 614,617
4 0.170 0.877 759.208
5 0.176 0.684 746.016
6 0.181 0.969 740.739
8 0.229 2.112 812.243
10 0.217 2.580 854.459
12 0.272 2.701 848.918
14 0.367 3.365 872.665

cerevisiae.
TIEMPO PROTEINAS AZUCARES NITROGENO
{Horas) mg/mi g/t mg/i
0 7.344 18.525 1360.882
1 8.249 20.202 1264.463
2 9.543 18.278 1235.815
3 9,622 19.509 1305.785
4 5373 16.565 1347.107
5 10.336 18.181 1374.656
6 8117 17.720 - $333.333
B 8.969 18.267 1388.430
10 10.943 16.854 1415.978
12 8.302 18.528 1498.623
14 10.633 19.798 1526.171




TABLA 9. RESULTADCS CORRIDA NC. 5 con Saccharomyces

cerevisiae. ‘
TIEMPO - PROTEINAS AZUCARES NITROGENO
(Horas) mg/m} g/l mg/|
0 12.773 20.368 14,711
1 11.822 89.616 15.124
2 12.317 - 90.946 15.471
3 10.263 90.195 13.608
4 9.220 88.290 14.022
5 5.125 88.636 13.196
S 9.840 92.042 14.711
8 11.439 92.389 13.603
10 8.216 £8.809 14.986
12 15.348 90.830 14.022
14 £.196 91.523 13.471

51
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TABLA

10.- RESULTADGS CORRIDA NO. 6 con Saccharomyces cerevisiae.

TIEMPO PROTEINAS mg/ml AZUCARES g/l NITROGENO mg.1
ﬂ.VHoras'i pHN pHT pHZ PR pHT pHZ pRN pHT pHZ
0 0.093 | 0.106 | 0.08¢ 11.429 11.415 11,423 169.500 162.125 0.334
1 0.091 | 0.091 | 0.091 11.427 | 11,415 | 11.426 140.000 | 105.000 | 0.140
2 0.091 { 0.081 | 0.096 11127 | 11,417 | 11,423 141667 | 103.333 | 0.150
3 0.090 | 0.095 | 0.100 11431 | 11.409 | 11,428 153.333 81.667 | 0.190
4 0.085 | 0.097 | 0.100 11:448 | 11.407 | 11.445 158.333 | 108.333 | 0.210
5 0.093 | 0.096 | 0.100 11.444 | 11.427 | 11.426 193.333 | 150.000 | 0.260
6 0.097 | 0.091 | 0.107 11.433 | 11.429 | 11.429 216,667 | 168,333 | 0.380
8 0.101 | 0.100 { 0.107 11.168 | 11.428 | 11.457 235.000 | 205.000 | 0.400
10 0.104 { 0.111 | 0.107 11.466 | 11,430 | 11.457 268.333 | 253.333 | 0.565
12 0.103 | 0,104 | 0.108 11.492 1 11,440 | 11.490 286667 | 278,333 | 0.720
14 0.103 | 0.106 | D0.108 11.000 | 11.431 11.473 325.000 | 301.867 | 0.785
16 0.102 { 0.10&6 | 3,109 12032 | 11.439 | 11.481 358.000 | 325000 | 0.330
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TABLA 11.- RESULTADOS CORRIDA NO. 7 con Candida utilis.

TIEMPO b PROTEINAS__rmag/ml __AZUCARES__ g/l NITROGENO _mg/i
(Horas) " pHN pH 1 pH2 pHN pH1 pH2 pHN pH1 pH2
0 0.106 | 0.101 | 0.141 11.423 | 11.442 | 11.413 141,844 | 165818 | 169.500
1 0.102 | 0.095 | 0.115 11.429 | 11.440 | 11.410 146,667 | 150.000 | 118.330
2 0.113 | 0.101 | 0.113 11.428 | 11.444 | 11.401 126667 | 141.657 | 125.000
3 0.103 | 0.097 | 0.119 11441 | 11.432 | 11.392 146,667 | 170.030 | 109.167
4 0.110 | 0.098 | 0.116 11.442 | 11.431 | 11.408 146.667 | 165.000 | 125.000
5 0.103 | 9.097 | 0.112 11.425 | 11.450 | 11.408 121.667 | 178.333 | 121,667
6 0.104 | 0.086 | 0.112 11.572 | 11.626 | 11.44] 131.667 | 178.333 | 138.333
8 0.100 | 0.106 | 0.113 11.828 | 11.925 | 11.588 166.000 | 196.6567 | 136.667
10 0.102 | 0.202 | 0.113 11.972 | 12.005 | 11.638 158.333 | 195.000 | 140.000
12 0.104 | 0.101 | 0.118 11.898 | 11.974 | 11.635 158.333 | 171.667 | 145.000
14 0.103 | 0.104 | 0.121 11.954 | 12.010 | 11.640 160.000 | 188.333 | 156.667
16 0.117 ] 0.105 | 0.120 11.856 | 11.996 | 11.638 166.667 | 198.333 | 133.333




TABLA 12.- AJUSTE DE VALORES DE pH PARA
PRUEBA DE AUTOLISIS.

LEVADURAS pHR pH1 pH2
S. cerevisiae 4.84 2.84 6.84.
C. wutilis 6.37 4,37 8.37




TABLA 13.-

PRUEBAS MICROBIOLOGICAS.

1a Cotrida

S. aereus

Colfarmes

TO Directe
Dilucidn 1:10

TF Directa
Dilucion 1:10

_— o~
Yoy
~— N

_— o~
[ & o}
—r N e

2a Gorrida

TO Directa
Dilugion 1:10

TF Direda
Dilucion 1:10

o~~~
T
——

o~~~
T
~— e

3z Corrids

TO Directa
Oiuaidn 1:10

TF Diredta
Ditucién .10

e —~
[
”

oo
— N

4a Gottida

TO Ditetta
Dilucitn 1:10

TF Dieda
Dilucidn 1:10

N .
e

s~
oo
L N

5a Corrida

TO Directa
Ditucion 1:10

TF Direcia
Ditucién 1:10

—~— i —~
|
—r S e S

o~~~
P
N e

e Gortida

pHHN, pH1, pHZ

TO Directa
Ditucion 1:10

TF Directa
Ditucitn 1:10

P
[ ]
et e o

—~ o~ —
D
e

7e Conida

pHRN, pHl, pH2

T0 Directa
Dilugitn 1:10

TF Directa
Ditucion 1:10

—~— o~ o~
ooy o
—— S N S

—— o~
Pyt
~— S Nt

T0 = Tiempo cero

TF = Tiempo final
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TABLA 14.- PRUEBAS BROMATOLOGICAS *

" ANALISIS NO. DE CORRIDA
1a 2a 3a 4a 5a Ba *** Ta*™
R e s N BT pHE | PRN TRHT [ pH3
HUMEDAD 68.07! 68.10 | 70.20 | 70.24 [76.68 7293 (7485 74.80 39.22 |60.42 | 67.29
PROTEINAS 13.10) 1597 | 13.61 | 14.05 [14.09 14.62 112.27 1297 13.41 13.51 { 13.20
CENIZAS .30 1.25 1.5 1.58 1.16 1.30 1.28 1.10 1.25 1.81 1.687
GRASAS 003] 0.09} 008 0.08 0.08 Q.19 0.0 027 0.10 075 0.78
o CARBlOHlDRATOS 14,70 14.59 14.9‘1 14.05 7.99 » 10.86 | 11.51 10.86 13.76 | 28.02 1 30.46
- Ot .

* Les resultados son en percentajes.

** Coutilis.

*kk 5 serevisiae.

v
i
ki
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TABLA 15.- MAXIMAS CONCENTRACIONES DE NITROGENO

NO. DE CORRIDA CONCENTRACION (mg/1) | TIEMPO(hrs) VELOCIDAD DE AUTOLISIS
, {mg/1 hrs)
1 988.837 8 123.60
2 255.564 18 1419
3 954.459 ‘ 10 95.44
4 1526.171 14 101.01
5 15.124 1 1.5.124
6 pHN 358.333 16 2.2.39
pH1 325.000 16 20.31
pH2 0.830 16 0.051
7 pHN 166.667 16 10.41
pH1 198,333 16 12.3¢
pH2 156.667 14 11.19
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Figura 1.- CINETICA DE CRECIMIENTO DE Saccharomyces cerevisiae

BCGC L~
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En medio de melaza (20g/1) Condiciones: T=30°C agitacién 200 rpm.
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Figura 3.- ESTIMACION DE LA VELOC!DAD DE CRECIMIENTO
DE S. cerevisize BCGC {L.-024.
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Figura 6.- CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTORES C. UTIL!S
1a Corrida. Conbdiciones: T=30 a S5°C, 18 hrs,
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Figura 7.- CONCENTRACION DE NITOGENO, €. utilis.

1a Corrida. Condicienes: T= 30 8 55°C, 18 hrs.
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C. utilis, 2a Corrida. Condiciones: T=30 a 55°C, 18 hrs.
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Figura 11.- CONCENTRACION DE PRGTEINA C. utiiis.
3a Corrida. Condiciones: 7=30 a 55°C, 14 tirs.
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Figura 14,- CONCENTRACION DE PROTEINA S. cerevisiae.
4e Corrida. Condiciones: T=30 a 55°C, 14 hrs.
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Figura 16.- CONCENTRACION DE NITROGENO S. cerevisiae.
4a Corrida. Condiciones: T=30 a 55°C, 14hrs.
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Figura 17.- CONCENTRACION DE PROTEINA 3. cerevisiae.
5a Corrida. Condiciones: T=30 & 55°C, 14 hrs,
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" Figura 20.- CONCENTRACION DE PROTEINA S. cerevisiae, 5a Corrida.
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Figura 22.- CONCENTRACION DE NITROGENO S. cerevisiae. 6a Corrida,
Condiciones: pHN 4.84, pH1 2.84 y pH2 6.84 .T= 30 2 55°C, 16 hrs.



.2z

(.20 1 f
£ |
& (158 [ |
£ \
£ \ ———  Proteina pH
¢ 016
g ! ————  FProteina pH!
[ ¢ -

——a— Pr .

$ 0144w 1 Froteina pHz
[ 4
e
T

0.0 4 '\,A;,/‘ s’

008 T T T T T T T Y T
G 1 2 3 4 5 6 8 10 iZ 14 16
Tiempo (horas)}
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