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RESUMEN 

Ft pr':se~te '?~tii(Po ~spec!f!ca f~s (onrlic!ones en qut st ~!~va e caho fa 

autólisis de la levadura, con los máximos rendimientos hidrol!ticos, evaluando 

también la manera en que los autolizadcs pueden conservar sus propiedades 

funcionales de manera estable. 

A nivel laboratorio, se comparó la velocidad de crecimiento de dos cepas óe 

SacdwomJ'CeS cere~isíae, BCGC L -026 y la BCGC L -024, presentó una mayor 

velocidad de crecimiento la BCGC L-026. Esta cepa se utilizó, junto con 

Candída ut!lis, en un proceso de autólisis bajo las siguientes condiciones: 

temperatura de 35• a ss·c con un tiempo de 14 a 18 horas. Se obtuvo como 

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

Se realízarón pruebas microbiológicas para verificar el buen manejo de la 

levadura durante el proceso, en las que no se observó la presencia de ningún 

microorganismo contaminante que pudiera alterar el producto. 
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l. INTRODUCCION. 

La aiimentación es considerada un factor clave para la sobrevivencia y desarrollo 

de los seres vivos. Dentro de este contexto tan general, cabe mencionar, que desde 

1914 las levaduras, han sido utilizadas como fuente de proteínas y vitaminas, 

con lo cual han contribuido a satisfacer necesidades básicas de la alimentación 

humana. 1...¡ Sin embargo, dado que sus costos de producción no han podido competir 

con tos de la soya, su atractivo como producto proteico ha decaído, aunque 

actualmente se continúan las investigaciones con otros fines.26 

Los alimentos de alta c:atidad para el hombre, son los de mayor demanda y también 

1 os más perecedéros. Pero afortunadamente, 1 os a 1 imentos perecederos se pueden 

hacer estables y aceptables mediante la aplicación juiciosa de la tecnología 

óCtual. Un producto alimenticio además de estar en buen estado, debe cumplir con 

ciertas características que harán del alimento un producto de alta calidad. Est~s 

caracterlsticas son constituidas por el sabor (olor y gusto), color, apariencia o 

textura. Dichos atributos juegan un papel importante en la t~ceptación o rechazo 

de un producto por el consumidor.:22 

La sociedad actual utiliza extensamente ios aditivos alimcnticiC>s pera mejorar o 

incrementar la calidad de un alimento y el uso de los mismos se remonta hasta la 

época prehistórica, cuando la civilización de entonces añadía sustancias químicas 

a !os alimentos, al ahumar o salar la carne. Estos aditivos alimenticios, son 

sustancias que añadidas al alimento se convierten en un componente del mismo o 

que trznsforma sus caracterfsticas.s El extracto de levadura ( término usad') 

como sinónimo de autolizado),23 es un importante ingrediente o aditivo 

alimenur¡o que contribuye a potenciar o realzar el saber y zroma a sopas, 

salchichas, longanizas, carne, salsas, aiimentos del mar, vegetales así como en 



la fabricaci6n de a 1 imentos para perros, gatos, caballos, peces, crustáceos y 

rotíferos. En la industria alimentaria, el papel principal de un extracto de 

levadura es de dar ·sabor" l2. 29 y desde este punto de vista, es bastante fácil 

percibir los erectos ec()nómicos de los extractos de levadura, dado que gradual y 

rápidamente :iegc:riln a sustituir a los aditivos sintéticos o artificiales, 

principalmente porque se ha reconocido su valor como "nutrimentos."26 

Históricamente ios saborizantes han sido y seguirán siendo el grupo más grande 

de adit ivcs agregados intencionalmente a los alimentos. Los saborizantros de 

levadura, por su alto valor agregado, se han planteado como una alternativa actual 

y futura para la uti!izaci6n principal de levudura primaria. Desde luego que como 

sat-orizante natural, su disponibi!idec! estará !imitada por la~ necesid;des 

ccmerctalEs y posibles res::ricciones de normatividad. 

Puede señalarse sin embargo, que los saborizantes ccntii·,ur~n con una tend;;ncia 

futura ascendente. Estadísticas c!e consumo real izadas han inciicado que la 

demanda anual de los sabores naturales sería duplicada par& 1990, con respecto a 

la demanda de 1986. Entre sus múltiples facetas, el desaríollo biotecn6iogico 

actuat pHITdte preveer cambios positivos hacia el fortalecimiento de la industria 

de los saborizantes de levadura.26 

I.A. AUTOUZAOOS DE LEV.ti..DUP.f\5. 

La hid¡ó!isis de !as proteínas se originó en ei este de Asia, en pafses como ,Japón, 

China o Indonesia en donde p(\r muchos siglos los procesos cie ferment~cíón ;;e han 

usado para preservación y/o para modificación del saber de pescado y carne. En 

Estados Unidos el interés industrial en fiidrolizados de r>rotefna cr~ce después del 

descubiim!entc en 1908 del "glutamato mor:osódico· (Gf.i5), saborizante contenido 



en los hidrolizados de protefna. En la industria europea la producción de 

hidrolizados de protelna se inició alrededor de 1886. La primera producción 

estuvo basada en la elaboración de una alternativa del extracto de carne. La mayor 

€XpHíencía en !a producción y USO de lOS hídro!izados dt levadura r1a sido 

principalmente con Canoída uti!is, 26 debido a que es capaz de crecer en hexosas, 

pentosas y en desechos o subproductos industriales como: licores sulffticos y 

melazas. 

La fabricación de autol izados de levadura se ha desarrollado debido a la rápida · 

velocidad de propagación de los microorganismos, a la diversidad de sub$tratos 

que se pueden emplear, a que su producción no depende de las condicior.es 

climáticas, y a los mínimos requerimientos de terreno. Como aditiv¡¡ de sabor los 

extractos de levadura son más económicos que los extructos de carne ó p(;scado 

usados comúnmente. Su disponibilidad en nuestro pafs es relativa, ya que sólo 

existe una empresa dedicada a su producción industrial a partir de levadura 

residual (levadura secundaria), proveniente de la industria cervecera ubicada f:íi 

lrapuato, Guanajuato y otra más en el estado de Querétaro, !a cual al parecer aún 

no se encuentra en operaci6n.29 En la tabla 1 se mencionan alguna~ empresas 

dedicadas a la producción de extractos de levadura a nivel mundial. 

Los auto! izados hacen dos cosas: 

i) Aument<ln la potencia del sabor (potenciador): 

Su acción se debe 3 su contenido de algunos potenciadores del sabor, comD el GfJ.S 

(glutamato monosodico), nuclt-ótidos_y sustancias amplificadoras del sabe-r, que 

resaltan. intensifican y acentúan los tonos de sabor a carne además dt: aumentar 

e! nivel de percepción de sabores imperceptibles en forma normal. 
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2) Proporciona un sabor y aroma caracterfstico (aditivo de sabor). 

Los autol izados se obtienen preferentemente de levadura primaria (levadura de 

pan) o levadura de cerveza desamargada ( Saccl7aromyces cerevisiae ). En procesos 

autolfticos actualmente desarrollados en Cuba, de acuerdo a Michelena y 

Rodríguez,18 se utiliza Candida vl!lis. El precio y calidad de los autolizados 

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

variables del proceso.26 

Las levaduras, particularmente S. cerevisiae son fuentes excelentes de enzimas, 

coenzimas y otros componentes biológicos usados en la investigación bioqufmica 

y en medicina; siendo algunos de estos: enzimas de la ruta glucolftica y del ciclo 

del ácido cftrico, los citocromos, el dinucle6tido de adenina nicotinamida (NAO) y 

su fosfato \NADP), los ésteres de ácido fosfórico de adenosina (AMP, ADP, ATPl, el 

ácido desoxirribonucleico <DNA), ácido ribonucleico <RNA), adenina, guanina, 

citidína y uracilo, asf como también vitaminas y aminoácidos. Gran parte de estos 

componentes estiln localizados en el citCiplasma de las levaduras, por lo que al 

morir la célula y destruirse la membrana semipermeable, los com~uestos ::olubles 

se difunden a través de la pared celular, pero las unidades de alto peso molecular 

quedan retenidas en el interior de la célula. 28 

La obtención de buenos rendimientos de autólisis está en función de la capacidad 

de recuperar, mediante el rompimiento de la pared celular, la mayorfa de los 

componentes celulares. La utilización de métodos mecánicos para tal fin resultan 

imprácticos, debido al costo eievado de operación a escala industrial. Para una 

producción comercial de extractos de levadura, se han aplicado otros métodos 

cuya aplicación se basa en la hidrólisis de los 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.26 

El proceso autolítico más utilizado consiste en llevar a cabo un calentamiento de 

las ievaduras a una temperatura a la cual ia célula es destruida por una alta 

actividad enzimática ó puede ser provocada por agentes plasmolfticos como: 

sal, cloroformo, et i !-acetato, etc., que tienen efectos en la permeabi! idad 

c~lular. La composición comercial de! autolizado varia ampliamente dependiendo 

de! aumento de sal, el grado de autólisis y la adición de glutamato monosódico y 

nucleót idos.::e 

Los autolizados tienen mucho saber por las propiedades organolépticas de los 

péptidos y aminoácidos formados; su eficacia nutritiva es excelente, debido a la 

predigestión de ias protefnas, ya que este mecanismo respeta los aminoácidn!! 

incluso los más lábiles, como el triptofano.2° Debe tomarse en c:H:nta que la 

obtención de autolizados deseables se inicia con el diseño de un proc~so que 

permita ¡¿ la levadura desarrollar un sistema enzimático proteolftico durante ei 

crecimiento, para hidrolizar sus protefna~ insolubles y ácidos nucleicos en 

materiales solubles. La fracción líquida (autolizado de levadura), obtenida 

después de la separación de los restos celuiBres, contiene materiales solubles 

como aminoácidos, derivados de los productos de hidrólisis, péptidos, nucleói.:dvs 

(entre éstos, e1 5'-guanosin monofosf2to 6 5' -GMP, y el 5'-inosfn monotosfato 6 

5'lMP), azúcares (ribosa, glucosa, fructuosa, maltosa)1.o y sus derivados (como el 

Gi>'í5) y o•::os o:.mpuestos no ídentíficebtes, los cuales durante las etapas de 

evaPoración y secado, interaccionan formando compuestos que imparten notas 

ricas en sabor a carne. Además, en los auto! izados quedan retenidas vitaminas 

importantes del complejo B, tiamina (15 a 20 ppm), riboflavina (70 a 75 ppm), 

écióo nicctínico (300 ppm) y ácido pantoténicc (1 00 ppm).3 
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,--------------------------------------------------------------------

Actualmente, la importancia económica de los autol izados como ingrediente 

alimenticio se ilustra con un volúmen de producción cada vez en mayor proporción, 

e! cual, · solamente en los países occidentales es alrededor de 55,000 toneladas al 

ai'10. t.-1ás del SO% de este volúmenes producido en Europa y una parte sustancial es 

de uso cautivo por los productores internacionales de les cubitos lv.aggi y 

fabricantes de sopas.31 

Por otra parte, desde el punto de vista nutricional, la levadura S cerevisiae 

presenta un perfil y contenido de aminoácidos superior al de C utiiYs, asl como al 

de la soya (Tabla 2). Aunque la levadura S cerevisine presenta un aminograma de 

mejor calidad y comparativamente adecuado como producto proteico, su 

producción presenta como principal desventaja que posee 1m mecanismo de 

conversión de azúcares a proteína con una menor eficiencia que otras !evadurcs, 

C. vti/;s por ejemplo. No obstante, es posible contar con procesos de producción que 

eviten los bajos rendimientos, como los sistemas semicontifllH>S o continuos, y 

que permiten obtener un producto de calidad constante en todo tiempo.25 

Por otro ie::do, considerando que los costos de producción de la levadura ~on 

relativamente elevados, cabe destacar que en los últimos cinco años ha resur:¡ido 

la stracción por los autorizados de levadura, con lo cual se logra dar un valor 

agregado al producto, de tal manera que hace económicamente etractíva su 

utilización en el mercado alimenticio. Esto debido él que los autolizadt's d~ 

levadura representan un aditivo de sabor de tipo natural y porque Jos aditivos 

sintéticos están siendo desplazados del mercado por razones básicas o aspectos 

de sa!ud.2 

l • 
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I.B. ALGUNOS ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA AUTOLISIS. 

Bibliográf í camente se tienen muy pocas referencias sobre los procesos 

autviíticvs y su::> :~:i.~id:itlltv::>; ~:~tv ::.e deue a que ic. -;,H;u:otria de los autólizados 

maneja con estricto control la información que obtiene de sus propias 

investigaciones. Sin embargo, es posible encontrar en la literatura cientffica 

estudios encaminados a determinar la fisiología celular, relacionada con los 

pasos metabólicos de la lisis de las levaduras utilizadas.2·7 •26 

Durante la autólisis, y debido al incremento en la permeabilidad de la pared 

celular, la proteólisis ocurre tanto de;,tro como fuera de la célula. Es asf como 

después de un tiempo entre 4 y 8 horas de iniciada la autólisis, es posible notar 

una disminución en la concentración de protefna extracelular y por consiguient<: 

el aumento del nivel de aminoácidos. 1 

Al aplicar las condiciones autolfticas adecuadas (temperatura, pH y presión), el 

material celular es liberado al medio, observándose un aumento en !a 

concentración de los ácidos nucleicos en el extracto de ievadura. En esss 

circunstancias, la levadura puede adaptar su metabolismo para uti 1 izar ribosa, al 

parecer, más fácilmente Ql!e para desoxirríbosa. Asimismo, en el caso de ARN, se 

activan nucleasas para degradarlo y producir nucleótidos, que a su vez son 

atacados por f osfomonoesterasas, obteniéndose nucleós idos y fosfato inorgánico. 

Los nucleósidos son degradados por nucleosidasas, dando ribosa y las propias 

p•..;r!nzs )' pirírr;ídinas. La ííbosa puede ser metabolizada por le. vfa de la hexosa 

mono-fosfato. Al parecer, el ADN es degradado en forma semejante.ó 

La liberación de protefna y aminoácidos es el aspecto más importante de la 

autólisis de levaduras. La prote61isis es realizada principalmente en el 
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citoplasma, por una serie de enzimas, que actúan en forma diferente de acuerdo a 

las condiciones establecidas durante el proceso. Por otro lado, las condiciones en 

las que las levaduras fueron cultivadas influyen significativamente sobre la 

en la autólisis, han sido recientemente caracterizadas. En la tabla 3 se listan las 

seis diferentes proteasas intracelulares de levaduras, conocidas hasta ahora. Es 

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

cinco de fas enzimas listadas en fa tabla, están localiZadas en las vacuolas, y 

quizás cuatro de ellas son glicoproteínas?·B 

i.C. CONSERVACIDN DE LOS AUTOLIZAOOS DELEVADURA 

Los autolizados dt levadura representan un medio bastante rico en nutrimentos, 

por su contenido de vitaminas, prote!nas, péptidos, aminoácidos, azúcares y otros 

elementos, de relativa taci 1 idad de degradación ( puede ser comparativamente 

~emejante a las características de un alimento de consumo humano tradicional, 

como la leche). Por lo que se considera de sum<~ importancia aplicar métodos de 

conservación que mantengan una calidad comp~obaóa. Este método puede ser el de 

las bajas o altas temperaturas; las cuales son us~das pare retardar o acelerar 

reacciones químicas, acción di) enzimas y retrasar o inhibir e'l cre:imiento o 

actividad de microorganismos presentes.22 Les baj2s tempercturas tienen un 

efecto letal; en particular las inferiores a cero dañan e! metabo!ismc de 

algunas bacterias por la ciesnaturalización de proteím~s y floculación de 

proteínas celulares, por el aumento en 1~ concentración de sol~tos en el agua que 

queda sin congelar 6 por el áaflo físico causado por lús cristal'"sde hielo.5 

Algunas caíactedsticas especiales e importantes en el crecimiento de bacterias 

en los alimentos, son las siguientes:5 
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1. Capee i dad para crecer bien en numerosos substratos y para ut i 1 izer como fuente 

de energía un gran número de carbohidratos y otros componentes orgánicos, 

utilizando corno fuente de nitrógeno compuestos nitrogenados bastante séncillos. 

2. Capacidad de sintetizar la mayoría de las vitaminas que necesitan. 

3. Capacidad de producir considerables cantidades de ácido y gas a partir de 

óZúcares. 

4. Ocasionan sabores anormales. 

S. Capacidad de producir mucosidad o viscosidad en los alimentos. 

Asimismo, es fácil suponer que entre los micrco~g<Jnisrnos co;¡ mayor posibilidad 

de propagación se encuentran las bacterias, en especia! !é:s o<c! tipo coiiformes y 

Stap/Jyi'o.:ITA--'VS aureus .32 Los organismos coliformes son bacilos gram negativos, no 

esporulados, aerobios ó anaerobios facultativo~, que fermenton la !actosa con 

producciór. de gas. Son perjudiciales para los a!ime!"l~cs, y2 que su presencie se 

considera como indicador de contaminación por desperdicios cloacales, prácticas 

sanitarias pc.co eficaces o equipo antihigiénico. Su crecimien:o inutiliza los 

aiimentos.='2, :;;:. 

Por otro IC~ú~;, !a bacteria S atFeus es gram posit ivz, inmóvil, esférica, 

ger.eraimwte dispuesta en racimos irregulares. Es -::atalogada como anaerobia 

facultativa, forma \:vionias pequeñas, circulares y co:1vexas, fermentan el manitoi 

y •;arios azúcares formando ácido pero no gas. Crecen en un intervalo amplio de 

tem¡:¡eratura de 6.5 ~e a 50 "C y a un pH de 4.2 a 9.3. Prcducen una enterotoxina que 

causa intoxicaciones alimentícias.9 
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l. 

Finalmente, vale la pena mencionar que un factor de considerable eficacia para 

c-onservar un alimento por mayor tiempo libre de bacterias, es el pH. A un pH 

ácido, las bacterias tienen problemas para su desarrollo y proliferación, lo cual 

podrfa ser-vir como un método de preserv8c!6n para ;,;plicuse en el pror:~><;ll de 

fzbricación de los autolizados de levadura. 
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11. ANTECEDENTES 

Es un hecho indiscutible, que actualmente existe una gran tendencia al cambio en 

lvs hébitvs alimenticios de un número cada vez mayor de personas, deb.ido a !a 

creciente difusión de las cualidades nutricíonales de los diferentes tipos de 

alimentos "naturales"; aplicando la palabra natural a los productos derivados de 

fuentes naturales. 

Compañías e instituciones de investigación se han dedicado a cubrir la demanda de 

productos naturales y durante las dos últimas décadas, se han desarrollado varios 

procesos para la producción de microorganismos útiles como fuente de proteína 

para la alimentación humana y animal 6 como ingrediente alimenticio. Por otra 

parte, !a producción de saborizantes naturales juega un significstivo papel en 

nuestra alimentación diaria, ya que actualmente se emplean más de 1,100 

diferentes materiales saborizantes. 

Los procesos de producción industrial de les autolizados de lt:vadura 

prácticamente empezaron a desarrollarse a principios del presente siglo, dado que 

no existía una manera de aprovechar Jos residuos de levadura de cerveza. Su 

utilización como producto potenciador del sabor se inició en Alemania, pero fue la 

compañía Marmite Co., en Inglaterra la que desarrolló uno de los primeros 

procesos para la producción comercial de los auto 1 izados de levadura.2tl 

Actualmente, la tecnología de la producción de autolizados de levadura ha llegado 

a alcanzar un elevado nivel de sofistificación e incluso a utilizar cepas de 

levadura seleccionadas, para lo cual las compañías productoras guardan 

celosamente los detalles del prcceso empleado, siendo considerados como 

secretos industriales. Sin embargo, en forma general el método para la producción 

de autolizados de levaduras, se compone de las etapas básicas siguientes:! 

11 



1) Recuperación de la levadura. 

2) Selección y tratamiento inicial. 

3) Solubi!ización de los contenidos celulares. 

4) Eliminación de los cuerpos celulares. 

Sl Eliminac.ión de constituyentes indeseables. 

6) Modificación del sabor. 

7) Técnicas de evaporación. 

Por otra parte, existen pocos trabajos y por lo consi~uiente poca biblio!Jraffa 

relacionada con este tema, sin embargo algunos de !os experimentos elaborados 

son los siguientes-: 

Houg y Maddox en 19708 trabajaron con la aut61 isis de Sacclmromyces ca:i .. .:;berensi.:; 

que fue autolizada a una temperatura de -45~C, un pH de 6.5 con una agitación 

ocasional tomando muestras cada hoía durante 14 horas. Se midi.ó la cantidad ele 

ONA perdida en las células y se observó que era aproximadamente igual a la Q'Ji"! 

aumentó en el extracto, también notaron Que el ,RNA no sigue este patrón, ya que 

la cantidad de RNA que se encontró en el extracto fue menor a la perciida por fa 

ltvadura, debido a que las ribosas son utilizadas rápidamente al no haber otra 

fuente de carbono. Además, observaron que durante la aut61isis, le; cantidad de 

carbohidratos de la célula en el extn~cto es peQuei'la comparada con las prett:ínas 

y los ácidos nuclefcos. Investigaron las c:arecterísticas de 4 enzimas que actúan 

duíante la autól isis y describieron que parecfan ser gl icoprotelna~ que contenían 

residuos de glucosa y manosa. esto sugiere alguna conexión con .la sírl'l:esis de 

psredes de la cé!ula, ya que la pared i>Sta formada substancialmente de gtucan:;s, 

;nananas y complejos protdr.íccs. 
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RHd y Peppler er. 197328 proponen un método para la preparación de auto! izados, 

que consiste en que a una crema de levadura conteniendo entre 15 y 18% de 

sólidos se plasmoliza con sal y gradualmente se eleva la temperatura por un 

deseado. La mezcla de autolizado es pasteurizada posteriormente a una 

temperatura entre e o~ y e o• e, enfriada y ti ltrada. Se concentra en un evaporador 

al vado de pellcula descendente, hasta obtener una pasta con un contenidv 

aproximado del 70 al 80% óe sólidos. Alternativamente el autol izado concentrado 

puede ser secado en un secador de tambor rotatorio o de aspersión. Debe tomarse 

en cuenta que la obtención de autolizados deseables, se inicie con el diseño de un 

proceso que permita a la levadura desarrollar un sistema enzimático proteolítico 

durante el crecimiento, para hidrolizar sus proteínas insolubles y ácidos 

nucleicos en materiales solubles. 

K e lly en 1983 12 áescr ib ió e 1 proceso de produce ión de extractos de levaduía en 5 

etapas: 

1.- P lasmól isis.- aumentar 1 a temperatura lo suficiente para matar la levadura 

pero sin inactivar sus enzimas y usó sustancias qu(micas en particular sa! ó 

soiventes orgánicos. 

2.- Autólisis.- durante esta etapa ias enzimas catalizadoras para la hidrólisis se 

activar1 y aumer.tan su actividad con la adición de papaína. La autólisis se !levó a 

cabo Hl 20 horas y m€nciona que un proceso francés usó una temperatura de 55°C 

con un pH de 5.5 durante 20 horas, con una solubilización de sólo un 50 a 60%. 

3.- Pasteuriz11ción.- para matar las bacterias. 

4.- Clarificación.- remover paredes insolubles de las células y produce un 

extracto claro removiendo la bruma. 

5.- Concentración.- durante esta etapa se promueve el desarroilc de sabores 

influénciados por el incremento en la concentración de componentes y por la 

temperatura. 
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~--------------------------------------------------------------------

Merme-lstein en 19892 1 durante el proceso para la producción de saborizantes 

manejo un pH de 3.5 a 4.5, ya que evitaba la contaminación por microorganismos 

patógenos y toxinas. 

Kollary colaboradores en 1992,13 durante el proceso de la aut61isis de la levadura 

la leV<ldura S cerevisíae, observaron que la velocidad y eficiencia de la autól isis 

fue influenciada por NaCI, etanol y el incremento de la temperatura haste 50°C. 

Obteniendo la máxima liberación dr contenido r.itoplasmático a las 24 horas. 
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111. JUSTIFICACION 

Las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Canofda ul!lis 1•3•8•1b son utilizadas. 

actualmente y consideradas como las específicas para la obtención de 

outvlizcdvs; ~ícndo lo prirnera dt: t:!i¿.s la in~s empleada en los procesos 

industriales. Dado que no se cuenta con información especifica sobre sus 

cinéticas de autólisis (proteólisis) en esos procesos, en el presente trabajo se 

propone manejar condiciones de tiempo, temperatura y pH , que permitan 

obtener los máximos rendimientos de hidrólisis proteica con cada una de ellas, a 

fin de compararlas y contar con un criterio para seleccionar la mejor. 

Ya que los autolizados como aditivos naturales en la industria alimenticia, 

presentan un relativo bajo costo y la propiedad de proporcionar una amplia gama 

de notas de sabor, se considera valioso estudiar, desarrollar o adaptar un proceso 

de autólisis, mediante el cual se logren obtener buenos rendimientos de hidrólisis 

proteicá, además de establecer las condiciones que desfavorezcan la proliferación 

o conte:minación bacteriana, asr como que se permita mantener fas propiedades de 

sabor controlando sus caracterfsticas organolépticas y dado que los auto! izados 

de levadura representan un medio bastante rico en nutrimentos, se co:1sidera de 

suma importancia determinar las condiciones de conservación que mantengan una 

calidad comprobada, como las bajas o altas temperaturas; las cuales son usadas 

psra retardar reacciones qufmicas, acción de enzimas y retrasar o inhibir el 

crecimiento o actividad de microorganismos presentes. 

15 



IV. HIPOTESIS. 

Empleando condiciones similares de autólisis para dos especies de 

lEVo dura, Saccl7aromyces cerevisiae y Candida 1/!!lis, e u 1 t ivadas bajo condi e iones 

semejantes, se podrá saber que: 

1.- S. cerevisiae da mejores rendimientos de autólisis que e llfllis. 

2.- S ce--ew5ráet i ene mejores caracterf sticas bromato 1 ógi e as (humedad, proteínas, 

grasas, cenizas, carbohidratos) que e llblis. 

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

durante e 1 proceso autó 1 i ti e o. 
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.------------------------------------------------------------------- -

V. OBJETIVO GENERAL 

A partir de cremas de levadura obtenidas en el laboratorio, de SaccharomyCf!S 

ce;·&vístáe y Ca!J(:fda v!J!ís, se especificarán las condiciones en que se llev~ a cabo 

la autólisis de la levadura con los máximos rendimientos hidrollticos, evaluando 

también la manera en que los autolizados conservan sus propiedades funcionales 

de manera estable. 

V.A. OBJETIVOS ESPECIFiCOS. 

1. Establecer los procedimientos para la preparación de la mate~ia prima (crema 

de !<:vadura al 1Í3 ~~de sólidos), antes de aplica: las condiciones de aut6iisis a 

las mismas. 

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

de e:utó!isis obtenida para cada cepa de levadura. 

3. Reaiízar pruebas microbiológicas y bromatológicas para evaluar la calidad ele! 

auto 1 izado. 
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V l. MATERIALES Y METODOS. 

A. Microorganismos u ti Hzados. 

Se emplearon tres cepas de levaduras: dos de Sacckzromyces cerevisiae (cepas 

L -024 y L -026) y una de Ce,?dtda utá$ (cepa L -045). 

B. Medíos. 

Para la propagación de la levadura se utilizó un medio de melazas enriquecido con 

sales que proporcionaron los requerimientos nutríciona!es de nitrógeno y fósforo; 

para el medio sólido (medio 2) 'se adicionó agar al 2.5%. En todos los casos se 

esterilizó a 1 atmósfera de presión (15 psig) por 15 minutos. 

Medio i (medio liquido) 

-Azúcares reductores por 1 itro, ajustados con me laza di luida. 60 g 

-Sulfato de amonio {NH4) 2 SO.a 1.8 g 

-Fosfato de amonio (NH4) 2HP04 0.35 g 

- 1>-ieiaza 200 m! 

-Aforar con agua a: 1000 mi 

··Ajustar a un pH de 4.5 

M-.:dio 2 (medio s61idd 

- Agar 

- t-1elaza 

6g 

200m! 

- Ajustar z un pH d<: 5.25 
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C. Equipo y Material de laboratorio. 

- Autoclave !nfra !-'lod. 0491. 

- Espectrofotómetro Perkin- Elmer Mod. 0352. 

- Orbital rotatorio New Brusnwik G-25. 

- Parrilla de calentamiento Corning Stirrer 260-0. 

- Termómetro. 

- Balanza analftica Chyo Jupiter SDT 200. 

- Estufa de incubación Felisa Mod. 133. 

- Potenciómetro Beck.man 50 pH Meter. 

- l-4ícroscopio compuesto One Ten American Optical Mod. 7388. 

- Centrifuga Sol-bat J 12. 

- Centrifuga Damon/ lEC División CU-5000. 

- Termobaño Felisa Mod. 373. 

- Agitador magnético Felisa Físher brand 12-810. 

- Campana de extracción (CIATEJ). 

- Campana de flujo laminar Veco Mod. 17928. 

- Cámara de Neubauer. 

- Micropuntíllas. 

- Micropipetas Pipetman Mod. L 84 14227. 

- Pape! filtro Whattman Ho. 2 

- Frascos ámbar. 

- Gradillas. 

- Material de vidrio en general. 
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o. Técnicas Annllticas. (Todos los reactivos utilizados fueron de grado 

ana lltico). 

a) oH: Se empleó un potenciómetro digital, para medir las unidades 

potenciométricas que nos expresaron los va!ores de pH de la muestra. 

b) Técnica para la cuantificación de nitrógeno amoniacal. 

Los reactivos ut i 1 izados son: 

a}Fenol analítico 25 g/1 

b) Nitrocianuro de sodio 125 mg/1 

e) Hidróxido de sodio 12.5 g/1 

d) Blanqueador comercial (clorox) 20 mili 

e) Sulfato de amonio 0.1414 g/1 

PR-OCEDIMIENTO; 

A 20 pi de muestra (auto! izado) se le agregó 1.0 mi de reactivo coloreado de fenol 

y 1.0 mi de reactivo de hipoclorito alcalino, mezclando después de la ad¡ción de 

cada reactivo (es importante añadir estos reactivos en el orden 

mencionado}. s~ dejó rea~ciona; por 1 O minutos a temperaturq ambiente y se 

añadieron 8 m! de agua destilada, se volvió e mezclar y se leyó absorbencia a 632 

nm. 17 

e) Técnica ¡>ara la cuanti-ricac!én de proteína utilíz~ndo el principio de 

u.n ióll prCite rna-co !orante. 

( 

Los reactivos utilizados son: 

sj Aibúmina sérica bovina, 96-98% pureza 

b) AzUL brillante G-250 (solución colorante) 

20 

20.2 mg/1 

200 mg/1 



e) Etanol grado reactivo al 95% 

d) Acido fosfórico al 85% 

PROCED!tvllENTO; 

100 ml/1 

200 ml/1 

Se tomó 1 mi de muestra (auto!izado} 6 su dilución 1:10 si es necesario y se 

agregó 5 mi de reactivo Bradford (solución colorante). Se leyó a 595 nm entre los 

2 )' 20 minutos después de añadido el reactivo.4 ·15.34 

d) Técnica para determinar azúcares reductores libres por ~1 métudo 

DNS (áciclo dinitrc1S3!icflíco). 

Los reactivos ut í 1 izados son; 

ti) Hidroxídc de sodio (NaOH) 

!:;) Acidc 3,5 Dinítros'llicílico \DNS) (C7H4N¿07) 

e) Tartrato de Sodio y Potasio ( C4H4KNa0ó) 

d} Metabis1.\lfíto d0 Sodio (Na2S:P:) 

t) Fenoí 

1 o gil 

1 o g/! 

200 g/1 " 

0.5 g/1 

2 g/1 

S~ mezclarón uno a uno en ese orden y posteriormente la solución se aforó a 

1000 mi. 

PROCEDH-liENTO: 

A O. S m! de muestra (auto! izado) se agregó 1.5 m! de solución de DNS, se agitó y 

se puse a baño maría a punte de ebuliición durantt 10 minutes. Después se dej.6 

enfriar a temperatura ambi.:r.te y se le añadió 8 m! de agua desii!ada. Se agité· y 

se leyó la absorbancia a 550 nm. 19 
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e) Técnica para conteo celular por el mHodo de azul de metileno. 

Los reactivos ut i 1 izados son: 

a) Azul de metí leno 

PROCEDIMIENTO: 

lO g/1 

50 g/1 

En un matraz aforado de 50 mi, se agregar6n 5 mi de muestra (auto! izado), 2.5 de 

azul de me ti le no y se aforó con agua des ti lada. Se tomó una muestra con una 

micro!)ipeta y se colocó en una cámara de Neubauer, realizando un conteo de la 

población al microscopio. Esta técnica nos permitió conocer laviabilidad, ya que 

la pared celular de las iev2duras muertas absorbe el colorante distinguiéndose 

con facilidad las células vivas de las rr.uertas. 

E. Metodología. 

Estandarizac!6n de técnicas analiticas. 

- Curva de calibración pBra !a detc;minación de nitrógeno amoniacal. 

Se partió de la solución patrón (pr<:parada con el sulfato de c:;monío), para hacer 

diluciones. Tomandose al !cuotas cie 1, 2, 3, -4 •. .1 O mi en tubos de ens;:;ye 

debícicmente ídentítir:ados y posteriormente se adicionó agua destilada 

5Uficíente para completar a 1Om! en cada tubo, dt: esta manera se obtuvieron Jos 

siguientes concentraciones: 30, 60, 90 ... 300 mg.de nitrógeno/l. A continuac:ión se 

arlicionarón 20 pi de cada uno cie los tubos anteriores en otra serie de. tvbos (por 

duplicado) y se determinó la conce:1tración de nitrógeno. Los res: tados de !a 

t;urva de calibración se sometier6n a un análisis de regi·e~i-Ó~ lineai,'con ei fir. de 

obtener una ecuación que permitió cuar,tifícar ia concentración de nitrógeno en 
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una muestra a partir de su absorbencia. 

-Curva de calibración para la determinación de protefna. 

A 10 tubos (por duplicado) se añadió con micropipeta 10, 20, 30 ... 100 J.ll de 

soluciór. patrón de albúmina a cada uno de ellos se les agregó agua hasta alcanzar 

un volúmen de 1.0 mi; obteniéndose concentraciones de 0.01, 0.02, ... 0.1 mg/ml. 

Después se adicionaron 5 mi de reactivo de Bradford (solución colorante). Se leyó 

su absorbencia y se introdujerón los datos de las lecturas a un programa de 

regresión lineal simple, para obtener la ecuación de la forma y= ax + b, que 

permitió conocer le concentración de protelna de una muestra a partir de su 

absorbanc i a. 

-Curva de calibración para la determinación de azúcares reductores libres. 

Se obtuvo una curva por medio de !a técnica DNS, usando una solución patrón de 

dextrosa anhidra a una concentración de 1 g/1; el rango de concentración a probar 

fué 0.1 a 1 g/!. Se ¡-ealizó el análisis de regresión lineal, otteniéndose la ecuación 

de la curva, usada para conocer la concentración dt azúcares reductores libres en 

cada muestra. 

a) Cinética de crecimiento para la selección de la cepa (veí diagrama cie 

la metodoiogía). 

Una vez crec!das las cepas BCGC L -026 y BCGC L -024 tn un tubo de ensaye (medio 

, ~ 2) se resembrar6n en 5 tubos que se incubaron por 24 h~:-as, a una temperatura de 

33• a 35•c. A cada tubo se le añadió 5 mi de NaCI (85% p/v) para obtentr una 

suspensión; posteriormente se inocularon 2 matraces, que contenfan 90 mi de 

medio liquido, con 10 mi de la suspensión. Dichos matraces se colocaron en el 



orbital de 33° a 34° C, con 300 rpm durante 14 horas. Se tomó una muestra de 2 

mi cada 2 horas, para determinar por cuenta microscópica la población total de 

células y de esta manera saber cuál de las 3 cepas presentaba una mejor cinética 

de crecimi<:nto. Para cada una de las cepas se siguió el mismo procedimiento. La 

cepa seleccionada fué aquelia que presentó una mayor velocidad de crecimienlo. 

b} Obtención de la crema de levadura. 

Concluida la seleccién de las cepas y el estudio cinético de les mismas, se 

procedió a la elaboración da la materia prima. La propagación de la levadura se 

llevó a cabo en el medio 1 y en condiciones aeróbicas. Posteriormente de ahí se 

tomó para sembrar 1 O cajas que contenían el medio 2 (de me raza sólido), 

incubándose por 24 horas a 35°C. Una vez crecida la cepa se le agregó ague 

destilada a cada caja para cbtener una suspensión celular e inocular el matraz con 

90 ·mi de melaza y 1 O mi de la suspensión, se incubé durante 1 O horas a 34°C, 

Después fueron inoculados otros 2 matraces; cada uno conteniendo 450 mi de 

melaza y 50 mi de inoculo (tomado de el matraz anterior), los cuales se incubaron 

por 10 horas a 34•c. Por último, se ir,ocu!6 el fermentador de 14 litros qu~; 

contenía 9 litros de medio, al 'cual se le adicionó litro del inóculo. Las 

u•ndiciones de operación fueron las siguientes: 400 rpm, 1.2 wrn. 34°C, por 12 

horas. 

Se realizó un ajuste de sólidos hasta un 185~ (adecuado para la autólisisl de la 

siguiente manera: la cantidad del peso cbtenido se multipiic6 por el factor í.7, 

asregándose agua para alcanzar el valor resultante en relacl6;: al peso inicie!. 

·d Condiciones de autélisis. · 

Ajustados les sólidos, cada una de las muestras experimentf<les se sometió a las 
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condiciones de autólisis. Se llevaron a cabo siete corridas de las cuáles, en las 

corridas .1 ,2 y 3 se evaluó sólo tiempo y temperatura con C uttlis; en las corridas 

4 y S se evaluaron los mismos parámetros pero con S. cerevisiae y en las corridas 

": /7 <':f lr;obBjf. con ·:aéa ce;2, fVe'u~nd"'se adt-r~és tres va.rlables de pl-I.·Una vez 

terminada la autél isis las muestras fueren congeladas para evitar su 

contaminación. Para el proceso de autólisis la crema se colocó en matraces de 

vidrio de 500 mi, se llevaron a un agitador orbital con una agitación de 100 rpm, 

ajustando la temperatura a un valor inicial de 30 •c. Cada hora se fué elevando 

gradualmente !a temperatura s·c. hasta alcanzar una temperatura de ss·c, la cual 

se mantuvo durante 12 horas. Las primeras 6 horas se tomaron muestras de ,O mi, 

cada hora y durante las siguientes 12 horas se tomaron cada 2 horas. Por cada 

corrid<:. experimental se tomaron un número mlnimo de 12 muestras, de un 

vo!úmc:1 de 1Om! cada una. A cada muestra tomada durante el proceso se le hizo 

determinación de nitrógeno amoniacal, protefnas, azúcares réductores libres y 

presencia de contaminación por coliformes y St:i,.o.l¡yfoccocvs a~~reus. 

d} Modificación de pH. 

El p!-1 en ias dos últimas corridas fué modificado. Una vez ajustados los sólidos, 

la crema, se pesó y se dividió en tres partes, colocándose en matraces de 500 mi 

cada uno. Cada mst:·az se etiqutt6 de la siguiente manera: pHN, pHl, pH2, !os 

cuales indicaban: 

pHN = pH normal (el pH que tenía la muestra al iniciarse la autólisis) 

pH1 = pH menor 

pH2 = pH !:.Upcr i or 

Se midió el pH i~' :ial de la crem2 y este fué el pH normal, se ajustaron dos 
( 

valores de pH, en dos unidades potenciométricas por arriba (pH2) y por debajo 

(pH1 ), <:r1 relación al pHN de la materia prima. 
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e) Pruebas microbiol6gicas. 

Se hicieron pruebas microbiológicas para la identificación de microorganismos 

contaminantes que pudieran adulterar el autolizado. Para su evaluación, se tomó 

la muestra del tiempo cero (TO) directa y diluida, as( como la última muestra, 

tiempo final (TF), con el objeto de observar como variaba la cantidad de 

microorganismos presentes antes y después de la autólisis y de esta manera 

comprobar la influencia de las altas temperaturas sobre los mismos. 

El autolízado se sometió a las siguientes pruebas: 

OC: Organismos Coliformes Totales.9,11,24 

a) Se transfirió un mililitro de la muestra 6 sus diluciones a cajas de Petrí. 

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

e) Se mezcló correctamente e! medio con la r.1uestra, se dej6 solidificar sobre una · 

superficie plana horizontal y se agregaron 4 mi del mismo medio para cubrir 

completamente la superficie. 

d} Se dejarón solidificar y se incubaron las cajas en posición invertida durante 24 

horas a 3S~c. 

e) Se contó el número de colonie:s y se registraron los resuitados. 

Determinación de Stapllyioccocus avrevs9•11 (Método de Baird-Parker). 

Preparación y dilución de la muestra: S.e colocó 0.1 mi de cada di tucióll sobre una 

placa de agar Baird-Parker y se extendió con la varilla de vidrio en toda la 

superficie del medio, usando una varilla para d ;a dilución, se incubaron las 

placas invertidas de 35° a 3rC durante 24-48 horas. Después de 24 horas se 

seleccionaron las placas que mostraron de 50 a 150 colonias; se contaron y se 



marcaron todas aquéllas que eran negras y brillantes con o sin 1 igero borde blanco 

y rodeadas por una zona clara en el tondo del medio ópaco ya que podrlan tratarse 

de S aurevs. Se incubaron las placas 24 horas más y nuevamente se seleccionó la 

caJa .::c,n u¡; ¡¡:f,-,:;;-~c de; SO colonias típicas, para pr;:,cticar la prueba de coagulasa. 

f) Pruebas bromatol6gicas. 

Las últimas muestras de cada corrida fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 

15 minutos, una vez separadas, el precipitado fué sometido a las pruebas 

bromatológicas (humedad, protelnas, cenizas, grasas y carbohidratos), para 

evaluar la calidad de los autolizados. 

Las pruebas bromatológicas que se realizaron fueron las siguientes: (según los 

métodos de AOAC)6.23 

Cenizas 

Las cenizas de un ai imento son un término anal (tico equivalente al residuo 

inorgánico que queda después de quemar la materia orgánica. las cenizas, 

normalmente, no son las mismas sustancias inorgánicas presentes en el alimento 

original, debido a las pérdidas pcr volatilización ó a las interacciones químicas 

entre ios constituyentes. El valor principal de la determinación óe cenizas, 

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

PROCEDiMIENTO: 

S€: calentó un crisol de porcelana en la flama de un mechero Bunsen durante un 

minuto, se pasó a un desecador, se enfrió y se pesó. En e 1 crisol se agregó, .: 
' ·- ' . . ; 

cantidad de alimento adecuado (unos 5 g) y se calentó suavemente con mechero 

Bunsen bajo una vitrina; hasta que la masa carbonizad<! estuvo en condiciones de 

pesarla, se pasó a una mufla, continuando el calentamiento hasta quemar todo el 
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carbono, se pasó el crisol con las cenizas a un desecador, se dejó enfriar y se 

procedió a pesar, calculándose las cenizas totales en porcentaje a partir de la 

muestra original. 

Proteínas 

En el trebejo de rutina se determina mucho más frecuentemente la protefna total 

qve las proteínas o aminoácidos individuales. Pera esto se sigllió el procedimiento 

de referencia Kjeldahl que determina la materia nitrogenadc: totai, que incluye 

tanto las no proteínas como las proteínas verdaderas. 

PROCEDIMIENTO: 

En tm matraz Kjeldha! d~ 800 o 500 mi se pesar6n 3 g de muestra, agregándose 

25 mi de H2S04 concentrado y unas perlas de vidrlo para evit•3r el chisporrotee. s~ 

calentó lentamente durantt.> 2 o 2:30 horas hasta que la muestra estuvo claíe. Se 

óejo enfriar y se adicionaron 200 mi de agua, finalmente se le agregó granallas de· 

zinc y 1 00 m! de NaOH al 40%. 

Carbohidn:tos 

La cantióad de carbotlidrr:tos sl! obtuvo ¡>or diferencia oc peso (3 100 se le resta 

la suma de le!!. pvrc.entajes, de los análisis realit:ados). 

Grasas 

La grasa se determine normalmente: por extracción cn~ecta de un disoivente, por 

extracción indirecta después de un tratamiento con álcali ó ác~rJo, ~· por medida de 

un tubo greóuado de! V:llúmen de grasa s.:para<Ja, mezclando la muestra con ácido 

sulfúrico, con reactivos neutros.o alcalinos y centrifugando le rnl'e~tra. 

PROCEDit-.1 iENTO: 

La muestra se pesó en los vasos de alumin:o que tienen un ¡¡~so constante y se 



puso en el cartucho, se le agregó éter y se colocó en el aparato SOXTEC tecator 

para ,extracción de grasas, durante una hora. Ya que se reflujo, la grasa que quedó 

en el vaso se pesó obteniéndose la concentrc:ción por diferencia de peso. 

Humedad 

En la mayorla de las industrias de alimentación la humedad se suele determinar a 

diario. Los niveles máximos se señalan frecuentemente en las especificaciones 

comerciales. La déterminación del contenido de sgua representa una vfa sencilla 

para el control de la concentración en las distintas etapas de la fabricación de 

alimentos. 

PROCEDIMIENTO: 

Se colocó una cápsula metálica de fondo plano de aproximadamente 7 cm de 

diámetro, en una estufa controlada termostáticamente a la temperatura de secado 

elegida por un espacio de 20 minutos, después se enfrió en un desecador y se pesó. 

Se agregó la cantidad conveniente de muestra y se distribuyó bien sobre el fondo 

de la cápsula. Se transfirió directamente a la estufa la cápsula que contenía la 

muestra permaneciendo ahl el tiempo oportuno de secaóo (2 horas 

aproximadamente), después fué colocado en un desecador. Ya que se enfrío se peso 

inmediatamente la cápsula. Se volvió a colocar en la estufa por intervalos de 1 

hora o 30 minutos hasta obtener una pesada constante. 
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VIl. RESULTADOS. 

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

Entre las dos cepas de Sacc!Jaromyces cerevisiae, se selecciono la BCGC L-026 por 

presentar una mayor velocidad de crecimiento (IJ), en comparación con la cepa 

L -024. (figura 1 ). 

Sacc!Jaromyces cerevisiae 

BCGC L-026 cuya J.J 1 fue de 0.47 h- 1 con un tiempo de duplicación de una hora con 

veinte minutos, presentó un crecimiento celular máximo en un medio de melazas 

de 300 x 1 QG células 1 ml, que representa un peso aproximado de 3 gr de 

células/! (comunicación personal Peraza-Luna) (figura 2). 

BCGC L-024 cuya IJ 2 fue de 0.39 h- 1 con un tiempo de duplicación de una hora 

con veintiocho minutos, su crecimiento celular máximo fué de 178 x 106 células 1 

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

ComEda v!i/is 

L-045 cuya JJ3 fu€: de 0.46 h- 1 con un tiempo de duplicac-ión de una hora con 

treinta minutos, su crecimiento celular máximo fué de 485 x 106 células 1 mi, que 

representa un peso aproximado de 5 gr dé células/!, ObSHVándose que C I.I!J//s 

logra producir mayor cantidad de células que las dos cepas de S cerevisiae (figura 

4). 

B. OBTENCION DE lA CREMA DE lEVADURA. 

El mosto resultante de la fermentación aeróbica contenfa u~a concentración 

aproximcda de S o i O g de levadura por 1 itro. Inmediatamente, se procedió a la 

sep;>rac.ión de las células mediante centrifugación, obteniéndose una pasta ée 
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color café claro (30% de sólidos base húmeda), con un olor caracterfstico a fruta 

madura. La crema obtenida por medio de este procedimiento se empleó como 

materia prima en los experimentos de autólisis celular. El peso de la biomasa 

obtfnid;;; en c;d& corrida se muestr;o <'11 !a tc;bla 4. 

C. CONDICIONES DE AUTOLISIS. 

Corrida 1.- (tabla 5) 

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

Cepa:Canáoi1 utilis (L-045) 

Proteína: la hidrólisis de las protefnas fue parcial y a las 2 horas 

aproximadamente se nota un decremento hasta un 0.5 mg/ml (figura 5). 

Azúcares: a partir de la tercera hora se nota un incremento de azúcares 

reductores en el extracto de levi3dura, obteniéndose un incremento 1 ineal hasta las 

16 horas y alcanzando una concentración de 5 g/1 de azúcares reductores. A las 18 

horas se observa un decremento drástico (figura 6). 

Nitrógeno: no aparece en ei medio durante las primeras cinco horas, después de 

las cinco y hasta las ocho horas se nota un incremento de hasta 1 000 ppm ( 1 g i 1 

de nitrógeno); sin embargo, en las siguientes dos horas hay una disminución 

drástica del nivel de nitrógeno hasta 300 ppm, manteniéndose este nivel 

constante hasta ei final del experimento (figura 7). 

Corrida 2.- (tabla 6) 

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

Cepa: Ca?dda vt;lis (L- 045) 

Protefna: la concentración de proteína en el medio tuvo un 1 igero aumento de 0.15 

a 0.33 mg/ml aproximadamente (figura 8). 

Azúcares: En relación a la acumulación de azúcares reductores 1 iberados, se 

observó que el aumento relativamente constante se logra a partir de las ocho 
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horas alcanzando concentraciones de 9 g/1 (figuras 9). 

Nitrógeno: tuvo un incremento relativo a partir de las catorce horas, antes de los 

tiempos mencionados la concentración de nitrógeno muestran un comportamiento 

aproximadamente (figura 1 0). 

Corrida 3.- (tabla 7) 

Condiciones: temperatura 30 a ss·c, 14 h(lras. 

Cepa: Candida vbli:; (L- 045) 

Protefna: al igual que en la corrida 2 hubo un 1 igero incremento de 0.14 a 0.36 

mg/ml (figura 1 n. 
Azúcares: el aumento relativamente constante se logra a partir de las ocho horas 

alcanzando concentraciones de 3.5g/l (figura 12). 

Nitrógeno: tuvo un incremento relativo a partir de las ocho horas, la máxima 

concentración obtenida 'rue de 950 mg/1 en 18 horas aproximadamente (figura 13). 

Corrida 4.- (tabla 8) 

Condici~nes: tempHatura 30 a SS"C, 14 horas. 

Cepa: .Saccharomyces cerevisiae ( BCGC L-026) 

Prot<: fna: se notó un comportamiento poco exp 1 icab le por e 1 aumento y 

disminución en la hidrólisis de la misma (figura 14). 

Azúcares: alcanzarón una concentración de 20 gr/1 en 1 hora aproximadamente, 

después pasan por un período variable, hasta que finalmente alcanzan casi la 

misma concentración que al principio (figuras 15 ). 

Nitróger.c: presentó un incremento hasta 1500 mg/1 a las 16 horas (figure. 16). 

Corrida 5.- (tabla 9) 

Condiciones: temperatura 30 a 55°C, 14 horas 

Cepa: Sacdlaromyces ce:-evisioe ( BCGC L-026) 
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Protdna: al igual que en la corrida 4 se observó un aumento y disminución en la 

concentración de la misma, alcanzando hasta 1 S mg/ml (figura 17). 

Azúcares: de una concentración de 91 gr/1, disminuyo a 88 gr/1 y después volvió 

Nitrógeno: a las 2 horas se observó la primera disminución de 1 S hasta 13 

mglml, después hay aumentos y disminuciones y finalmente a las 14 horas la 

concentración es de 13.5 mg/ml; notándose inclusive que se alcanza una 

concentración de nitrógeno mayor a la obtenida con C t.1ilis (figura 19). 

Corrida 6.- (tabla 1 0) 

Condiciones: temperatura 30 a ss·c. 15 horas, pHN 4.84, pH l 2.84 y pH2 6.84. 

Cepa: SacclJaromyces cerevisiae ( BCGC L-026) 

Protefna: con un pH de 4.84 y de 6.84, hay un mayor incremento en la 

concentración de protelna; mientrc:s que con el pH 2.84 la concentraciór. de 

proteína varia en el transcurso de le cinética, pero al final se obs'i!rva casi la 

misma concentración que al principio. Sin embargo, en todos los casos anteriores 

se observó que no hubo diferencia significativa entre el tiempo cero y el final de 

la autólisis (figura 20). 

Azúcares: es con el pH de 4.84 en donde St observó un mayor incremento de estos 

componentes (figura 21 ). 

Nitrógeno: se observó que el pH de 4.84 fué el que favoreció una mayor iiberación 

de éste, observando una concentración máxima de 350 mg/1 (figura 22). 

Corrida 7.- (tabla 11) 

Condiciones: temperatura 30 a 55"C, 16. horas, ¡¡HN 6.37, pHi 4.37 y pH2 &.37. 

Cepa: Saccharomyces cerevisjae ( BCGC L-026) 

Proteínas: puede considerarse que no hub~ variaciÓn significativa en los tres pH 

probados; sin embargo, al trabajar con el pH 8.37 se observó una cl!rva de 

disminución más aceptable (figura 23). 
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Azúcares: se observó que a un pH de 4.37 se logró una mayor liberación de 

azúcares en el medio (figura 24). 

Nitrógeno: En la determinación de nitrógeno liberado al trabajar con diferentes 

dcsenbles con un máximo en 4.37 (200 mg/1) (figura 25). 

D. MODIFICACION DE pH. 

El pH normal (pH que tenia la muestra al inicio de la aut61isis) de S. cerevis:Oe 

fue de 4.84, por lo que al ajustarse las dos unidades potenciométricas por arriba 

(6.84) y por debajo (2.84) de este valor Jos pH con tos que se trabajo esta cepa en 

el proceso de autótisis fueron ácidos. 

El pH normal de C utJlis fue de 6.37. por lo quf. al hacerse el debido ajuste de las 

dos unidades potenciométricas por arriba (8.37) y po(debajo (4.37), se trabajó 

con dos pH ácidos y un pH alcalinó. Los resultados se muestran en la tabia 12. 

E. PRUEBAS MICROBIOLOGICAS. 

Unicamente se observó la presencia de cinco colonias de organismos coliformes 

en la mu"'stra cero de la ;;orrida 1, pero en la t'1ltima muestra no se detectó su 

presencia. En el resto de las corridas no se observó ningún organismo 

contaminante. Los resultados se muestran en la tabla 13. 

F. PRUEBAS BROMATOLOGICAS. 

Los resultados nos muestran: 

Canofda uti!/s 

Humedad varía de un 67% a 70%. 
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Proteínas varia de un 13% a 16%. 

Cenizas varia de 1% a 2%. 

Grasas varia de 0.08% a 0.75%. 

Sacdmromyces cerevis/ae 

Húmedad varia de 70% a 76%. 

Proteínas varía de un 12% a 14%. 

Ct:nízas varía de 1% a 2%. 

Grasas varía de 0.08% a 0.27%. 

Carbohidratos varía de 7% a 14%. 

Los resultados obti!nidos se muestran en la tabla 14. 
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VIII. DISCUSION. 

A. CINETICA DE CRECIMIENTO. 

La selección de las levaduras para las pruebas de autólisis se basó prácticamente 

en el V3lor de sus constantes cinéticas, como la velocidad especifica de 

crecimiento y el tiempo de duplicación, debido a que estas constantes indican las 

ca;·octerístlcas propias de los microorganismos a las condiciones fisicoqulmicas 

ern¡:dt:acies.3c, Por otro lado, se realizaren los cultivos celulares en un medio 

complejo, como lo es el medio con melazas de ceña, porque se ha considerado que 

las melazas de_ cana constituyen un sustrato adecuado, por contener una 

diversidad de sustancias nutritivas para los microorganismos utilizados.2ó,27,30 

[¡e las cepas de Saccharomyces cerevisiae (levadura de cerveza) probadas, se 

st::it:cc i onó a qué 1 la qut: mostró teneí un tiempo de duplicación relativamente 

menor y en consecut:ncia mayor velocidad de crecimiento (IJ= 0.47 h-1), la L-026. 

Por otra parte, para cumplir con los objetivos pianteados, también se realizaron 

las correspondientes cinéticas de crecimiento con la levadura Candid.<J ublis 

tlevídura tóruia26), en donde se observó una velocidad de crecimiento de 0.46 h- 1 y 

un tiempo de duplicación de una hora con treinttl minutos, observándose también 

que !e !evadura !ogró producir mayor .cantidad de blomasa que cualquiera de las 

dos cepas de Scerevisiae (figura 1 ). 

Ccn rc!;pecto a la levadura de cerveza, Ramlrez27 registró que la velocidad de 

crecimiento para !a cepa L-026 es de 0.35 h- 1 y para la cepa L -024 es de 0.34 h 1• 

E~tos datos son menores comparados con los obtenidos en el presente trabajo, 

probablemente deb1do a que en este proceso se logró que la levadura tuviera una 

mejor adaptación a ias condiciones fisicoqufmícas y al medio de cultivo empleado. 
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Romo30 registró una velocidad de crecimiento para la cepa L -024 de 0.43 h- 1• 

también menor a la obtenida en este trabajo. De estos resultados, también se 

puede hacer notar que la concentración de azúcar en el medio fue menor (30 g/1) 

y en estos dos casos la concentración de azúcares probablemente pudo haber 

ejercido un efecto inhibitorio en el desarrollo celular; por lo tanto, en los medios 

con menor concentración de azúcares !as levaduras pueden realizar un 

metabolismo más eficiente para ia formación de protefna y de ahí quf.' se tenga un 

mejor crecimiento y mayor producción de biomasa. 

Asimismo, la levadura tórula (según lo registra Peraza-Luna26) tiene un 

metabolismo orientado hacia la formación de protefna o sea de tipo 

preferentemente éleróbico, a diferencia de la levadura de cerveza que es 

preferentemente anaeróbico. En este caso se observó que la velocidad de 

cre~imiento de ia levadura e t.ltifis, en el medio de melazas, es mayor a la citada 

por Peraz.a-Luna,25 notándose inclusive que la levadura se ha adaptado a crecer en 

medios de melazas, lo cual puede ser tomado en cuenta para comparar el 

planteamiento snterior. Otra posible razón, por la cual se notan mejores 

características de crecimiento en las cepas, estaría dada por el tipo de inóculo 

~mpleadc, esto es, que en todos íos casos las levaduras posibleinente lograron 

adc;ptarse perfectamente al medio y a las condiciones empleadas. 

B. OBTENC ION DE LA CREMA. 

A excepc!ón de la corrida í en todas las corridas se observo un promedio de 228 

_ gr -~~biomasa .. La cantidad de la misma _en cada corrida varia de 135 a 288 lo que 

indica que no hubo una variación notable en cuanto i:ll peso de la biomasa, le> cual 

podría ser debido a que en todas las co;ridas se usaren las mismas cond1.::iones 
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---------------------------------------------------------------------

durante el proceso para la obtención de la crema. 

C. AUTOLISIS DE LAS LEVADURAS. 

De acuerdo a Jos objetivos planteados en este trabajo, las levaduras 

seleccionadas debían cumplir con dos requisitos esenciales: (a) Contribuir 

uniforme y óptimamente a proporcionar el complemento productor del sabor y (b) 

tener capacidad de autolizarse fácilmente bajo condiciones bastante moderadas. 

Eíl este trabajo, los resultados se enfocaron hacia este último requisito. 

Con respecto a la corrida 1 ( C ul!!is), se observó que la hidrólisis de las protefnas 

no ~e logró en su totalidad, o sea se obtuvo una hidrólisis parcial de estos 

componentes, considerándose una hidró! is is proteica en en a proporción 

aproximadamente del 80% . Los azúcares se incrementan pero también sutr~n un 

decremento drástico a las 18 horas, debido quizás <J su posible unión con los 

aminoácidos libres para la formación de complejos. En cuanto a la disminución 

también drástica, del nivel de nitrógeno, esto podría ser debidc a que el nitrógeno 

una vez liberado tiene un corto periodo después del cual podría estar asociándose 

con otras sustancias ó entre moléculas del mismo tipo. lzzo y Chi-Tang (1991) 10 

en un trabajo desarrollado sobre el aislamiento e identificación de componentes 

vo láti 1 es extra fdos en un auto 1 izado de 1 evadura, mostraron que algunos 

componer.tes son probablemente formados por la interacción entre aminoácidos y 

azúcares seguidos por la ciclizacién para exhibir ciertos sabores caracterlsticos. 

En las corridas 2 y 3, el comportemiento de !a proteína en cuanto a su 

concentración, en contraste con la corrida 1, fue muy diferente; t n porcentaje de 

hidrólisis casi nulo 'J , por el contrario, se observó un inc~emento de este 

componente. Es probable que la cantidad de nitrógeno liberado en la hidrólisis de 

las protdnas estuviera siE:ndo asimilado espontáneamente por las levaduras, que 
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en este caso pudieran tener una alta viabilidad, es decir la temperatura de 

autólisis no afectó la viabilidad del microorganismo, permitiendo que las células 

pudieran desarrollarse. En el caso de los azúcares reductores se obtuvierón 

concEIJtrar!f,r;"'s de 3.5 g/1 (figura 12) a 8.5 g/1 (figura 9). Si comparamos la 

corrida 3 con la 2, en el primer caso fue más baja y la concentración alcanzada 

pudo ser debida a que el tiempo de autól isis fue de 16 horas y no de 18 horas como 

en la corridCJ 2 (figuras 9 y 12). Debido a que no se nota una disminución en la 

cantidad de azúcares, es probable que la velotidad de asimilación de esta fuente 

de carbono sea muy lenta, mientras que la velocidad de liberación sea lo 

suf identemente alta para no observar un decremento. La concentración de 

nitrógeno en el medio es variable, lo cual se puede explicar posiblemente p(lr la 

formación de complejos en el extracto de levadura. Sin embargo, se observa que 

éste tiene un relativo incremento a partir de las catorce horas en la segunda 

corrida y a partir de las ocho horas en la tercera corrida. Antes de los tiempos 

mencionados la concentración de nitrógeno muestra un comportamiento inestable. 

Se puede discutir que las condiciones de aut61isis empleadas no fueron las 

adecuadas o nubo factores que requerirán una investigación más profunda. 

En las corridas 4 y S se trabajó con S cerevisiae. Con respecto a la proteína el 

comportamiento poco explicable podrí~ dE:berse a que hay una rápida interacción 

de la proteína con algún compon<:r:te del medio, esto es, se logra observar una 

h:dró!isis y al mismo tiempo mediante algún mecanismo desconocido la prottfna 

se asoria o se asimila como en el caso de las corridas 2 y 3. El aumento y 

óisminución de los azúcares podría deberse como ya se había mencionado a la 

unión de estos con otros componentes para la formación de complejos. El 

nitrógeno en la corrida 4, tuvo un alto incremento hasta 1500 mg/1 a las 14 hor~ , 

lo cual no se observó en la corrida 5. Esto pudo deberse a la formación de 
complejos, como ya se había mencionado anteriormente, lo cual impide una 

dt;terminación correcta del mismo. De las corridas anteriores se considero que óe 
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la máxima concentración de nitrógeno que se obtuvo, se puede inferir que la 

velocidad de autólisis (considerada como la máxima cantidad de nitrógeno 

1 iberadal, es mayor para S cerevisiae que para C uttlis (tabla 15). 

Es probable que el sistema proteolftico, como lo especifican varios autores, 16 

funciona mejor en la levadura de cerveza que en la levadura tórula (o forrajera), 

por lo cual hasta la fecha se prefiere emplear la primera para la producción 

industria 1 cie a u l. o 1 izados de levadura. 

El efecto del pH sobre la capacidad de autól isis se considera de interés práctico, 

ya qut> un autolízado en si constituye un medio nutritivo bastc:nte rico y, por 

consiguiente, iácil de contaminarse. En la corrida 6, con S ce,revisiae, se observó 

qut;: un pH de 4.84 no hay una hidrólisis significativa de proteína; esto e¡uizás 

debido a que la hidrólisis de las proteínas no se facilita con e!:ite pH, 

observandose algo similar con el pH 2.84, quizás debido como ya se mencio:16 6 

que hay una rápida interacción de la proteína cor. algún otro componente por lo que 

no se logra c>bservar una considerable hidrólisis de la misma. Con el pH 2.84 :·l 

6.84 I·JS azúcares se mantienen casi constantes, quizás debido a que estos pH no 

2te-ctan la hidrólisis de los mismos; el pH 4.84 favoreció un incremento f!n la 

liberación de azúc¡;res al medio. En relación a la concentración de nitrógeno 

obter.icla, a pE:sar de que los valores oscilaron en rangos bastante pequeños, se 

obs!.'rvó que e! pH de 4.84 fué e: que favoreció una mayor liberación de éste debido 

a ;;ue la actividad proteolitica de las enzimas se maximiza con este valor de pH. 

Lurtor:, Segain y Feuillat, 1é• mostraron que a un pH S el 60% de nitrógeno celular 

se desprende de la célula consecutivamente a la acción de las proteasas y que 

e:sta es mc:s débi,i 'un pH 3 con un 40% de nitrógeno celuiar. 

En ia corrida 7 se trabajó con C u!Jlis. También se observó que el efecto del pH con 

respecto a la hiáról isis proteíca puede considerarse poco 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 

sufidentemente. eficiente para evitar que una variación drástica de este 

parámetro afecte la actividad proteolítica de las enzimas involucradas y no se 

logre inducir dicha actividad. Cabe hacer notar que la diferencia observada de pH 

sobre la liberación de nitrógeno en las corridas 6 y 7 se debe primordialmente a 

que las 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 

azúcares reductores se observa una tendencia más clara; sin embargo, la alta 

concentración inicial de azúcares posiblemente evita obtener mejores resultados. 

De lo anterior, se puede deducir que a un pH de 4.37 y 5.37 se lograron 

comportamientos deseables de autólisís con C vfllis, con un resultado máximo en 

4.37 (200 mg/1 de nitrógeno). 

C. PRUEBAS MICROBIOLOGICAS 

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

microbiológico realizadas, indican que las muestras no están expuestas al medio. 

ambiente, del cual pudieran adquirir algunos microorganismos contaminantes; ya 

<:Uf: el proceso se llevó a cabo bajo condiciones de completa est~rílidad, con una 

buena asepsia en el manejo de la levadura. Además de que la t~mperature a la cual 

se somete la crema para que se lleve a cabo la autólisis, impide el crecimiento ele 

organismos contaminantes que pudieran existir en la muestra ó provoca su muerte 

durante el proceso. En la corrida 1 se observó la presencia de cinco ctdonias de 

organismos col iformes en la muestra cero (TOi, pero tn is última mues~ra ÜF> no 

se percibe su presencia, ésto puede indicar su muerte causarla por el aumento en 

la temperatura. Por otra parte, StapiJyloccoctJs ·a11revs es un'c. bC:!cteria que habita 

principalmente en el área respiratoria y que puede ser difundida por medio de ia 

cavidad oral. No se encontró presente en las muestras, ya que durante el proceso 



al manejar la crema se ut i 1 izó un cubrebocas para un mayor control sobre los 

posibles microorganismos que pudieran contaminar el extracto. Además esta 

bacteria crece en un intervalo amplio de pH, de 4.2 a 9.3, pero su crecimiento 

t'·ptimo ~.e wcuentr::; e!" '.11 pH de 7.0 a 7.5,9 es decir, por lo regular en ur. pH neutro; 

y el pH que las mu~;stras presentaban al principio del proceso autolltico, 

independientemente de la modificación que se hizo del mismo, variaba ent;e 4 y 6. 

D. PRUEBAS BROMATOLOGíCAS 

En cuanto a las pruebas bromatológicas, los resultados los podemos observar en 

la tabla 1 O y así comparar con otro estudio real izado anteriormente sobre el 

análisis de sólidos en e! Centro de Investigación y Asistencia en Tecnología y 

Diseño del Estado Jalisco (CIATEJ), en donde se obtuvo una composición promedio 

del extracto de levadura para C v/Jlis la humedad fué de 69.2%, 14.8% de 

protefnas. 0.09.% de grasas, 1.23% de cenizas y 14.8% de carbohidratos; y para S. 

cerevisiae la humedad fué de 72.3%, 15.1% de proteínas, 0.08% de grélsas, 1.52% de 

cenizas y 11.02% de carbohidratos. Por lo que se observa, los resultados del 

presente trabajo no variaron en gran medida en comparación a los realizados 

anteriormente en el CIATEJ y debido a que no se cuenta con bibliogratfa que nos 

muestre datos rea!es sobre la composición de un extracto de lévi:dura se 

considera que los resultados obtenidos son n~rmales, ya que no difieren mucho óe 

le~ trabojos obtenidos anteriormente. 
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IX. CONCLUSIONES 

l.- Se seleccionó la cepa de S. cerevisiae L -026 presenta una mayor velocidad de 

crecimiento én compara e ión con 1 a cepa L -024 debido a que la cepa L -026 esta 

mejor adaptada para crecer en un medio de melaza. 

2.- El pH óptimo oscila entre 4 y 6, es decir un pH ácido, se obtienen mejores 

rendimientos en cuanto a la autólisis y se favcíece a una mayor iibercción de 

ninógeno. 

3.- La acidez del medie es un factor que impide el crecimiento de 

microorganismos. 

4.- Se estima que manejar la levadura en eondici~nes estér!!es y ct•n medidas de 

completa higiene, son requisitos importantes para evitar !a contaminación de la 

crema o la propagación de algún microorganismo durante ei proceso avtoiítict•. 

5.- El tit>mpo y temperatura óptimos para realizar la autólisis de levadura!.> es de 

12 a 20 horas con una temperatura de ss·c. 

6.- .S'accilaromyces cerevisiae presenta un mej,•r rendimiento en comparacíór, con 

Cr..ndida utl!is durante e! procese autolftico. 

44 



--------------------------------------------------------------------- ---

X. RECOMENDACIONES e 

1.- Se aconseja que en próximas investigaciones las determinaciones de 

preoté ínas, azúcares y nitrógeno se 1 leven a c?bo inmediatamente de$pués de 

terminado el proceso de autólisis, ya que un periodo de tiempo largo puede hacer 

que varíen !os resultados. 

2.- Realizar una determinación del contenido de c:minoácidos y vitaminas en e! 

autotizado, ya que en el presente trabajo no se realizo por falta de equipo 

nect>sar io. 

3.- Se sugiere realizar pruebas organolépticas a los extractos obtenidos de las 2 

cepas: Socduromyces cerevisiae y Ctmdida vtilis con el fin de observsr cual de las 2 

muestra me jo res caracter r st i cas en cuanto a 1 sabor. 
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TABLA 1.- ALGUNAS EMPRESAS DEDICADAS A LA PRODUCCION DE EXTRACTOS DE 
LEVADURA USADOS COMO SABORIZANTES NATURALES. 

EMPRESAS PRODUCTOS MARCAS COMERCIALES 

Universal Foods Extractos de levadura de . Flavor Mate 94 5 
Co:pO¡~;;._.,¡ p;;r,.,deria Ta:;tone 940 

Tastone 310 
Tastone 300 

Extractos de levadura de Amberex 69 
cerveza Amberex 1 003 

Amberex 5000 
C!ledar Mate 

Levadura inactiva Nutrex 370 
Nutrex SS 

Provesta Coflloration Extractos de levadura primaria Natural Flavo.-
Enhancer 
Beef Natural Flavor 

Cardi Foods lnc E:rtract os de levadura primaria Cardi Yeast &trae 

Gist Broca des Extractos de levadura primaria Engevita 
MYE 

Levadura in<lctiva RYE·C 
Gistex Powder 

Champlain Industriales inc. Extractos de levactura de Nova chef 
cerveza Nova-Fiav 

Extractos de levadura pti:naria Ardamine 
Veeprex 

Levadura ir.activa Yeastal 

Protelnas y vitaminas Levadura lnactiv::: Provicel 
óe levadura, S.A. 

Arancia S.A de C.V. Levadura inactiva Yeastal 

Peraza-Luna 1992 
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TABLA 2.- AMINOGRAMA DE LEVADURAS EMPLEAD/\5 EN lA PRODUCCION DE PROTEINA 
MICROBIANA. 

Levadura Sustrato LEU LIS SER TREO VAL ILEU TRI MET /CIS ALA/TIR 
(a/1 00 o de Proteína¡ 

C.mdida vtills Melaza -- 7.5 3.8 4.6 5.4 - - - 6.6 

Saccllarom;·ces Melaza 7.9 8.2 -- 4.8 5.5 5.5 . 1.2 4.1 9.5 
Cl'!revislae 

Proteína de soya •1. 9 3.8 - 2.7 3.2 3.0 1.0 1.9 5.5 

Patron FAO/WHO L: 5.5 4.0 4.0 5.0 4.0 1.0 3.5 6.0 
( 1 973) 

Litchfield (1979) 15 

TABLA 3.- ENZIMAS PROTEOLITICAS INTRACELUlARES DE S. CEREVISIAE. 

ENZitviA FU~~CION CARACTERISTICA - .... ,..~ 

A Aminopept idas a Acido endo-peptidasa 
B Pr·ote i nasa Serina endo-peptidasa 
e Proteinasa Serina e:<o-peptidasa 

1 

D Carboxipept idas a Exo-peptidasa (Mg++) 
y C-3rboxi pcpt idas en Exo-peptidasa (Zn ++) ' 

11 A m inopept idas a 
.. 

E;{o-p~ptidasa (~~g ++) 
1 .. .. -

Pcraza-Luna ( 1 992) 26 



TABLA 4.~ BIOMASA OBTENIDA EN CADA CORRIDA, 

No. de corrida 

1 
•2 
3 

4 
_5 

6 
7 

Peso (g) 

135.41 
242.33 
288.88 
293. i4 

1 
302. i5 

1 
255.f:·¡ ~ 
288.82 

j_ ! 
"----~.,.----· . ------·-1 
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TABLA 5.- RESULTADOS CORRIDA NO. 1 con Candida utilis. 

TIEMPO PROTEINAS AZUCARES NITROGENO 
(Horas) mg/ml g/1 mg/1 

·¡ 3.780 0.000 0.000 
2 5.103 0.000 0.000 
3 3.31E. 0.000 

1 

0.000 
1 

! 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 

íO 0.892 3.631 270.157 
12 0.937 3.741 281.102 1 
14 1.013 5.317 219.081 1 
16 1.090 5.981 í 58.884 

1 1H 1.120 3.827 215.432 

TABLA 6.- RESULTADOS CORRIDA NO. 2 con Candida utiiis. 

1 TIEMPO 1 PROTCINAS AZUCARES NITROGENO 
1 ¡ (Horas) mg/ml g/1 m gil 

• 

! o 0.148 0.756 136.994 

1 
1 0.112 

1 

0.704 135.170 

1 

2 0.120 0.900 124.225 
3 0.1 ?.3 0.819 135.170 

1 
1 ~ 0.133 0.912 171.653 

1 

5 0.166 í .408 188.070 
6 0.162 1.3g1 166.180 

1 

1 8 0.151 5.288 158.884 

1 
10 0.164 6.904 155.235 

¡ 12 
1 

0.238 7.268 .130.026. 
14 0.264 7.984 199.015 1 
16 0.316 8.734 226.377 
18 0.286 1 9.179 255.564 

1 



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

1 TI!=1-1PO PROTt IN.t>,S AZUCARES NITROGENO 
1 !Horas) mg/ml g/1 mg/1 

o 0.137 0.727 811.979 
1 0.124 0.802 822.533 
2 0.140 0.935 801.425 

3 0.153 0.744 814.617 
4 0.170 0.877 759.208 
5 O.i 76 0.594 746.016 • 

6 0.161 0.969 740.739 
8 0.229 2.112 912.243 

10 0.217 2.580 954.459 
12 0.272 2.701 848.918 
14 0.367 3.365 872.665 

TABlA 8.- RESULTADOS CORRIDA NO. 4 con Saccharomyces 
cerevisiae. 

1 TIEI-1PO PROTEINAS AZUCARES NITROGENO 
(Horas) mg/ml g/1 m g/! 

1 
1 o 7.344 18.523 1 1360.882 
1 1 8.249 20.202 

1 
1264.463 

1 2 9.543 19.278 1236.915 
1 3 9.622 19.509 , 305.785 
1 

1 
4 6.373 16.565 1347.107 
5 10.336 18.181 1374.656 
6 8.117 17.720 

1 
i333.333 

B 8.969 18.297 i388.430 
10 10.943 1 16.854 1415.978 
12 8.302 18.528 1498.623 
14 10.633 19.798 1526.171 



TABLA 9. RESULTADOS CORRIDA NO. 5 con Saccharomyces 
cerevisiae. 

TIEMPO PROTEINAS AZUCARES NTTROGENO 
(Horas) mg/ml gil mg/1 

ü 12.773 90.368 14.711 

1 1 11.822 89.616 15. i 24 

1 
2 12.317 90.946 13.471 

1 
3 10.263 90.195 13.609 
4 9.220 88.290 14.022 

1 
5 

1 

5.125 88.636 13.196 

1 u 9.840 92.042 14.711 
1 E 11.439 92.389 13.609 1 

1 10 
1 

8.216 88.809 14.986 
1 12 15.348 90.830 14.022 
1 

l_2_4 __ _. _____ a._,s_G __ ~ ____ s_1._sz_3 __ ~ ___ 1_3._47_1--J 

. ( 
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TABLA 10.- RESULTADOS CORRIDA NO. 6 con Saccharomyces cerevisiae. 

lJIEivfPO 
!Horas) 
--
o 
1 
2 
3 

1 4 
5 
6 
8 

10 
12 
14 
16 

OTEINAS mg/m1 PR 
---¡m, :=r-

0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
o. 
o. 
o. 
O. 
o. 

93 
91 
91 
90 
95 
93 
97 
:Jl 
04 
03 
03 
02 -

pHI -~pH¿ 

0.1 06 l o.ogg 
0.091 1 0.091 
0.091 0.096 
0.095 0.100 
0.097 0.100 
0.095 0.100 
0.091 o., 07 
0.100 0.107 
0.111 0.107 

0.1041 0.108 
0.106 0.108 

0.106 .1_?·1 o~ 

AZUCARES 

PHN 

1 i.429 
11.427 
11.127 
11.431 
11.448 
11.444 
11.433 
11.168 
11.466 
11.492 
11.000 
12.032 

g/1 NITROGENO mg/1 

PHI pH¿ PHN p!-11 pH¿ 

11.41 S 11.423 169.500 162.125 0.334 
11.41 S 11.426 140.000 1 OS.CJOO 0.140 
11.417 11.423 141.667 103.333 0.150 
11.409 11.428 153.333 81.667 0.190 i 

11.407 11.445 158.333 108.:333 0.210 : 
11.427 11.426 193.333 150.000 0.260 
11.429 11.429 216.667 168.333 0.380 
11.428 11.457 235.000 205.000 0.400 
11.430 11.457 268.333 253.333 0.565 
11.440 11.490 286.667 278.333 0.720 
11.431 1 1.473 325.000 301.667 0.785 
11.439 11.481 358.000 325.000 0.830 -
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TABLA 11.- RESULTADOS CORRIDA NO. 7 con Candida utilis. 

TIEMPO 
r--·--· 

· J:.BDTEJ~ 
(Horas) pHr4 

---
o 0.1 OG 
1 0.102 
2 0.113 
3 0.103 
4 0.11 o 
S 0.103 
6 0.10-4 
B 0.100 

10 0.102 
12 0.104 
14 0.103 
16 0.117 

1 .... ·~ 

~~,--mr~~~2¡--:~~ J..C881·5____gLl __ ~------· 
~ pHl pH2 

0.101 
0.095 
).1 01 
0.097 
0.098 

1 

!.09'7 1 

0.096 
0.106 
0.202 
0.101 
0.104 
J. lOS 

0.141 1 1 
0.11 S 1 1 
0.1 13 1 1 
0.119 11 
0.116 1 1 
o., 12 1 1 
0.112 11 
0.113 1 1 
0.113 11 
0.118 11 
0.121 í 1 
0.120 1 1 , _ _,!_._....____ 

423 11.442 11.413 
429 11.440 11.41 o 
428 11.444 1 1.401 
441 11.432 11.392 
442 11.431 11.408 
425 11.450 11.408 
572 11.626 11.441 
828 11.925 11.588 
972 12.005 11.638 
898 11.974 11.635 
954 12.01 o 11.640 

956 1 11.9S~ j 11.~38 

...tllJ..ED_GEN{)___mg/_¡ 
pHN pHl 
-

141.844 165.818 
146.667 150.000 
126.66"7 141.6ó7 
146.667 170.0JO 
146.667 165.000 
12i.667 178.333 
131.667 178.333 
166.000 1 96.667 
1 58.333 195.000 
158.333 171.667 
160.000 1 88.333 
166.667 198.333 

1 

pH2 : 

1 -
169.500 

1 

118.330 
125.000 
109.167 
125.000 1 

121.667 1 

138.333 
136.66"7 
140.000 
145.000 
156.667 
133.333 



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

LEVADURAS pHN pHl pH2 

1 

S. cerevisiae 4.84 2.84 6.84 

' 

C. uti!is 6.37 4.37 8.371 
1 
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TABLA 13.- PRUEBAS MICROBIOLOGICAS_ 

1a Corrida Saereus Colíformes 

TO DirE-e:.a ( ~ ) 5 
Dilución 1:10 (-) (- ) 

TF Drecta (-) ( -) 
D. lución 1 :1 O (-) (- ) 

2c.wricia 

TO Dírecta (-) (-) 
Dilución 1:1 O (-} (-) 

Tf D.rec!á (- ) (-) 
[).lución 1:10 (-) (. ) 

3c. Corrida 

TO Directa (-) (- ) 
Diiución 1:1 O í-) (-) 

TF Directa (.) (-) 
Diiución 1: 10 (- ) (-) 

4a Conidc1 

TO Dilecta (-) (-) 
Dilución 1:1 O (-) (·) 

TF D.recta (-) (-) 
Dilución í :10 (-) (-) 

5a C.o:rída 

TO Directa (-) (-) 
Dilución 1:10 (-) (-) 

TF Directa (-) (-) 
Di\uci&\ 1:10 (-) (-) 

fu. Conidá 

pHN. pH1, pH2 
TO Direci.a (-) (-) 

Diivción 1:10 (-) (-) 
TF Cirecta (-) (-) 

Dilución 1:1 O (-) (-) 

7a Cú!Jida 

pHI{ pH1, pH2 
TO Directa (-) (-) 

Dilución 1:1 O (-) (-) 
TF D!recta (-) (-) 

Dilución 1:10 (- ) (-) 

TO =Tiempo cero TF "'Tiempo final 
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TABt.A 14 ... PRUEBAS BBOMATOLOGICAS * 

ANAUSIS 

·-
~l-f~- Ja 

-~;¡-

HUMEDAD 6807 00.10 "10.20 

PROTSNAS 13.10 1597 13.61 

CENIZAS i.3i) 1 ~¡· . .:::::> 1.25 

GRASAS 0.08 0.09 0.00 

' 
CAABOHIDRA TOS 14.70 14.59 14.91 

• les resultados sor1 M pc.•rcentajes. 

** e; ut i 1 i s. 
***S. serevisiae. 

NO. DE CORRIDA 

....... ~ 

4a 5a 6a-· 1 ... .. ....-
~~1~~1 pH2l pHN 

70.24 176.68 72.93 74.85 74.00 t39.22 

14.05 14.09 14.62 1:?-27 1297 13.41 

1.58 1.16 L30 1.28 1.10 1.25 

0.00 0.08 0.19 0.09 0.27 0.10 

14.05 7.99 10.86 11.51 10.86 13.76 

-

' 

7a-
pH1 p ·:2 

69.42 67.29 

13.51 13.20 

1.81 1.!17 

0.75 0.?8 

28.02 30.'16 
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TABLA 1 SR- MAXIMAS CONCENTRACIONES DE NITROGENO 

NO. DE CORRIDA CONCENTRACION (mg/1) TIEMPO(hrs) VELOCIDAD DE AUTOLISIS 
frng.tl hrs) 

1 988.837 8 12J.60 
2 255.564 18 14.19 
3 954.459 ' 1 o %.44 
4 1526.171 14 1 0'l01 
::> 15.124 1 1 ).124 
6 pHN 358.333 16 2 2.39 

pHl 325.000 16 2ll.31 
pH2 0.830 16 0.051 

7 pHN 166.667 16 10.41 
pH1 1 9B.333 16 12.39 
pH2 156.667 14 11.19 

--- -·-- ·~-



--o-- e. uti!is 

--- L-üi4 

---tt- L -026 

f) 5 10 i5 
Tiempo (horas) 

Figura 1.- CINETICA DE CRECI~-11ENTO DE Saccharomyces cerevis!ae 
BCGC L-026. L -024 y Candida utilis. 
En medio de melaza (20g/l) Condic.iones: T=3o·c agitación 200 rpm. 
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--o- L-026 

Tiempo (horas) 

Figura 2.- ESTIMACION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO 
DE S. cerevisiae BCGC L -026. 

,-
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%1 /1 
Ln X= 16.430 + 0_39256t // . 

1911 Jl2 = 0_392 h-l _ __¿;;·· 
_ _e-::"/ 

J 
/o-----/// 

' / / 

lb 1 /)J // 

---0-- L-024 

.o· ./· 
/// 

17 __¿.;;/ 
/1 

rl 
161/ 

9 
15+'----~---~~----~----~----~ 

ú 4 6 5 lO 
Tiempo (horas) 

Figura 3.- ESTIMACION DE LA VELOC!DAD DE CRECIMIENTO 
DE S. cE>revisiae BCGC L-024. 
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j(J -,----------------/-/711 
ln = 17.0G3 • 0.46087t / 1 

1 ¡.t3= 0.461 h-1 / ./- // 1 

: /./ // 
1 / / 

!9~ .// // 
l rr // 

j 1/ //,/ 
1 / // 

"1 ;t/ 
1 // 
1 /:.6 
~('/·/ 

17+,------~------~--------------~ 
2 

Tiempo (horas} 

-o-- C. uti!i5 

Figura 4.- ESTIMACION DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE C. utilis. 
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6~------------------------------~ 

Tiempo (horas) 

Figura 5.- CONCENTRACION DE PROTEINA C. utilis. 
1 a Corrida. Condiciones: T = 30 a SS"C, 18 hrs. 

-o--- PrnLeinas 



-o-- Azúcares 

20 

Tiempo (horas) 

Figura 6.- CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTORES C. UTIL!S 
1 a Corrida. Conbdiciones: T"'30 a SS°C, 18 hrs. 
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Tiempo (horas) 

Figura 7.- CONCENTRACION DE NITOGENO. C. uti!is. 
1 a Corrida. Condicic•nes: T= 30 a ss•c, 18 hrs. 
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0.4..-----------------

10 

Tiempo (horas) 

20 

--o- Pr~leinas 

Figura 8.- CONCENTRACION DE PROTEit~A C. utili~ 
2a Corrrda. Condiciones: T= 30 2 ss•c, 18 hrs. 
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---G--- A~Úcares 

Tiempo ( horas) 

Figura 9.- CONCENTRACION DE AZUCARES REDUCTORES 
C. utilis. 2a Corrida. Condiciones: T=30 a 55°C, 18 hrs. 

- (., 

1 

1 
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... .... ... 
e 

:.oo -,-------------------¡ 

1 

1 ./ 

- .1 // 
.'UV "j p 

1 /\ ¡' 
J F h...__ ¡ 

1 1 ~,\¡ 
·r"J 'b 

1 o 
! 

100+!----~-----~------~------_, 
o 10 20 

Tiempo (hor-as) 

Figura 10.- CONCENTRACION DE NITROGENO C. utilis. 
2a Corrida. Condiciones: T= 30 a ss•c, 18 hrs. 
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-------------------------------------------------------------

0.4..,------------------------------, 
i 

0.2 

1 .r1 

~/ 
1 D 

) 
/ 

? 1 
1 ----.¿ 

1 

r-' 

? 

1 

() i -:-:-----------:------------1 
ij jij 20 

Tiempo (hor~:s} 

Figura 11.- COI~CENTRAC!m~ DE PROTE!NA C. utilis. 
3a Corrida. Condiciones: T=30 a ss·c. 14 hrs. 
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4.-----------------------------~ 

1 1 3 l 1 
1 ......d 
1 ~-
1 / 

1 ,/ 

2-l r 

~ 1/ 
1L..o'o~l 

ú +----¡ ~-....------¡ 
(1 JC• 20 

Tiempo {horZIS) 

Figura 12.- CONCENTRAC ION DE AZUCARES REDUCTORES C. ut i 1 i s 
3a Corrida. Condiciones: T=30 a ss•c, 16 hrs. 
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100(• 1 

i 

-o-- Nitrógeno 

dÚÚ 

700-r--------------.--------------~ 
() 10 20 

Tiempo (horas) 

Figura 13.- CONCENTRACION DE NITROGENO 
C. utilis. 3a Corrida. Condiciones T= 30 a 55'"C, 14 hrs. 

70 



A 1¡\\j p-<f f\ 
1 \ 1 \ 

1 \ 1 \ /ó \/ 9 

1 p 1 61 o 

8l/ 1 
J! y 

- 1 1 

! .1 \l 

6+'------b--------r-------------~ 
10 20 

Tiempo (horas) 

-D-- Proleinas 

Figura 1-4.- CONCENTRACION DE PROTEINA S. cerevisiae. 
4a Corrida. Condiciones: T=-30 a ss·c, 14 hrs. 
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