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INTRODUCCI'ON:

G I

a_la nccos‘idod da nuevos

da Ias m&todm _trud_lc_l_onale_s._Dobe hacerse un esfuerzo para






mentos cd|;|1'—: qdlriv:os ¥ ngente: snborlznnles,. t.l.an'an altas "
concentraciones de pra!efﬂn y.son mas f&c!les de racuperor
en las fermentaciones que las bocterlas. -Ad_em:‘:s son prody
cidas en diversos sustratos prnvanirentufd"e.;':}-::.rgorllild.rbltol.
que son reconocidos por sT mismos Al:_oma foentes de' alimen-

to. Se consideran lavaduros olimenticios a:@ucchnrmy:escerwh!ua,

Candida vtills, Kluyveromyces frogills (unl"erinrmmtu conoelda como Sacchoromyces

fragilis ) y Scccl-\ormnycu‘-uvurum. Estos huﬁ sidn ucapl‘udol para con

sumo  humano por las aut: rl:ludel snnilarlas de E;!udol Unidas
y ostén incluidas en la Il:lu GRAS (Ganerally Racognlzed as
Safe for Human Consumptlon)(lﬂ 61 53) Lc pnalbla limitactén
que exliste on la utilizacién da a:hu Iuvodums te debe a un eon

tenido elevado de dcidos. nuclai‘coa.

1.2 Levndurul que uﬂll:un lu-lactma.
La Identificacién de bos |e\rudurus que utilizan
lo loctose Fué renl!z.:ldo por Lodder en 1970, En sus estudios
sobre divaersos productos lécteos determind como las mejores

especles paro osimilar lactose o Kluyveromyces frogilis, Kluyveromyces
. bulgaricus y Condida _inteemedia . Sin lugoer e dudas Kluyveromyces fragilis

es el mlicroorganismo mdés ampliomente ¢econocido pasc produ-
cir biomosa de levadura o partir de swero de queso, diversos
investigadores coinciden en ello (62,33). Esta levoduro utilt-

zo excluslvamente la lactosa como fuente de anergic y da ren-



dimientos w'lisfnc'foriors de j:irbtéu‘na'(?ﬂ) Kluyveromyces frogills

no uhllza las- prutefﬂus da! sueru de queso(5,72.24). Otras

"especies que se' ha

sug erldo snn 1 Candida krusei, Condida trogicolls,

Candida utilll. Torl.lla cremnfu,

anuhplis utilis, Tnmla casal, Torulopsis sphaerica

y Torulg lucim. S l

9475 X.-10

l.H.m; i.o"'!:lq;‘l“_in;!.'_q_‘ri:_d.l ;_.édp_‘gl'u:rln'p'dl‘g__c'l'c_.tq.:y'.'gﬁ‘!_z_ 06 lll*ros a .- '



1o lndustriu. Del B v°| umnn Cc;piuda por |u lndustriu e! 4]%
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Exlsfen

subgr'l':_y textura; scep 'u'l':ln_s

hagan ocaptoblo a Iu Indu:rrlu Y | .cnnsumlan'r- B



“Las :pro;;iat:;ludé.".'} fi.lnc!\éri;'l ais“'ld é:l.:nn crono';ei_rs”-e' iéu o7

ra’ ﬂel-urrrnin‘nl.'.‘-r_- predecir el

bhlaﬁfghfo:iﬁl

da’ util.lz:'c_rsa

VEv‘:':'luu.r.'—l os faek

zar pot‘enclulmeﬁ't'e la protelnoide




2.1 Produccién de;Blom

2.1 .l'_Pé;éﬁ._at?_qs importantes an la;

su cr_-t.;i_. d.es._pro éinizud

rﬁun‘ic-;.'_‘oi'.:sﬁé ‘de fosfat

to da | evadura.

da_rer_min'u_r. "l._ nimero

l,o's-ifqlf_iublg_s dela ¥ rjml.!ﬁt.uqliéri fueron:

sorbencio c 500 nm v




nivel de airoacisn = l..v.v.m-;ﬁH 5 Temperuturo Socc

Agitacibn= 400 rpiﬁ- La moxirnu concentrucién de |evor.luru

i

ohtenidu durnnte aste =ultlvn fué da"l] 0 g/l (72 73}




o

medin se suplementc con umuniaco, m:ido I'osférlco”y axrruc

.to de levodur:, el pH 1e u]usl'cl.u 4 .5 :on r.ll:!do :lnrhfdrlca-_
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Iavuduru sont rupiuru mucun cai

poredes celulnrns. “Esta Gltimo: méh:do es .mds- atractivo que

el de rupture mecédnica, por su balo trequerimliento de energfa y






13

Pur medlo del usu de m&todos meconlcos u Iogru ’

una deslntegraclén afacﬂvo de lus puredes :elulurus de |us ..

'h'ornug'a'r!lzador de ulfu
‘de’ ni_Fqi;cé's, el mo~
El ' molfne cololdal

se restringen o

._encrg\’a pnru nugurur Iu eflclnm:lu de Iu rupturo de [a pored ce

lulor. Durnn!a enn rupturu es .l'rucuanl'e 1in emburgo, unao desna=-

turullzoclén dn Iu protefnu(ﬂl). .



mns(do) Sa hun tnvesflgudo 1
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TABLA 1 _
 METODOS . EMPLEADOS EN . LA LIBERACION
DE LOS - COMPONENTES CELULARES (14)

METODOS DESVENTAJAS
Autélisis Proceso lenta. Bajos rendimientos
(50-~60%)
Plasmélisis Poco  eficiente
Hidrélisis Aclda A lta concentracién de sales en

el producto terminado { 25%)

Enzimas Liticas Costoso. Activacién de enzimas
proteoliticas. Disminuctsn significativa
en 12¢ rendimientos.

Tratamiento  Alcaline Es efective sélo en ollos concen-
traclones. Requierc perfodos largos .
D esnolwralizacién y degradocién de
los proteinas.

Mecdnicos Costosas.

Ruptyra por Congelamiento Costosa o ineficlente,
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TABLA | 2
RUPTURA CELULAR Y EXTRACCION DE LA PROTEINA
UNICELULAR, (40)

MICROORGANISMO METODC DE RUPTURA RECUPERACION DE
CELULAR LA  PROTEINA.
Sagcharomycus Homogenlizocién de tres Precipitogidn lsoeléctrico
cerevisioa cicles{ 561 Kg/cm2 ) 70 N.
Malino de alta velocidad Extroceion 40%

con esferas de vidrio 1800, rpm.
Homogenizoclisn {550 Kg/em?) &2% protefna hidrosoluble.
Homoegenlzaclén con esferos Preclpitacion 62%

de vidric ¥y NaOH

Candlda troplealis 0.1 N NoOH 42%
K. frogilis Esferas de vidrio 246-65%
C. tipolitico Homogenizacién tres clelos 90% de extraccién

{432 Kg/crnz) y NaOH
S. corlshergensis Homogenizacidn esferos de vidrio  61% de precipitacién
y NaCl



ra

2.4 Métodol dc,Extracclén Fr otefnlca con Dlsminuciﬁn -

'con el tlcmpo de culllvo y ‘aumenta’ con Iu v.alocldud de agltacltén
(73), ssto sin emburgo, no es préeiluo, yu qun-un crecimlento
répld.o e3 deseoble en la moyorfa de los proceasos paro unao peeduc
‘cibn de blamasa por sus ventojes econémicas{40). En la TABLA 3
con bose en datos publicados por Sinskey y Tannenbaum{46) se
discuten las ventojos y desventajos de los métodos que exlisten
para dlsse fnuir los Geidos nucléicos.

Lo reduccién da écidos nuclélicos genaralmente sea
lleve @ cobo en formu.simulléna a o extroceclébn de protefna.
Las métados de remocisn de Geldos nucléicos fueron revisados

con detalle en 1978 por Chen y Peppler{14).Un resumen de los
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procesos qua sa utl!lzcm npurucan en !u TABLA 4.I

2.5
2;5;1

-‘urlco(66 34) El ser. humuno curcce de lu anzimu uricnsa, lu :u

’ cutulizq Iu oxidu:l&n del ﬁcido urlco ul metubollto ulanlo\'nu,

que os soluhlc ¥ f&cﬂmente excre l odo (23). El comumo da un
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TABLA 3
METODOS DISPONIBLES PARA LA REDUCCION DE ACIDOS

MNMUCLEICOS EN  LEVADURAS {68)

METQDO VEMNTAJAS DESVEMTAJAS
Conkrol de Crecimiento Métods Simple no Reduceibn Limitoda
por Limitacién del sustrato requicre adicidn Econdmicas.,

de sustoncias

quimicaos.
Hidrélisis catd jzada por Simple y Rapido Pérdida do proteino
bases Adicién de sales Efectos

indeseables por el pH alto
en algunos aminodcidos.

E:;tmcciﬁn son sales inor= Simple y rdpido. Residuos quimico:, pérdida

panfcas ¥ solventes orpé- Remueve RNA po- da peso y protefna . Econé-

nlces limerizada micos.

Ruptura Calulor %dlo s5i se desea alslar  Econémicas, especificas al
la proteina al prozeso que se usa.

RMNAsa Exdgena Rapide y simple Costo y disponibilided de la

enzina, pérdida de sustancia
seca. Protedisis «

RMAswe Endégena Simple, células direc  Protedlisis. bojos rendimientos.
Chogque temico tas del fermentador. Llento . $5lo ciertos microarganismos
Anlones. poseen RMNA sa enddgenc.
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Tl 4 |
REDUCCION DEL CONTENIDO DE ACIDOS NUCLEICOS EN
LA PROTEINA UNICELULAR. (18

PROCESO DONDE SE APLICA - TRATAMIEINTC
Fermentacién Cuidudn de! grado da crecimiento.

Suspensidn Celular Tratamiento con NaCl y occtate de sadis
Tratemiento acido
Solucién ocuosa de omenio
Choque térmlco con RMAsg pancredtica
Chogque térmlco con fosfoto deido de
sodia,
Mzzela do Alcohal metilico y dcldo
elorhidrico.
Tratemicnte de Chogque Térmico.
Mezela de Alcohol etilico y acida
clorhidricn.
Choque témico/ pH 5-5.5
Chogue térmico / anién carboxilico
NaOH & solucibn ocuose de amonio.

Homogenizade Celular NaCl 3% /50°C , pH 5.4
Precipitado a pH 5y B0O°C
Alta temperatura ¥ baja concentracién de
alcali.
Bajo  temperatura y tratemiento concen-
trode de dlcali.
100°C , pH 4.8
RNAsc extracelular de Condida sp.



TABLA 5

METODOS QUE S5E UTILIZAN EN LA -EXTRACCION DE

PROTEINA CON RZDUCCION DE ACIDOS NUCLEICOS.

METODOS

Condiciones

Drésticas

Condiciones

Suvaves

DESCRIPCION DESVENTAJAS REFERENCIA
Extraceibn Alcoling Pérdida de peso y ni- 35
(0.2 N NaOH) v trogeno. Degradocidn v 53
precipitucién de desnaturalizacisn de las 74
la proteino a 80°C  protelas. 43
Formocién da nuevas susioncias
como: sulfoius, lisinoolontna, ele.
Efectos daninos por ¢l pH clealine.
Extraccién de Pérdida de proteina debido o
la proteine de o proteslists durm te la incuba-
células rotes me- cibn ( mds del 50% ). 53
canizamente con  Costoso 43
13

pH alculino ¢ in
cubacin del extrac
to para reducl RNA
par  medio de *MAsza

exfgenn y ondégena.



alimento con olt t-.-,qﬁém:'n_l_'u'c_'t-i'h 'T_Bii)purll.r_nos-prqduca‘:un"'q.sl_.r_b_'.

lublo en
os d‘_-fl?.' 'alfl‘zlit:l 'sa

3 n; ‘t‘cildo' ! ‘ &n ! T

-_ '.‘e.-’_: 6_r| el:-higad

.génL_t'anido de-a

-_ duce ‘lﬂ. :
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tar o lo moynrfu de Tos su]aio nor ulas..l’or ntrn h:dn, fa

muyorfq do lus personus nor mulcl con dletus ord!nurlus ax-"

T

cién(éZ 4, 61; 72)._ Lo: TABLA a muesfru el_ ont nldo da 6:‘idos i

.-nucle‘lcos repnriados por varin; uuforus."-
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TABLA [}

CONTENIDO DE ACIDOS NUCLEICOS REPORTADOS PARA

K. fragilis .

%AN 6.3 5.7 B.& 10 5.7 1.4

A Producta  Bel; en sverc desprotelnizado en cyltive gontinus  {21) .
Deloney: en suero despraeinizado por ulirafiltracién; cultiva Intermitente (21},

€ Vanonuvat y Kinsella: suero desproteinizads por witrafiltracién ; cultive
intermitente (73).

D Vanonuvot y Kinscllo: sverc desprotelnizado por ultrafiltrocitn; cultivo
continua  (72).

€ Proteina alslada extraccidn con NeQH y precipitacisn con HC;
Vanonuvat y Kinsella  {74).

F Protelno olslada extraccién con NoOH y  precipitaciin con color BO°C.

Vononuvat ¥ Kintella (24).

AN Acidos nuclélcos .«






AU

Funcinﬂu

:

‘que dahen _opeto'ua con m_éximu el’lciencla(S?)
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Un oxamun dn Ius ond!clones acanémicus 'e':_ﬁtlrl'

De acun;do" a.

El tercor cost

-f!lf-u_-_

gt Vi

a;’un purémelro ecomin

asf como el _dosto da servi-

Sk prutnnnu da K. fragills .

2.7] PrupieduderFuncionolas-




‘des

menle- La me[ur enobilida ¥,

axtracc I6n

‘con NoOH y precipliuclén.

con culot; 5In cmbutgo



En !odi&ﬂpsf&qt

pl.&uc.ié_n_,";mr calar

dificacisn

.'s'u'pé‘\"flkc'i 1.7°d




diversus e:pacics unimuiés’
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sino més blan" camo complam rlto o suplamamo de a!rus.-;"

El conuc‘imiento de Iu cnmposiciBnrde aminoucid os as uHI

'gr'um;o.s de metionina/légrame .’d- nll‘régana

dro"




K. frogilis
K. fragiils + DL-

metionina

Caselna

Huevo

Ae

Dealaney
Productz
Producto
Feldheim

Vaugham
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TABLA 7

PARAMETROS NUTRICIONALES

(21).

NPU
A o

&7

B4.4

75.3

98.4

Amber

PER

c D

2,26 1.8 1.8 2.2

- 2.2 2.2 -

2.5 2.5

Nutrex {4).

Wheast {83).

(2¢}.

{77},

2.5 2.5
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JABLA 8

COMPOQSICION DE AMINOACIDOS REPORTADCS

PARA PRODUCTOS DOE K. frogilis .

g/ 16 g N Huevel{l3] Patrén A 8 c W] E
Iseleucing 5.6 4.2 4.8 4.5 1 4.7 5.9 4.0
Leucina 8.2 7.0 8.1 7.4 8.1 [10.8 7.0
Lisina 5.2 5.1 8.0 7.3 7.4 9.4 6.9
F enilolening 5.1 7.0* 4.2 3.81 3.B 4.2 3.4
Tirosino 4.0 - 3.9 3.8 - 3.5 2.5
Treonina 5.1 3.5 5.3 5.9 4.5 3.9 5.8
Teiptofano 1.8 1.1 1.7 V.41 1 1.4 1.4
Valine 7.5 4,8 5.4 5,3 5.9 7.1 5.4
Metionina 3.2 - 1.5 1.2 1.3 1.7 1.4
Cistelna 1.8 - 1.7 1.0 - 1.1 -
Mat + Cis 5.0 2.6 3.2 2,2 - 2.8 -
Arginina é.1 - 4.9 4,8 | 4.8 5.2 -
Histldina 2.4 1.7 2.0 1.9 1.9 2.6 2.1
Ac. Aspartico 10.7 - 9.4 9. - - -
Sering 7.8 - 4.7 5.4 - 4.4 -
Ac. Glutémico 12.0 - 13.8 |14 .7 | 15.7 18.0 -
Glieina 3.0 - 3.7 4.1 - - -
A laning 5.4 - 5.8 5.5 - -

Proling 3.8 - 4.2 4.2 - -

A Deloney ; biomesa (21)

8 Products Bel (21)

€  Producte Wheast ; biomasa (83)

D Producto Wheast ; biomaso mar suero (B3}

E Amber Nutrex ; biomasa {4)

Potrén Estoblecido en 1973 por la FAO y lo OMS (55).
Fenilalanino + Tirosina
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TABLA B (continuacitn)

g / l6gN F G H I J K L M
e 4.0 6.1 5.1 6,0 4.3 4.4 3.8 5.2
Leu 2.6 1.0 - 2.6 7.2 7.3 8.5 3.8
. Lis 1.1 10,4 31 11.1 10,2 8.5 8.3 8.3 8.1
Phe 3.1 4.4 5.1 5.4 3.4 3.7 3.6 2.4
Tyr 3.4 4.1 4.6 3.4 4.5 4,5 - -
The 6.5 7.5 5.6 4.5 4.1 A4 4.5
Trp - 24| - - foefos | oa oz
Vel 7.8 C T4 5.7 7.8 5.6 6.1 5.1 -
Met R 2.0 1.6 1.2 1.5 1.5 1.4 0.5
Cys - 3.8 - - 1.9 1.6 1.2 0.9
Met + Cys - 5.8 - - 3.4 3.1 2.4 1.4
His 4.0 3 4 2 4 4 0.7 0.9
Arg 7.4 5.7 7.4 7.1 5.4 5.9 4.3 2.4
Asp - - 10.4 § 11.2 | 9.4 9.9 11.5 | 4.4
Ser 7.0 6.8 5.2 7.0 | A7 4.8 5.8 | 2.2
Glu - - 15.2 13.3 116.5 14.4 11.6 4.9
Gly - -1 42) 4650 Vs ) as]2a
Ala - - 7.2 8.2 b.4 B.0 &.3 1 3.0
Pro - - - 4.3 3.7 3.8 7 1.5
F Amundson ; blomasa sola (1)
G Amundson ; biomosa mdas swero (1}
H Waszermon ; blomasa  (82)
I Wasserman ; concentrodo de protelna {82}
J Vaonanuvat y Kinsella ; blomasa de cultivo intermitente {75)
K Vananuvat y Kinsella ; blomaza de cultive contlnus (75)

Vanonuvat y Kinsella ; concentrado de proteinas de levodura{75)

Vaugham ; biomusa coleccién det De
Universidad de Californio (77)

partamento de Clencia y Tecnologio







c. En ._'::hqu__e.ts' .

d. €n lo ._pr;a_i:'urp_c'.ité-

gan gu'lact.olg (ISZI)‘-

e. Como suplemante

) _ tel’nl orstl".t‘iﬁc;'fq‘t.i.eso.
o base dél_'s.é.yqi._

g." En lu u‘lu.t{i:l.!.rqc_i-ﬁn de.quesos @_:l@l‘fdb_'sh"‘}iﬂ“-_' .
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3 MAT_E'R.IA'L Eis‘l"
3.1

_3'_.1.1_ ] Mlcroorgunlsm

- K- Frogllly
2'de 1o Fo-

NRRLY . 1109



frru:turu cal“lclr +se | |evuron a cubo diferentes melados, Iz cuales,
.se anumeron a cnan=unctan

a} Ul'illzuch.'m dﬂl Mortera a Tempemh.rru Ambiente con orena poro moler biomasa. Se de-
reckéid;-n.: disminucién da prateino liberoda a partir de 15 minutas de molide, razén por

la que se utilizé la blomasa congeloda con el Fin de detener un poco lo cutdlisis oparente
por las prateasas liberadas.

b) Congalocién de la biomaso en el congelador ( Temperatura  -10°C ) y molienda econ
Mortera .

c) Congelacisn de lo blomasa en hiels seco y alcohal etilico y mallenda en el marters.

El Martero se montuve sobre hielo seco.
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d) Utilizacisn del H:mn‘g.;enlzud.nr Poh:r.(Brdu'n Model MSK ;" USA) en hielo.

e} Uiflllzuc?SH de Sniuc!é.nl_dé N-:_CI; Se suipéndié I; blomaso en u.na solueidn salina

al %, puru esludlof_isu_ efecto en las célufas,

f) Utilizecién de |;|_n Mollﬁe H'.:mogmlzador. Se utilizé ol homogenizedor POLITRON
PCU -2 (Siélnhn-l'mu'ld:e. _Ge_rmqny)_'en lros ;nglen!e_s tiempos y velocidades, maontenien~

do la muestra sobre hislo..

“Tiempe .~ ° Velozcidad
1] S T
0.5 min - - MO
.V min.. 15
.2 min, - 15
3 min Is
5 min. 5

Le cantided de biomasa de K. fragills que se utili-
z6 en code uno de astos m.élodos_fué de 0.5 g ean 50 m| de agua
desionizada. En los casos: a,b,c y d, se amplearon tiempos do
rupturo de 0 hosto 25 minutos.

g) Utlizacibn de la Licuadora. Se utillzé uno licuodora Osterizer de dos velocidades.
Se evaluoron dos soluciones de extraccibn:

1) Soluclén de Biomasos ol 2% en aguo.

i1) Solueién de Blomasa al 2% y al 5% en una soluclién de NaCH ol 0.4%{p/v).

Se buscd el tiempo de permanencia mds adecuvado para romper lo hiemasa.

h} Biomosa Secada por aspersian. {Proporcionoda por el Departamento de Allmentos ,Di-
visién Ingenlerfa, Faculted de Quimico UNAM) K. fragills fué crecido en medio

de lactosa ¢n los mismas condiciones que los de K. fragilis en swero de leche: Tempera~



tura - 30°C; Flu|o de Alre= 1 vym; Agitocién - 400 rpm; pH - 5 y tiempo de la fer-
mentacibn 18 horas. (72) Posteriormente sa sced por aspersién en of Secador de Espreas
{Swenson Evaporator Co) de ta Planta Piloto del Loboratorio de Ingenlerio Cuimica de

Ic Facultod de Guimica , UNAM. Se utillzaron las siguientes cond iciones: Flujo - 4 I/hr,
Presibn de Atomizocién = 30 lb/ pulgz: Presién de Alimentacisn - 25 Ib/ pu‘gz,' Tempera-
tura de Entrada = 150°C ; Temperature de Saollda = BO°C .

Dol producto seco nos properclonaron 20 g para estudlar el efecto del secodo en
la suphura celular y verificor si existTo algin efecto en el contenido dal aminoécido trip-
tofanc.

Para la determinacién de la ruptura celulor se suspendieron 0.11 g de levadura seca

por aspersién en 50 ml de ogua.

De las soluclones qua sea ubtuvteron en codo caso & separaron por
centrifugocién o 5000 g durunle 15 mlnulos. dos froccioneas:

a} Sobrenadonte: Sa cucnl‘tflr.& Iu ruphlru cn|u|ur per el método

Lowry (48) y ai M&todo K]elduhl(a

bsarv l:i'ﬁn micrnscbptcu pateo

cuun_ilfrlc‘dn.- e r _ '53) (Mﬁtodo semlcuanﬂra- )
'Hvo)
A contanaci | : _xpnr‘_ma;n'lj&_'nl'u de

utllizarons> ' -



METODOS EXPERIMENTALES DE  RUPTURA

TABLA 9*
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CELULAR.

et e

Tipe de Homogeniza~ tHempo de Solucisn de Extroc~ QOtras Condiciones.
cibn. Homogenizodo § citn.
Licuodora 3 NeOH 0.4% Incubecién 40°C
durante 1 hr; Agitacidn
200 rpm.
Licuadsor 3 NaOH 0.4% 40°C-1 hr - 250 rpm
3 NaCH 0.4% 40°%C-1 hr - 50 rpm
3.5" NoOH 0 4% 40°C -1 hr - 200 rpm
134 NoOH 0.4% 40°C- 1 hr - 200 rpm
Licuadore 3 Agua 40°C=1 hr - 200 pm
3.5° Agua 40°C - 1 hr=- 200 rpm
0’ Agua 40°C - 1 hr - 200 rpm
Homogenizador Potter 0" NoOH 0.4%
Mortero sobre hielo seco 0 Agua
Biomasa Congeloda(hicle 18- Agua
seco~ alcohe! etilico) 30 Agua
Homogenizador
PCLITRON PCU-2 0.5° Agua Velocidad # 10
1 Agua Velocidod # 5
2° Agua Velocidad * 5
3 Agua Velocided 75
Homogenizador
POTTER 10°-25" Agua
Se sumergis en hielo.
Martere
Biomasa Congelado 020" Agua
{Congelador -}0C)
Martero
Biomaso sin cangelor 020 - Ague
NeCl 0.1%

o

Blomase Crecida en
lactase y secadn per
aspersidn.
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" DIAGRAMA 1
CUANTIFICACICON PE LA RUPTURA
DE LA PARED CELULAR.

0.5 g de biomaso de K. fragills

Ruptura

Aforar o 50 ml.

/ce"""uguw\’

- Scbrenadante Precipitodo: Células Rotas,

’ Pared Cealular.

1 ml. 2 ml, Método Semicucntitative.
Determinocidn de Lowry Determinacién de

Kieldahi.
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3.3 Cuantificacién de la Solubilizoeién da Protefna o -
Proteine Liberade por ul Método Lowry(44) , por ell Mérador
Kialduhl(a) y semicuantitativamente(53) Ver DIAGRAMA 1_ '.--' ‘

Méatodo Lowry. 5Se selecciond una concentracisn. udecuudu =

de lo biomasa de K. fraegflis para locer en el. aspoctrofolémetro
PYE UNICAM SP

aol( Englund), Iu profefnu que ‘s6 llbarnba'de

culculé el porcentu]e dep prola n “ s
M&fodo Somlcunntlraﬂvo. Obsurvuclén al mlcrnscapio (Ob-

IefIvo' IDO X ). Se utilizoron los colorantes de lo téenice de

Gram.

TABLA 9

Curva Potrén para la Determinccién de Protelna

por e} Método Lowry.

- de proteinec /ml A250 nm. Ec.y coof.decorelacitn
20 0.142
40 0,225 y=0.0035 x + 0.075
60 0.289 r=0.9994
BO 0,348
100 0.429

Pramedt, de tres rtpliéas.
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3.4 Condlciones de Extracclén de la Protelna Unicelutar
con Dl_sm!nuclsn-de Acglidos Nl.ll:lé“:o.l.' -
. Para-lograr ia extracclién de la profcfnu y n la vez

. dlsminulr oI conh.m!do de los deido’s nuclelcos, u__utlal_zuron

los 5lguienras candi:lnnu (74)

__o) Unn solucién de blomusa al 5% que sa samerlé .fr'u'g::i.uro. ca-

L pH 4.2

'_conceniraclén dc 0 4% dondu se Ioglré muynr -exfrcccién:?? 21%
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de prot_erna_toldl . Ln_\'ext-('a"l:'c_lén'_d ecrece al ‘exceder esa can ti-

du_d.

de pH da 4 0 4.5 . &

3.5 Anﬁlisls 'lstoxir;t;:.l de.

a) Posta Secudu pot usparslﬁn du lu bnomusn de K. Fragﬂl s cracin

d d d | (Proporc!unudo por el Depuﬂu vento de Alimentos. Div.
a an medla de °°'°'° Ingenleria, Fac. Culm. UNAM) -~ -

b} Blomasa de K frng‘ills crecidu cn suurn de queso.
c} Concentradn de prote\'nn da' . frogllls . Extroceidn con
| NaOH (74)



DIAGRAMA 2

METODO DE EXTRACCION DE LA pPROTEINA DE K. frogllis
CON DISMINUCION DE ACIDOS NUCLEICOS.

Suspensién do blomasa de K. frogills ol 5%

en NaOH 0.4%,

Desintegrociéa +» Llcuodoro Velocidod Alte.

Extracelén. Incubodoro agltadore MNew Brunswick G=24
40°C -1 hr. - 200 W‘

Separaclén por gentrifugeein 3200 g/ 15 minutes.
Precipliodo / l

{ Pared Celulor)

Sobrenedante pH 4.2 - 60°C
Sobrenodonte Precipitodo {Concentredo de Protelho
Acides Nucléicos de K, fragll!s.)

* pH 1.5
Precipitedo (RNA)
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b mlnlmu Iongitud de andc da la ubsor:l&n de: las c’lctdos nu--
cléicos Y le rurbldaz de - lcu muestras a. unollzur- _Lu -f_l.‘armui.d -
que esluhlacleron con husn an esfus _eriterios y c.iua. se I.JI"!zﬁ.
en’ este troha!o e la slgulente. o .

c = 33.75(A' SA Y- 38A -A )
. RNA T 2 320 230 320

c = 76 (A - A - 2.99 (A - A ’
ONA a3 (254 320) 2.99 (Agqn 320)

Dondu.

RNA = Concentracién de Acido Ribanucléico pug/ ml.
CDNA = Concentraclén de Aglido Desoxirribonucléico mi.
Azl Méxima lengitud da onda de lg obsoreidn del RNA (B) .

230 Minima longitud de onda de lo absorcién del RNA(48).
A264 = Méxima longitul de onda do lo obsorcién del DNA.
A228 = Minima longitud de onda da la absorcién del DNA ..

Se llavs a cabe la extraceclién de lo protelne da

. fragllis por medlo de lo téenico reportado onterlbrménte-

Seccién 3.4(Dicgrama 2} y se determinéd pora cudu fra:c!ﬁn la;

cancentracisn existente de los u:idol nu:léicns .IDl- hu: corl ) .

centrociones se determinaron en los slgu!enfas con:entrucloncs

celulores: 4 X 106 ; 8 X 106 y;- .. : 6 unldudas fnrmndoru;.

de colonias {u.f .c-_)-“: S_e"‘ aro! de :

dcidos nuclélc:u cm /pg/ ml

(N} GRAFICA 1
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3.‘7._ Deterl_'r-_::!l‘_ég.!t_s_ﬁ_'..t:lo _ Trlplofano-.

Do spués d

"'t.:ll;!sil::u'é's.de i c al eI 3 brenudunre debfu estur =luro.




-1

3.7. 2 Daturmincclﬁn de Trlptofuno. Su Ilavé a cul:o de
ucuordn a lo récnlcu qua s‘lguiernn Opiansku Blnuth(54) Lo
TABLA 10 muestra lu_.curvu patr&n qua e utllizé en la deter-

minacién de tripiofcno (Rasﬁliadn.de tres réplicas)

TABLA 10

Curva Patrén pora la Determinacién de Triptofano por el
Método Qpienska-Blouth.

O Tre/ 0.5ml. As75  nm. Ec, ¥ coef, de correlocisn
0 0.0
8 0,203
16 0.404 y= 0.02484 » + 0.00372%
24 0,417
P i cow

Para optimizar los resultades de lo determinocién
de triptofanc se realizé lo técnica utilizando albimina sérica
bovina, quea contlanu una cnnﬂdud conocldu de triptofano:

0.58 g Trp/ 100 g da protemu_(éﬂ) y sa cstudiuron disﬂntus
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TABLA N
Determinacién de Triptofano .

g A.5.B. Sol. Trpml. Aguaml. Enzima Sol 0.4% Trp esperado

ml
0.08 a.5 0.5 1
0.06 1.0 - i1
0.12 1.0 - 1
0.04 : - 1.0 1n
0.12 S - 1.0 11t

en 0.5 ml

g
19.1375
241375
38.275
14.1375
28.275

Trp afedido

g

/-5
10
10

'1:”“ lu hidrélhis exclusivumente papoTne

Las cantldcdes dé'mueslrc;li d’esgrosnd;:: qu;a
Cuncenfu;n-dn da la proteTna de K. l-‘ragilli
A lbdmina Sé&rico Bovine = 0.06 g

Pasta de lg Blomesa de K. fragills en suera de gqueso

Levadura secode por aspersién en lactosa (K. frogilis)

so utilizaron fu.eron:

= 0.06g

= 0.03 g

012 g




t
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TABLA 12

Determinocidn de Triptofane en Albiming Sdrica Bavino.

Muestra + A Concenltrocién Concentrocién  Trp Tedrico %Recuperacidn

Referencia 575 nm }.gg/ ml 0.5 ofrp/ 100 g prot. + Referen-

Interna 9 cia Int A9

0,06+10 g 0.4%99 19.9585 0.8188 24.1375 82.58

0.06+5g 0.469 18.7508 0.7684 19.1375 97 .97

0.12 + 10g 0.852 34.1719 0.7009 38.275 g?.28

0.06 0,347 13.81%2 0.5658 14.1375 97.75

0.12 D.469 264.7822 0.5493 28 .275 94 .7
Noto: Enzimas en lo hidrSlisis de la muestro:

Papainay HT-Pratealytic-200 (1:1)
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4 RESULTADOSV_..-

. Lo ‘TABLA 13 presenta los diferentes métodos de
l’upll.ll:u. éu;‘se_llgv_utnn @ cdbo. El porcentaje de protefna que
se midié a;i_'él-._s't':l.:ranadonro por modio de los métodos de Kjoldahl
¥ Lou.ary sé .Ex‘lfasa . d;.ucuerdo a lo siguiente férmula:

%pcniofnu en n'l exh’ucto = _mg de protoing en el sobrenodonte después de centrifugar X 100
mg de proteina en el sobranadante antes de centrifugar

Intcialmente se cuantificé la proteinoc verdoadera por el
ni&tédo'Lowr'yHb), sln embargo, conforme aumentabe. el tiempo de
la axrrnccién s los resullndn: presanfuron muchas vurlucionas , por ’

to que fué necesario cun;i‘derur el cnntenidn tn!nl de profel‘na por .

el método K]elduh!(fi) . ) :
“Llo biomosa i‘eﬂidu por-Grum

centrado de Proré:’ri_o) '_'(vg'g.-_i G'ﬁAF!CL,A



A}ng/rnl
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GRAFICA 1

Concenhu:lén de Acidos Nucluicns cucnlif!codos en unidodes formaderas
de calmias.

25 L 6
: Fragcibn 1: A=6.85+ 1.59x10°° N
r=0.946
20 3
15 1 Fracclén 2: A=3.81 +9.53 X 107 N
r= 0.929
10}
-8
5 Fracelbn 3: A=1.14 +45.75x10 N
r=0.975
4 8 12 N x 10% y.fee.
Donde:
A=Concentracibn de Acidos Nugléicos ug / ml.
N=Nimero de unidedes formadarns de coleniay (u.f.c.)
A Fraccidn 1= Después de precipitar lo pared celulor.
w Fraccidn, 2= En el sobrenadante después de preclpitar la proteing.,
o Fraccibn 3= En el concentrado de proteina.
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TABLA 13
Métodos Experimentales de Ruptura Celular
% de Proteina en el Extracta.

M étodo Kjeldch | Lowry
NMaOH 3min=-200 rpm-5%-40°C-1 hr. B80.054 -
NaOH 3 min'250 rpm=-2%-40°C~1Hr. 75.765 -
MNoOH 3 min-200rpm-2%-40"C=1hr. 74,42 84.91
MNIOH3I min-50 rpm=2%~40C -1 hr 68,275 -
NMaOH3.5 min=-200 rpm=-2%6-40°C -1 hr 63.604 55.5%
H,O 3.5 min=200 rpm~40°C~ Vhr 49,9014 15.342

aOH O min=200 rpm=40°C~| hr 49.58 18.681
H,O 3 min-200 rpm=40°C= 1 hr 34,39 15.818
NoCOH en homogenizador Potter - 28.469
HoD O min-200rpm =40°C-} hr. 27.39 12.549
Congelacitn en hielo seco 30 min. 18.923 15.028
Homogenizoder Politron 3 min €5 14,20 2.59
H. Palitron 0.5 min 110 13.75 ?.33
C ongelacién hielo seco 15 min, 12,803 10.08
H. Palitron 2 min 15 10,933 .24
Congelacién Hielo seco @ min. 2.822 6.93
H. Politron 1 min #5 7.675 B.48
H . Potter en hielo 10-25 min - 8-8.8
Mortera. Biomaso congelada 0-20 min - 5.9-8.1
Mortero. Biomoso. sin congelar 0-20 min - 3.3-7.7
Selucion salina - 5.03
Biomoso seco par ospersién (media loctosa)} - 10.87

£)No se determing. Inicicimente se buscaba cuantificar salo la proteing verdadera
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Los doterm!na:?ones dcl conl’enldo de Gcldos nuclu!cos se lle-
varon a. cnbo do; veces por 'Iriplicudo. Lo: rasulrudm obtcnldos

upuracon en lu TABLA 14 ¥ se encuenlrun axprasndns en grumos

© de Acldos Nuclélcos par grcmo de blomusu y an' grumos dq

Acido: Nu:l&lcos por unldudes formcdoru 'de alonius.

En |u TABLA"

15 'dp-r-csn;los-rmuirfud;s. d . dos de—
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TABLA 4

Determinaci'n de Acidas NuelJicos

FRACCION | FRACCION 2 FRACCION 3
RINA LINA AN RNA DN A AN RIMA DNA AN
gx10 73 8.5707 78y 16 4do.4a2] s.04]12.5 Jo.74l0.65 [ .42
g biomoasa
g X 10 14 ael vsad 2.0) v vea] 2vslersl oil o2
u f e«

FRACCION 1 Después de precipitaor Ja pared celular.

FRACCIOMN 2 En el sobrenadonte despuds de precipitar el concentrado de protelna..
FRACCION 3 En el concentrode de protelna de K. fragilis .

RNA  Acido Ribonucléico

DNA  Acide Desoxlirribanucleics.

AN Acidos Nucleicos Totales . Suma de RNA  y DNA .

TABLA 15
Determinocién de Triptofano

Muestras Cantidad g % Proteina g Trp/ 100 g prateino
Biomaio de K. frogilis 0.03 59 .85 2.31

Concentrode de protelna Q06 70.32 1.53

K_. fragilis seco por aspersiin  0.12 61.71 0.415

A lbdming Sérica Bovina(ASE} 0.06 ?7.5 0.574
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TABLA i6

Andlisis Proximal.

Biomosa de K. frogilis Concentrado da protelna

% de K. fragilis .
H umedod 78.6 7
Grasa 5 17.63
Cenizas 2.1 4.48
Protefho 12.54 70.328
Carbohidratos 1.75 0.34

por diferencia

K. frogilis seca
por aspersion %

4,22
23.24
&l.71

4.82




. 6 0 | . -
5  DISCUSION DE R‘ESULTA:I_)O‘S..:

__ Por medio de la fe;ménh;:iﬁ;dd;uero 'd.e queso con K. frogilis_ ,
en once litros de medio, duronte 18 hc-n'u_s, gL obtuvieron &18.6 gramos de preci-
pilﬁdn de biomasa (pﬁ-omgiio do dés,!‘l.:fm.mia:-i.ones)_. Lo méxima concentracién es
de 12.03 g} | de biomasa en buse seca. .

Los proteinas del -sucro. de queso se recuperaron en el precipitodo yo
que K. frogilis os In:uj:c-lz.de degradar los protainas séricas (81). El porcentoje de
proteina cruda (b.h.) del suers liquido es de 0.9%, sin omborgo hay que consideror
que este contenldo pueda variar dependiendo del tipo de suerc gue se trote, ounque
esta variacidn sco minima de acuerdo a lo que reportan diferentes autores (29,21,
B3,4,1} Vertabla 7y B,

Vamnuvat y Khsella (73) reportan una méxima concentracién de 11
gremos por litro de biomase paro K. frogilis  crecida en factosa en iguales condicio-
nes de temperatura, flujo de olre, pH, tiempo de la fermentacién que los que se slguieron
utilizando como medio de cultive ¢l suerc de queso.

En el presente estudio, se prefendld que el contenido iniciol de los deidos
nuclélcos en los célutas fuera bajo. Por medic de los pardmetros que se cuidaren durante
lo Fermentoc!én , los cuales fueren evaluados por Vananuvat y Kinsella(?3}, se logron
niveles aceptobles (10%) de dcidos nucléicos y rendimientos buenos (58.8%) de proteina,
Es convenlente tener presente que el contenido de deidos nuclelcos aumento con le velo-
cidad de agitocién y disminuye de ocucrdo al 1 fempo de cultive.

Para lograr ia mdxima extruoccidn de lo proteina se buscé un método

adecyado paro la ruptura celular ¥
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