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1.- INTRODUCCION 

El suero es el líquido resultante de la coagula-

ción de la leche durante la elaboración del queso, tras la 

separación de la caseína y de la grasa. Debido a sus com-

ponentes, el suero de queso presenta una demanda bioquími-

ca de oxigeno (DBO) de 32 000 o más ppm (45), representan-

do un serio problema de contaminación cuando es vertido al 

seno de cursos acuíferos. Si además consideramos que algu 

nos de estos componentes poseen valiosas características 

nutricionales, a saber: proteínas de alta calidad, vitami-

nas y minerales, se hace comprensible el creciente interés 

en el aprovechamiento de este subproducto. 

En los países altamente industrializados, los fa 

bricantes de quesos se han visto obligados a encontrar al-

ternativas de utilización del suero, debido a las rígidas 

legislaciones sobre el control de desechos. En México no 

hay aún restricciones tan severas para la emisión de este 

tiro Ae ,Iip&rAiríns al alcantarillado  municipal, corrien-

tes fluviales, lagos, etc., pero es muy probable que en un 

futuro no muy lejano llegue a haberlas. Sin embargo, da-

dos los problemas nutricionales de nuestro país, es necesa 

rio encauzarse en la búsqueda de formas convenientes de u-

tilización de este tipo de subproductos. 

Una de las alternativas de utilización, que se 

realiza ya en les Estados Unidos y Europa en fnro..2 in.h.e-

trial, es la producción de nroteína unicelular de Uultue-

4omyce4 ítagdía (antes conocida como Sacckammyce¿ 

t-al. La fermentación del suero con esta levadura, permi 

te la conversión de lactosa en biomasa rica en proteínas 

y vitaminas que puede ser usada, tanto en alimentación a- 
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nimal, como en la suplementación directa de alimentos de 

consumo humano, todo ello gracias a la total inocuidad de 

este microorganismo (79,82) y a la procedencia del sustrato. 

K. pingitía produce además endo-poligalactouronasa parcial-

mente constitutiva en forma extracelular (53,109). Esta en 

zima forma parte de las pectinasas, compuestos utilizados 

extensivamente en el procesado de jugos de frutas. Por to-

das estas razones, el objetivo de este trabajo es estudiar 

la obtención de la pectinasa de K. ptagi./414, con posibilida 

des de utilización comercial, paralelamente al proceso de 

obtención de proteína unicelular. La fermentación de suero 

de queso con esta levadura cuenta con un alto potencial de 

implementación; este potencial aumenta si, paralelamente a 

la fermentación básica, se recupera la endo-poligalactouro-

nasa del líquido residual. 
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2.- GENERALIDADES 

2.1.- El suero de queso 

2.1.1.- Características 

El suelo de queso 	 aproximadamente el 

901 del volumen de la leche, y contiene la mayor parte de 

la totalidad de los compuestos hidrosolubles de ésta. Su 

composición varía dependiendo de la composición de la le-

che y de las condiciones de elaboración del queso de que 

proceda, pero en términos generales podemos decir que el 

suero contiene: 4.91 de lactosa, 0.9% de proteína cruda, 

0.61 de cenizas, 0.3% de grasa, 0.21 de ácido láctico y 
93.11 de agua (107). Sólo aproximadamente el 501 del ni-

trógeno total (proteína cruda), corresponde a proteína ver 

dadera, la que está compuesta por las globulinas y albúmi-
nas lácteas, las cuales tienen un valor nutritivo superior 

al de la caseína (781, el resto forma parte de proteosa-

peptona, aminoácidos, urea, creatina, amoniaco y ácidos nu 

cleicos (82,102,2). Además, el suero contiene las vitami-

nas hidrosolubles de la leche. 

El suero de queso, según su acidez, se divide en 

tres tipos: suero dulce, con un pH mayor que 5.8, suero me 

dio ácido con un pH entre 5.8 y 5.0, y suero ácido, con un 

pH menor que 5.0 (45). En México, el suero de queso es 

principalmente dulce y medio ácido. 

2.1.2.- Utilización 

El primer uso que se dió al suero de queso fué 

en forma directa como alimento líquido para animales. De-

bido a que esta alternativa no involucra ninguna transfor-

mación, está aún ampliamente difundida en la alimentación 



de cerdos, ganado vacuno y pollos, principalmente, pero está 

sujeto a la condición de que no tenga que transportarse a 

grandes distancias, ya que el suero líquido tiene una gran 

proporción de agua, lo que hace incosteable el transporte, 

y reduce mucho su L.4,4,1dod dc conservación (45,88). Sin 

embargo, este uso se ve limitado debido a que los animales 

tienen una tolerancia relativamente baja al suero, ya que la 

lactosa se acumula en el aparato digestivo de los mamíferos 

adultos, ante la incapacidad de éstos para hidrolizarla y a-

similarla, provocándoles disturbios gastrointestinales seve-

ros. Esta incapacidad se presenta también en una propor-

ción muy alta entre los humanos adultos, y en ocasiones en 

niños, principalmente entre los grupos étnicos que no son 

la raza caucásica (46,39). Otro inconveniente es el hecho 

de que los nutrientes se encuentran muy diluidos, teniendo 

el animal que consumir grandes cantidades de agua para po-

der llegar a ingerir una cantidad significativa de éstos. 

Por ello, generalmente se da en proporciones bajas, mezcla-

do con otros forrajes o sustituyendo al agua de bebida (45, 

9). 

Otro uso que se da al suero sin que medie una 

transformación, es en la fertilización de sembradíos. En 

este caso se tiene la limitación de que sólo se requiere en 

determinadas épocas del año, y el inconveniente de que se 

están subutilizando compuestos de alto valor nutritivo (45, 

9.881. 

Un proceso simple y muy antiguo para la utiliza-

ción del suero, es la recuperación de las proteínas por 

termocoagulación. Este proceso está ampliamente difundido 

en México a nivel rural; mediante él se obtiene el reque-

són. Para obtenerlo, el suero se acidifica, generalmente 

dejándolo bajo la acción de las bacterias productoras de 
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ácidu láctico, y se calienta a ebullición, con lo cual se oh 

tiene un flóculo de proteínas que se separa por filtración 

através de una tela. Una técnica muy similar a ésta, se em- 

plea en los países balcánicos para la obtención del Urda, y 

tu Italia para la obte[iciUt del Ricotta, stSlo que en este al 

timo caso generalmente se adiciona un 101 de leche, y en oca 

siones se acidifica con jugos de frutas, Otros "quesos" se 

obtienen a partir de suero condensado: Gjetost, hecho con 

suero de leche de cabra; Primost, similar al anterior, pero 

con crema adicionada; Mysost, hecho de suero de leche de va-

ca; y el Gudbrandsdalsost, que se obliene de uatt aezcia de 

88% de suero de leche de cabra y 12% de vaca (45,78'). En 

ocasiones, la termocoagulación tiene como objeto simplemente 

recuperar las proteínas del suero con un valor nutritivo ele 

vado, para utilizarlas en la suplementación de otros alimen-

tos (88). Con estos procesos se recupera la porción más va-

liosa del suero, desde el punto de vista nutricional, pero 

la mayor parte de la lactosa y otros componentes permanecen 

aún en el liquido residual, con lo que el problema de conta-

minación no queda resuelto; sin embargo, en ocasiones este 

liquido es aprovechado como fuente de lactosa, o como medio 

de cultivo en distintos procesos fermentativos que se discu 

tirón posteriormente. El liquido residual de la elaboración 

del Urda se consume como bebida refrescante, dulce o ligera-

mepte fermentada (781. 

El suero de leche entera se utiliza en ocasiones 

para la elaboración de bebidas refrescantes de alto valor nu 

tritivo, mezcladas con azúcar y jugos de frutas o saborizan-

tes, y para la elaboración de polvos para preparar bebidas, 

mezclado con soya (45,107,9); las primeras pueden además fer 

mentarse con mezclas de microorganismos (107,39,44). Por lo 

general, la lactosa del suero en estas bebidas se hidroliza 
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con lactasa (7n. En México hay una marca comercial de re-

fresco enriquecido con suero. 

El empleo de técnicas más sofisticadas permite una 

utilización más completa del suero de queso. La más utiliza 

da a nivel industrial, es el secado por aspersión: el suero 

se concentra en un evaporador de doble o triple efecto, gene 

ralmente hasta obtener una concentración de 451 de sólidos 

totales, y después se pasa al secador. En algunas ocasiones 

se sustituye el secador de espreas por uno de tambor rotato-
rin, el que tiene lnq jncgrweilienteq de reducir la calidad 

del producto y de que el secado es más lento (45,9). El sue 

ro puede o no ser desmineralizado, por electrodiálisis o pa-

sándolo através de resinas de intercambio jónico, antes del 

secado (66). El suero en polvo se utiliza principalmente pa 

ra sustituir a la leche descremada en polvo, como sólidos no 

grasos de leche en una gran variedad de alimentos como son: 

productos lácteos y Sustitutos, productos de panadería, con-

fitería, helados, bebidas, alimentos para mascotas y dietas 

para ganado. También se utiliza en la elaboración de leches 
eternizadas, ya que éstas requieren una mayor proporción de 

lactosa, lactoglobulinas y lactoalbúminas. El suero ácido 
en polvo puede ser utilizado como acidulante de productos 

lácteos (45). También es comercial la venta de suero conden 

sado: esto se realiza en un evaporador de doble efecto, has-

ta una concentración de 62 a 641 de sólidos totales. El pro 

ducto puede además alimentarse a un reactor de lactasa inmo-

vilizada, para hidrolizar la Lactosa y obtener así un jarabe 

más dulce que no provoca disturbios gastrointestinales (45, 

79). El suero condensado, tanto el de lactosa hidrolizada 

como el original, se utilizan en varios productos alimenti-

cios para humanos y para animales (45,8S,39). El proceso 

de secado está bastante difundido en México, sin embargo es- 
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tá limitado a las grandes industrias queseras, ya que la in-

versión en equipo es cuantiosa. 

Las técnicas más sofisticadas para la recuperación 

de los sólidos del suero de queso, son ios pitiCeSGS An ~PM-. 

brana: ultrafiltración y Osmosis inversa. En la ltrafiltrx 

ción se hace pasar el suero através de una membrana pernea-

ble a todos sus componentes, excepto las proteínas y sales 

insolubles. La presión requerida para forzar al líquido a 

pasar por la membrana es del orden de 20 a 50 psig, lograda 

con una bomba o con la ayuda de un gas inerte. Los produc-

tos de la ultrafiltración son: un concentrado proteico, del 

cual se ha eliminado entre el 75 y el 95% del agua total, y 

el ultrafiltrado, que contiene casi la totalidad del agua, 

la lactosa, sales solubles, nitrógeno no proteico soluble y 

ácido láctico. La i i del buere, desprzteir."mrin re%r ultra-

filtración, se reduce sólo en un 10 o 151. En el proceso de 

ósmosis inversa se emplean membranas de poros con diámetro 

menor, por lo cual, las presiones requeridas son de 500 a 

800 psig. Si el suero es procesado por ósmosis inversa, no 

sólo se retienen las proteínas, sino también la lactosa y o-

tros compuestos de peso molecular medio. Con algunas membra 

nas logran detenerse incluso hasta las sales y el ácido lác-

tico. En el permeato de la ósmosis inversa la DB° se reduce 

hasta en un 991. Lo usual en los procesos comerciales es 

que el suero se desproteinize por ultrafiltración, y luego 

sea tratado por ósmosis inversa; de esta manera se obtiene 

un concentrado proteico de gran aceptación en la industria a 

limentaria, y un concentrado de lactosa de gran valor comer-

cial. Plantas industriales con este proceso están ya operan 

do en E.U.A., Dinamarca, Mueva ZcláuZa, 1T7anzi:, etc. (41, 

81). Sin embargo, también hay la opción de dar al suero des 

proteinizado por ultrafiltración los mismos usos que 31 sne- 
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ro desproteinizado por termocoagulación, o sustituir el pro-
ceso de concentración del suero entero en evaporadores, por 
el de ósmosis inversa (45,66). A pesar de que parece un pro 
ceso atractivo, es todavía muy caro, debido a que las Reabra 
nas tienen costos muy elevados, y a que su tiempo de vida es 
muy limitado; las elevadas presiones requeridas, encarecen 
aún más el costo; por eso, esta técnica sofisticada no ha en 
contrado aceptación en México. 

El suero de queso es un excelente medio de cultivo, 
y es por esto que se utiliza como sustrato para la obtención 
de un buen número de productos obtenidos através de fermenta 

ción. Siendo la lactosa la principal fuente de carbono, pa-
recer!..1 que sólo pueden emplearse microorganismos capaces de 

utilizar este disacárido; pero no es así, ya que existe la 

posibilidad de utilizar lactasa, para hidrolizar la lactosa 

en sus componentes glucosa y galactosa, o mediante una hidré 

lisis ácida, y de esta manera las perspectivas son infinitas; 

cabe además la posibilidad de transformar la lactosa en áci-

do láctico mediante una primera fermentación, y en una seria 

da, utilizar este metabolito como fuente de carbono. Sin em 

bargo, el suero es pobre en nitrógeno inorgánico que pueda 

ser utilizado por los microorganismos, por lo cual, frecuen-

temente es necesario añadirle sales de amonio (107). Ea oca 

siones, el suero antes de ser fermentado, es desproteinizado 

por ultrafiltración o por termocoagulación. Algunas veces 

también se fermenta suero concentrado (107). 

Ea uñí, prZujiLa común en las cremerias e indus-

trias afines utilizar al suero para la conservación y propa-
g.:ció:. de cultivos de bacterias lácticas o "starters"; estas 
bacterias pertenecen a los géneros Lactobacitlu♦, StAeptoco-
ccuá y Leuconottoc (45,107); también puede ser utilizado pa- 
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ra cultivar los granos de kefir, que son mezclas de bacte- 

rias y levaduras, y de PeniciEtium toque‘otti,que se utiliza 

en la elaboración de quesos de pasta azul (E)7). 

En el suero se cultivan también bacterias del géne 
iu Pkupíumíbacteniiim, principalmente P. ,shenmanii; su impor-
tancia se debe a que se utiliza en la elaboración de los que 

sos Gruyere y Emmental (45), y además es productora de vita-
mina 1312, que puede ser utilizada para enriquecer alimentos; 

también se puede producir ácido propiónico a partir de suero 

con esta bacteria (107). P. zhexmaxii puede utilizar la lac 
tosa directamente (107,18). 

Un uso industrial importante del suero, es la ob-

tención de ácido láctico a partir de él, através de una fer-
mentación anaerobia con bacteria, La empede más importan-
te para esta fermentación es lactohaciitut bulgalticuis, pero 
también pueden emplearse Lactobacillah acidopkilu4 y Lactoba 
cittua delbtatekií (107,19). Esta fermentación se realiza 

con suero desproteinizado (107), aunque estas bacterias no 

pueden degradar las proteínas séricas (102); entre el 85 y 

901 de la lactosa es convertida a leido láctico en sólo 24 

horas (107). 

Una gran cantidad de enzimas pueden ser obtenidas 

de microorganismos utilizando el suero como sustrato. La 

más importante de todas, que cada día encuentra un mayor nú-

mero de aplicaciones comerciales dentro de la industria de a 

limemos, es la B-D-galactosidasa o 	 los principales 
productores de la enzima comercial son: Kluyvetomyceá 	agt- 

Li.a, (tayvelcomgct4 lactít, Candida paeudoztopícatíA y Amotx-

sáttaih migue.. La lactasa es una enzima inducible, de ahí 

que sea necesario producirla en un medio que contenga lacto- 
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sa, y por lo tanto el suero es el sustrato ideal; la fermen-

tación se realiza generalmente en suero desproteinizado. La 

enzima es intracelular, y debe separarse del resto de la cé-

lula, o destruir cualquier actividad fermentativa alcohólica 

residual; para ello hay varios procesos reportados (39,107, 

/9,45,85,108,91). 

También ha sido estudiada la posibilidad de produ-

cir enzimas pectinoliticas de los hongos Scletotinia ácieto-

tiotum y Aepvigillue, awamoti, utilizando suero como sustrato. 

S. actetotio/um se creció tanto en cultivo sumergido, como 

en medio seco de suero, obteniendose mejores resultados en 

este último; sus pectinasas son constitutivas y tienen apli-

cación en la industria vitivinícola (83,7). A. awamoki, se 

cultivó en una dilución de suero con sacarosa, y en cultivo 

mixto con S. actetotio,ium en suero desproteinizado (8,6). 

Otras posibilidades son: la obtención de proteasa 

alcalina de Bacillub eubtiLie en medio de suero ácido (57), 

a-amilasa y proteasa también de esta bacteria en un medio de 

suero y soya (40), y enzimas celulolíticas del hongo Thicko-

dtkma lignolcua en suero diluido (51). 

En los E.U.A., está a punto de iniciarse la produc 

ción en una planta industrial para la obtención de levadura 

para panificación a partir de suero de queso. Debido a que 

Sacchatcmqfp4 retevi_±¿2C no puede utilizar la lactosa, este 

proceso incluye la hidrólisis de la misma, mediante un reac-

tor de lactasa inmovilizada (13); esto mismo puede lograrse, 

si el suero desproteinizado se somete a una primera fermenta 

ción, para transformar la lactosa, en ácido láctico, y con 

éste como fuente de carbono se propaga la levadura para pani 

ficación (58,31). 



Etanol puede ser producido a partir de suero por 

varias especies de levaduras capaces de fermentar la lactosa; 

al respecto existen numerosos estudios, generalmente en sue-

ro desproteinizado, y en ocasiones concentrado; también se 

han hecho estudios del proceso en continuo (80); las especies 

más adecuadas para la fermentación alcohólica del suero son: 

auyvvcomyee4 iptagi/ió, Kluyvetomyeeá bulgaxiccus, Kluyvenowy 
ceis lacti4, Candaa póeudottopicalis y Candida keiptft (antes 
conocida como rotula cxemotie) (107,80,35,76,10,42). Ha sido 

también estudiada la posibilidad de utilizar Sacchatomyce4 ce 
kevi4iat en suero con lactosa hidrolizada, pero el resultado 

no ha sido satisfactorio (67,68). 

Cabe además la posibilidad de obtener bebidas alco-

hólicas a partir de suero, principalmente tipo cerveza y tipo 
vino (107,81,111,37). 

El etanol obtenido del suero puede destinarse a la 

producción de vinagre mediante una segunda fermentación con 

bacterias productoras de ácido acético (36,81,107). 

Otros productos que pueden ser obtenidos de la fer-

mentación del suero incluyen: grasa, con hongos de los géne-

ros Peru:ti/tia], y Oupensíltull (107,23); aceite, de Camdida 
cukvata y Titichodpon.en cutantun (59,60); riboflavina (vitami-
na 82) de ftemotitecíam aókbyíí (107,22); polisacgridos de bac 
termas (89); y penicilina de Ptnícittium moogenum (19). 

Sin duda alguna, el uso fermentativo más importante 

que se ha dado al suero, y que ha tomado una especial relevan 

cite en los últimos años, es la producción de proteína unicelu 

lar para la alimentación humana y animal. Esta forma de uti-

lizar el suero presenta la gran ventaja, sobre las formas de 
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utilización no fermentativas citadas aquí, de que la lactosa 
se transforma en un alimento rico en proteínas y vitaminas, 
sin menoscabo de las proteínas propias del suero. Este pro-
ceso se revisará posteriormente. 

2.1.3.- Producción 

Los E.U.A., es el principal país productor de que-
sos del mundo y por lo tanto es el que más suero genera. Sé 
lo alrededor de la mitad de las 13.6 X 106  toneladas de sue-
ro que anualmente se producen, son utilizadas de alguna mane 
ra; el resto es vertido al drenaje (13,12,67). La produc-
ción mundial de suero se estima en 50 X 106  toneladas al año, 
siendo los países productores más importantes en orden decre 

ciente: E.U.A., Francia, Italia, U.R.S.S. y Holanda (82). 

Hay países que utilizan la totalidad del suero que producen, 
ya sea por suministro directo a los animales, o mediante un 
proceso industrial; por ejemplo, Holanda: donde se industria 

liza el 951, y el resto se da a los animales; en Dinamarca 
las proporciones se invierten: el 901 se da a los animales y 

el 101 restante se industrializa. Otros países altamente in 

dustrializados aprovechan la mayor parte de su producción de 

suero (45), entre los cuales, E.U.A. es una excepción. 

En México, hay aproximadamente 2 500 queserías don 

de se producen anualmente unas 146 000 toneladas de queso, 

de las cuales se puede estimar una producción de 1 X 10' 

toneladas de suero al año, si se considera un rendimiento 

del 121 (98). En 1980 la producción lechera fué de 6 741.5 X 
104  1 en todo el país y la importación de productos como le-

che en polvo y caseína es considerable y aumenta año con año 

(41), lo cual implica que menos del 181 de la leche produci-

da en México se destina a la producción de quesos. 
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Las principales cuencas lecheras de la República 

son: La Laguna en Coahuila y Durango, la región de Los Altos 

y La Ciénega de Chapala en Jalisco, el Estado de Méxice, 

zona norte de Veracruz, Ciudad Cuauhtémoc Chihuahua, el esta 

do de Puebla y El Bajío en Guanajuato y Jalisco (41,98). La 

principal región productora de quesos es Cd. Cuauhtémoc Chih., 

en donde se utilizan unos 109,5 X 104  1 de leche anualmente 

en las 40 queserías localizadas en este lugar, de donde se 

puede estimar una producción de aproximadamente 96 000 ton 

de suero por ano. Los estados de Coahuila y Nuevo leAn con1  

también importantes zonas productoras de queso, con una pro-

ducción estimada de suero de 128 000 ton al arlo. Otras re-

giones productoras de quesos son: La Laguna, Tabasco y la 

costa de Chiapas, El Bajío, Tlaxcala y Tulancingo digo. 

La proporción de suero utilizada en México es muy 

pequeña, y esta comprendida sólo en las siguientes aiternati 

vas: sin ninguna transformación en la alimentación animal; 

en la producción de suero en polvo, la cual solamente se rea 

liza por 15 empresas en todo el país, y el producto deshidra 

tado se utiliza en la elaboración de leches maternizadas, 

productos lácteos, confitería y panificación, principalmente; 

y la elaboración de requesón, que sólo se realiza en peque-

fias queserías (98). 

2.2.- Proteína unicelular 

2.2.1.- Características generales 

El oroblema de la alimentación que aqueja sobre to 

do a los países en desarrollo, radica principalmente en que 
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las fuentes convencionales de proteínas: ganadería, pesca y 

agricultura, son insuficientes para cubrir la demanda. Este 

problema se ha Agudizarin por el acelerado incremento de la 

pOblación mundial, pnr ln que ce 	tenido 

obtención de proteínas a partir de fuentes novedosas tales 

como: producción de proteína unicelular, extracción de prote 

finas de productos agrícolas y pesqueros no convencionales, y 

proteínas modificadas por adición de aminoácidos sintéticos. 

De éstas, la que sin duda alguna ha cobrado mayor importan-

cia, es la proteína unicelular. 

La proteína unicelular, biomasa microbiana o prote 

fina microbiana, es el producto que resulta del crecimiento 

masivo de diversos microorlzanismos en diferentpc cnctrntec.  

La producción de biomasa microbiana presenta las 

siguientes ventajas sobre las fuentes convencionales de pro-

teínas: se efectúa bajo condiciones controladas, no depende 

de las condiciones ambientales ni requiere de grandes espa-

cios, los tiempos de duplicación de biomasa son mucho más 

cortos que los requeridos en el caso de productos agrícolas 

y pecuarios, se pueden utilizar sustratos que de otra manera 

no podrían ser aprovechados para la obtención de alimentos, 

y además la efeciencia de conversión con respecto a los pro-

ductos pecuarios, es mucho mayor. Todos estos factores han 

hecho que la proteína microbiana sea considerada como la me-

jor alternativa para la sustitución de algunos productos pro 

teiros tanto en alinentación humana como animal. 

Sin embargo, para la implantación de un proceso pa 

ra la obtención de proteína unirplulay,  ce Aph.. 

cuenta ciertos factores como: inocuidad, valor proteico, pa-

latabilidad, digestibilidad y aceptación del producto; dispo 
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nibilidad del sustrato, inocuidad y técnicas de operación pa 

ra su producción y cosecha. 

Antes de poder considerar un microorganismo como a 

decuado para consumo humano y animal, deben hacerse pruebas 

exahustivas para comprobar su completa inocuidad; estas prue 

bas son largas y costosas pero indispensables. La principal 

limitación que se ha tenido con el uso de proteína microbia-

na para consumo humano, ha sido el alto contenido de ácidos 

nucleicos; éstos son metabolizados por el hombre a ácido úri 

co, el cual es excretado en la orina; pero si el nivel de á-

cido úrico en la sangre aumenta (lo cual puede deberse a una 

elevada ingesta de ácidos nucleicos) puede precipitar debido 

a su fiara solubilidad, en forma de uriatos, y su acumulación 

y cristalización en el fluido sinovial alrededor de las arti 

culaciones, son responsables de la dolorosa enfermedad cono-

cida como gota; también pueden producir la formación de pie-

dras en el tracto urinario (50,25). En el resto de los maal 

feros, el ácido úrico, por acción de la uratooxidasa (urica-

sa), es convertido en alantobia, la que al ser mucho más so-
luble que el ácido úrico, es facilmente excretada en la ori-
na. No obstante, Sacchaltonycet cektvaiat crecida en mosto 
de cerveza o melazas, SacchalLonycea uvaxan (antes conocida 
como Saccka4onyceá calbsbe4genái4) crecida en mosto de cerve 
za, Candída a-U:U.5 crecida en licor sulfitado y Kluyvtkomy-
eta sp. crecidas en suero, han sido las únicas aceptadas pa-
ra consumo humano por las autoridades sanitarias de los E.U. 

A. y han sido incluidas tia la lista GRAS (Generally Recog- 

nized As Safe fnr hm1,2,  f-,?risttetptiell) (79) 	Estzs 	fr 
cuentemente incluidas en alimentos como: productos de panade 

rfa, alimentos para bebés, alimentos geriátricos, sopas, sal 

sas y ampliaciones de productos cárnicos; a los que además 

de incrementarles su valor nutritivo les imparten un sabor a 
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gradable (79). 

En muchos otros paises sólo se permite el uso de 

Saechatomycea sp. (82), pero seria interesante saber la poli 
tica que se sigue en el caso de especies como K/uyvekomyees 
pLaTtu4 y K/uyvekomycez Uctis, que fueron recientemente re 
clasificadas, y que antes tenían como nombre genérico Sacha-

tomycea. De cualquier modo, es un hecho que en E.U.A., Fran 

cia y la U.R.S.S. existen desde hace varios años procesos in 
dustriales de la producción de Ktuquetomycet Ptagi/i4 a par-
tir de suero de queso para consumo humano; esto se debe al 

contenido notablemente bajo de ácidos nucleicos de esta leva 

dura, que es de 12 g por 100 g de proteína (82). Esta rela-
ción puede variar según las condiciones de crecimiento, pues 
a mayor tasa de creciminto, mayor es la cantidad de ácidos 

nucleicos. El uso de otros microorganismos para la obten-

ción de proteína para alimentación humana, sólo puede hacer-

se si se reduce el contenido de estas biomoléculas. Existen 

diversos métodos para lograrlo: unos orientados a la produc-

ción de biomasa microbiana con bajo contenido de ácidos nu-
cleicos (crecimiento a bajas velocidades), y otros orienta-

dos a la reducción de éstos en las biomasas obtenidas; estos 
últimos son los más prometedores, sin embargo, aún son consi 

derados por algunos autores como económicamente prohibitivos 

(79). 

La proteína microbiana en general, es considerada 

deficiente en aminoácidos azufrados, pero con un alto conte-

nido de lisina, por lo que resulta un buen suplemento de ce-

reales. 

En cuanto a los sustratos, los más empleados para 

la obtención de proteína unicelular son: licor sulfitado de 
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papel, melazas, suero de queso, y en los últimos años, pro-

ductos derivados del petróleo como n-alcanos, gasoleo, meta-

n^, metanol y etanol. 

El licor sulfitado es un subproducto de la inuus- 
:r 	papelera, que contiene de 2 a 31 de azúcares fermenta-
bles entre hexosas y pentosas; también contiene algunos áci-

dos orgánicos tales como: acético, galactourónico y fórmico. 

Se utiliza desde hace varios años, para la producción comer-

cial de CancUda utilia, La mayor parte de la producida en 

E.U.A., es empleada en la elaboración de alimentos de conve-

niencia; en Europa del Este se utiliza en alimentos animales. 

En Finlandia, el licor sulfitado se utiliza en la producción 
de Paeciitomycea vatíotti (Proceso Pekilo) (82,79) para ali-
mentación animal, 

Las melazas de caña o mieles incristalizables po-

seen alrededor de 56% de azúcares fermentables (78). El uso 

de este sustrato para obtención de proteína unicelular está 

determinado por su precio, pues se considera preferible uti-

lizarlo en la obtención de productos más rentables, como: al 

cchol, antibióticos, etc.; sin embargo, en países con alta 

producción de caña de azúcar, como Cuba y Taiwán, se utiliza 
en la producción de Candída utitía para alimentación animal. 

Los procesos que utilizan derivados del petróleo 

como sustrato, han sido fuertemente obstaculizados por cansí 

deraciones políticas y legales que han conducido, incluso, 

al cierre de plantas ya establecidas. Alfred Champagnat en 

1957, bajo los auspicios de la British Petroleum, inició los 

estudios para la utilización de n-alcanos en la producción 
de Sacckanonycop4sid Lípolytica (antes conocida como Ca ,{ida 
tipotytica) y Candída tkopicati4; estos trabajos son conside 
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radas como los pioneros en el aprovechamiento de derivados 

del petróleo para la producción de proteína unicelular (21, 

82,79). También han sido estudiadas algunas bacterias como 

Acim/tohartvi cekilicanz y neudomohaá sp, (50). En vista de 

la naturaleza tóxica de estos sustratos, es necesario extraer 

con solventes los hidrocarburos adheridos a la biomasa obten( 

da. No obstante, dicha toxicidad ha sido el principal argu-

mento para la oposición a estos procesos. 

En el caso del metano, se ha probado que el microor 

ganismo más adecuado para la utilización de éste como sustra-

to para la producción de proteína unicelular es Watlillúcuccuo 

capaulatua (82); éste es fácilmente inhibido por el metanol 

excretado, por lo que es necesario eliminarlo del medio a me-

dida que es producido; la alternativa más viable es el uso de 

cultivos mixtos con microorganismos que asimilen el metano! 

(82); este tipo de dificultades, así como las derivadas del 

manejo de un gas como sustrato, además de la naturaleza expío_ 
siva de éste, han limitado el uso directo del metano con este 

fin; mejores resultados han sido obtenidos cuando se utiliza 

indirectamente vía metanol. 

El metano! y el etanol tienen la ventaja de ser so-

lubles en agua, y de que pueden ser obtenidos en forma relati 

vamente pura. Entre los microorganismos que pueden utilizar 

el met:noi como Sütiatú están: t:mena/a polynoxpka (50,79), 
Candída boudíni (82), Paeudononaa netitylotitopha, usado por la 
ICI en un proceso comercial en Inglaterra (78,79,82), y Me-
thylononaa eLa*a empleada en una planta de demostración de 

Hoechst (82). En Minnesota E.U.A., Amoco Petrochemical Co. 

produce comercialmente Candida utilia en etanol, el producto 
es vendido bajo el nombre de "Torutein" (79,50,82). En Japón, 
la Mitsubishi Petrochemical Co. (82) ha estudiado la obten- 
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ción de Candida etanothekmophitum crecida a 40°C, lo que re-

duce considerablemente el gasto por enfriamiento. Exxon y 

Nestlé, en un proyecto conjunto, han desarrollado un proceso 

a nivel de planta piloto, para la obtención de biomasa de 

Acinetobactex cd/coaceticu4 a partir de etanol (82). 

Para el aprovechamiento de productos amilaceos ex- 

isten, al igual que en el caso de materiales celuloósicos, 

tres caminos: utilizar microorganismos que puedan aprovechar 

directamente el sustrato; efectuar la hidrólisis, ya sea quí 

mica o enzimática, para que pueda ser aprovechado por una va 

riedad más amplia de microorganismos; y por último, el emple 

o de cultivos mixtos, en el que un microorganismo efectúe la 

hidrólisis y otro asimile los azúcares generados para produ-

cir la proteína unicelular. Debido a los precios de los al-

midones usados para alimentación humana, no se considera que 

éstos sean adecuados para la producción de biomasa; sin em-

bargo, Dupont Corporation desarrolló un proceso para la ob-

tención de FaaihtiUM gxamiwaxeum en almidón de trigo, maíz o 

papa, y se considera económicamente viable cuando se utiliza 

en la obtención de proteínas texturizadas para alimento huna 

no (82). También se han realizado estudios para aumentar el 

contenido proteico de la cebada y yuca con AAPVISiltU4 Oki-

zat y kspeagi/U4 líamigatua respectivamente para alimenta-

ción animal (82). 

La Swedish Sugar Co., junto con la Chemap Co. im-

plantó un proceso, conocido como proceso Syaba, para el tra-

tamiento de afluentes y desperdicios sólidos de procesadoras 

de alimentos amilaceos como papa, maíz, etc. Este proceso 

consiste en hacer crecer siabióticaaente dos levaduras: 

Sacckalomycopéi4 iSibu/ígeta (antes conocida como Endomycop-
bis ííbulígeta) y Candída utíliá. La primera, es una leva- 
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dura productora de amilasas que degradan el almidón a azúca-

res que pueden ser aprovechados por Candida uti/i6, ésta asi 
mila más rápidamente que la primera los azúcares generados 

debido a su mayor velocidad de crecimiento. Mediante este 
proceso se logra, además de la obtención de biomasa microbia 
na, la reducción de la DBO de las aguas de desecho de la 
planta (82,79). 

En el caso de la levadura de cervecería, en la que 
los sustratos son también productos amilaceos (malta y adjun 
tos cerveceros), la hidrólisis del almidón es efectuada por 
las enzimas propias de la malta. La mayor parte de la biaza 

sa obtenida es separada del mosto junto con los "granos gas-
tados", este producto es secado y vendido como alimento para 
animales. 

El uso de materiales celulósicos ha estado limita-

do principalmente, por las dificultades que presenta la hi-

drólisis de éstos, y por las bajas velocidades de crecimien-

to de los microorganismos que pueden utilizarlos directamen-

te. Entre los trabajos más importantes está el proceso desa 

rrollado por la Louisiana State University, que utiliza el 

bagazo de caña en la producción de proteína unicelular de 
Cellutemonaa sp. (82,79,78). 

La producción de algas microscópicas y cianobacte-

rías nos brinda la posibilidad de obtener un producto con *1 

to valor proteico, usando CO2  como fuente de carbono y luz 

solar como fuente de energía. Sin embargo, su cultivo pre-

senta serias desventajas con respecto a la producción de pro 

teína unicelular de otros microorganismos, ya que, al igual 

que la agricultura, depende de la luz solar, y del clima, re 
quiere grandes extensiones de terreno y gran cantidad de a- 
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gua. Esto, aunado a la dificultad de mantener un cultivo pu 

ro debido a la naturaleza abierta de estos sistemas, y a la 

falta de métodos económicos de recolección, ha hecho que el 

desarrollo de estos procesos se haya visto limitádo. Sin du 

da alguna, el proyecto más importante realizado hasta ahora 

para la producción de este tipo de microorganismos es el lle 

vado a cabo en México por Sosa Texcoco para la obtención de 

SpiAutina maxima. La planta, que produce cinco toneladas 

por día (3), es actualmente la más grande del mundo. El pro 

ducto encuentra su principal aplicación en la alimentación a 

nimal y de diversas especies marinas (82,79). 

El suero ha sido usado como sustrato para la pro- 

ducción de biomasa de divyisos 	.. 	nrinrinalmen 

te leliaduras. La levadura más ampliamente utilizada, con mu 

cho, es Klayvetcmgcu putgiti,s, que se emplea en varios de 

los procesos comerciales para la obtención de proteína unice 

lular a partir de éste (107,82,50). Los datos sobre la pro-

ducciÓn y caKactel-Isticas de los productos son expuestos pos 

teriormente. 

El proceso Waldhof (29,82), en operación hasta ha-

ce algunos años, adaptó para su operación con suero, a la 

Caladida atíLia empleaaa en la obtención de levadura a partir 

de licor sulfitado. En este proceso, las proteínas del sue-

ro son parcialmente termocoaguladas, pero no separadas. En 

cultivo intermitente se obtienen mejores rendimientos que en 

continuo. Mediante el proceso Viena, Undida intexmedía es 

cultivada en suero dulce sin rainpAr. 	prpyin: el 

producto completo es concentrado hasta un 121 de humedad 

(82). El proceso S.A.V. (Societé des Alcohelc d  Vexin),  u-
tiliza Caedida kelSík (antes conocida como Tortuja mmo/Lie) o 

Kuyvetomycee Piagitís en un procese comercial en continuo 
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(107,82). Tomisek y colaboradores (82,92) utilizaron una 

mezcla de Candida utiti4 y Candida paeudottopica/iz en un 

cultivo semicontinuo. El cultivo de estas levaduras en sue-

ro también se ha realizado por separado (82,63,48,24). Otras 

levadurab estudiadas son: K/uyvetemycee /actía (79,82,48), 

Candída humico/a, Totu/opáia candída (84), Rhodotakala lactíá 
(112), Totu/opaids aphaekica (63), Candida htuaei (34,82), 
Drichoápokon cutaneum (5,60), Candida cukvata (84,60). 

También se han hecho cultivos mixtos de bacterias 

y levaduras. El proceso Kiel, basado en los estudios de 
Lembke y colaboradores (82), utiliza Lactobacittua balgaxi-
CU4 para fermentar la lactosa a ácido láctico, el cual es a-

similado por Candida letutlei. Este proceso puede llevarse a 

cabo en un sólo paso, cultivando ambos microorganismos jun-

tos o efectuando una primera fermentación con la bacteria, 

donde el pH es controlado por la adición de NH3; el lactato 

formado sirve como sustrato para la propagación de la levadu 

ra en un segundo fermentador. El proceso puede realizarse 

en forma continua o semicontinua. Otro proceso de este tipo 

es el desarrollado por Skupin y colaboradores (87), quienes 

cultivaron especies de propionibacterias, principalmente No 
pianíbactekíum ahetmanii, y Kluyvetowycca éxagitía, obtenien 
do una biomasa rica en vitamina B22, y con un contenido de a 

minoácidos azufrados más alto que el de la biomasa de la le- 

vadura sola. 

Entre 
las bacterias utilizadas para la rrnA~,4x=  

de biomasa en suero tenemos: 
Lactobacíltuá bulgalticaa, Lacta 

bacíltaa delbucckíí, Lactokacíttaz caaci, Leaconoatoc t'ex-
ttanícaa, Lcuconaatoc 

ckemoki4 (antes conocido como Lenco-

noatoe cítAovotua), Entelobactet líqucíacícná y Ente4obactcx 
cloacac 

(82). Sitt (86) fermentó el suero con microorganis- 
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mos de rumen, para la obtención de un producto para la ali-

mentación animal, que concentrado por ultrafiltración conte-

nía 781 de proteína. Bednarski y colaboradores (11), estu- 

diaron el cultivo de los hongnc-   USUC.tiUtti, Ú00 

poca tactiá, Zygohhynchuá moetteti y Rhízopuá otigotpotus; 

la producción de proteínas de éstos se incrementó con una 

fermentación previa del suero con Plopionibactehium áhehma-

níí o Eachehichía coti. Fabel (82) trabajó en la producción 

en gran escala de Oídium Lactill en suero diluido. 

A pesar de que la mayoría de los procesos descri-

tos, tienden a la obtención de sustitutos proteicos para ali 

mentación animal, y no de alimentos para consumo humano di-

recto, el desarrollo de ellos contribuirá directamente a la 

solución del problema de la alimentación mundial, ya que ade 

más del incremento que se pueda obtener en la producción de 

proteína animal, permite que algunos de los cereales y olea-

ginosas que actualmente se emplean en alimentación animal 

sean libeTAaes para ccinsuai) humán.. 

2.2.2.- Proteína unicelular de Kluyvefttowyce4 ptagílit 

Uno de los procesos industriales para la producción 

de K. ghagiliá en suero, es el proceso Wheast de la Knudsen 

Milk Products Co. en Los Angeles E.U.A. Este proceso está 

basado en los trabajos de Wasserman. En estudios de labora-

torio, Wasserman estableció como medio óptimo para la propa-

gación: suero suplementado con 0.51 de (NH,)2504, 0.51 de 

K2HPO. y 0.11 de extracto de levadura, con un pH entre 5.0 y 

5.7, a una temperatura de 32°C. No encontró diferencias en 

el crecimiento entre suero crudo y suero estéril desproteini 

zado. Con el uso de inóculos altos (2 X 10' células/ml, a-

proxizadamente la mitad de la cosecha final) la totalidad de 



- 24 - 

la lactosa es utilizada en tres o cuatro horas (99); esta ve 

locidad tan alta de crecimiento y la poca duración de la fer 

■estación, le permite trabajar en condiciones no estériles, 

con el consecuente beneficio económico (99,104). Bajo las 

condiciones de crecimiento mencionadas, la demanda máxima de 

oxigeno fué de 4.75 aM 02/1 de medio por mis (100); suminis-
tros menores de oxígeno traen como consecuencia la obtención 
de rendimientos proporcionalmente más bajos (103,101). 

Wasserman reporta que, K. lhagitió utiliza el ácido láctico 

presente en el suero antes que la lactosa, y comprobó que la 

asimilación de ésta es directa (sin hidrolizarla extracelu-

larmente), ya que cuando la levadura es cultivada en una mez 

cla de glucosa y galactosa, presenta una curva tipo diauxia, 
no observable cuando es cultivada en lactosa pura; además, 
en este último caso no se encontró glucosa en el medio (99). 

Wasserman también estudió cl metabolismo del nitrógeno, y en 

contró que esta levadura es incapaz de aprovechar el nitróge 

no proteico del suero; pero aprovecha un 25% del nitrógeno 

total no proteico, proporción que es utilizada con o sin la 

adición de (MH4)2S0.; sin embargo, cuando se añade NH:, éste 
es completamente consumido, además de que se obtiene el do-

ble de células, de donde se concluye que el nitrógeno del 

suero que es aprovechado no es suficiente para lograr un cre 
cimiento óptimo de la levadura, y por lo tanto surge la nece 

sidad de suplementar el suero con (NH4)2504  (102). Para la 
pr---i5n en gran escala, wa»er■an se basó en sus trabajos 

previos, utilizando las condiciones de crecimiento antes des 

critas. La capacidad del fermentador usado fué de 6 000 1, 

y el volumen de trabajo fué de 3 000 1. Las limitaciones 

del sistema de agitación y aireación no permitieron suminis-

trar más del 80% de la demanda máxima de oxígeno, a lo que 
se atribuye el menor rendimiento obtenido (0.42 g de ley./ 

g de lactosa), comparado con el logrado en los estudios de 
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laboratorio (0.55 g de lev./g de lactosa) en los que si se 

satisfacía dicha demanda (103,104,105). 

Otro proceso en escala comercial, es el desarrolla 

do por Bernstein y colaboradores (12) de Amber Laboratories 

Div. Milbrew Inc. en Wisconsin E,U.A. El fermentador emplea 

do tenía una capacidad de 57 000 1. Partían de suero concen 

trado (45-50% de sólidos totales), que diluían hasta un 151 

de sólidos totales con agua o suero fresco; una vez diluido 

el suero se suplementaba con NHI, HIPO% y extracto de levado 

ra; el pH se ajustaba a 4.5 con HC1. El medio era calentado 

a 80°C durante 45 min, y enfriado antes de alimentarlo al 

fermentador. Con un inóculo del 101, con una concentración 

de 1 X 10' células/ml la lactosa es completamente utilizada 

en ocho horas; el caldo entero de fermentación es entonces 

concentrado y posteriormente secado por aspersión; si el a-
gua evaporada en la concentración del producto es condensa-

da, puede ser usada para diluir el suero concentrado, que se 

va a utilizar en el nuevo ciclo fermentativo, con lo que se 
logra un proceso sin efluentes. El producto obtenido (Amber 

YFS) es destinado a la alimentación animal, sin embargo, si 

la levadura es separada por centrifugación y lavada, puede 

usarse para alimentación humana (Amber Nutrex). Bernstein 

propone alternativamente, la obtención de alcohol paralela a 

la producción de biomasa, suspendiendo el suministro de aire 

después de una fase aerabía n ----- ría pzrr. lz propagación ce 

Iular. A pesar de que la obtención de alcohol es a expensas 

del rendimiento celular, esta alternativa puede ser la mejor 

opción, ya que, debido a la gran cantidad de oxigeno requeri 

da, los costos de aireación pueden llegar a ser muy altos. 

El equipo puede ser operado en continuo, semicontinuo o in-
termitente. 
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En Francia, basado en los estudios de Blanchet, 

Biju-Duval y Vrignaud (82), el proceso de Bel Fromageries 

proditce biomasa de K. Ilagais en escala comercial. El sue-

ro es pasteurizado, desproteinizado y suplementado con 

(NH1/4 )2SO4 y hair0H; así preparado se almacena para ser anillen 

tado en forma continua al fermentador. La fermentación se 

lleva a cabo a una temperatura de 38°C, un pH de 3.5 y con 

una aireación de 1.3 vvm. La levadura se separa por centri-

fugación, se lava y se concentra en filtros rotatorios. El 

producto es sometido a una plasmólisis térmica (R3-85°c) 

ra inactivar las lipasas presentes y evitar el enranciamien-

to; finalmente se seca hasta aproximadamente 5% de humedad y 

se empaca. 

Entre otros de los autores que han trabajado en la 

obtención de K. ítagilí4 a partir de suero estín: Amundson 

(4), quien utilizó suero calentado a 93°C durante 5 min su-

plementado con agua de remojo de maíz; la mezcla de levadura 

y proteínas del suero fué separada por centrifugación; el 

producto pasteurizado y deshidratado fué probado en dietas 

para visones y perros. 

Lane (47) estudió la posibilidad de producir esta 
levadura dializando una suspensión de microorganismos contra 

suero ultrafiltrado. El consumo de los nutrientes por la le 

vadura, establece el gradiente de concentración necesario pa 

ra el paso de éstos através de la membrana. Lane logró obte 

ner hasta 90 g de levadura/1 por lo que sugiere a este méto-
do, coso una alternativa a los procesos hasta ahora desarro-

llados y que requieren de grandes instalaciones, pues debido 
a las bajas concentraciones celulares obtenidas, es necesa-
rio manejar grandes volúmenes de medio. 

na- r - 
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Castillo y colaboradores, en estudios de laborato-

rio, corroboró los resultados obtenidos por Wasserman en 

cuanto a la suplementación del suero con (NH4)2SO4. Sin em-

bargo, respecto a la adición de fósforo, no encontró diferen 

cias significativas en la utilización de lactosa y concentra 

ciones celulares a diferentes concentraciones de ICH2P0k , por 
lo que considera innecesaria esta suplementación. Esta dis-

crepancia con los resultados reportados por Wasserman la a-

tribuye a diferencias en la composición del suero utilizado 

(20). En el proceso de Bel Fromageries, el suero tampoco es 

suplementado con fosfato. La cepa de K. 	NCYC 587 

utilizada por Castillo, requiere de inositol, pantotenato de 

calcio, tiamina y ácido nicotínico para su crecimiento 120). 

En cuanto al pH, estableció un óptimo de 5,0, y observó que 

no importando el pH inicial, éste se incrementaba al princi-

pio de la fermentación y bajaba a valores inferiores al ini-

cial, al final de ésta. El control del pH a lo largo de la 

fermentación no incrementó el rendimiento celular (30). 

l4oresi y colaboradores, encontraron que el factor 

determinante en el rendimiento de biomasa, es el nivel de 

oxigenación en el medio, presentandose una relación lineal 
entre ellos (15,62,61), lo que concuerda con lo reportado 
por Wasserman (103,101). A altas concentraciones de lactosa 
observaron que había un decremento en el rendimiento, lo 

cual coincide con los resultados obtenidos por Vananuvat y 

Kinsella (94) y Castillo y colaboradores (20). En un fermen 

tador de 15 1 encontraron que las condiciones óptimas de cre 
cimiento son 31.8.C, pH de 5.0, aireacion de 2.1 vve y suple 
mentación del suero prácticamente igual a la reportada por 
Wasserman; el rendimiento bajo estas condiciones es de 57.21 
(61). Todas estas condiciones fueron obtenidas através de 
un profundo anilisis estadístico. En base a estos estudios 
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escalaron el proceso a un fermentador de 100 1 (15), y corro 

boraron que el nivel de aireación y la concentración inicial 

de lactosa determinan el proceso fermentativo. 

Como ya se mencionó antes, el contenido de ácidos 

nucleicos de K. pigí/íá, es particularmente bajo en rela-

ción al de otros microorganismos utilizados como fuente de 

proteína unicelular; per este moti.•c, esta levadura no sola-

mente es utilizada en la alimentación animal, sino que ade-

más las legislaciones de algunso paises, entre ellos E.U.A., 

la permiten como alimento humano (82,12,79), No obstante, 

tanto el contenido de estas biomoléculas, como el de su com-

posición en general, varían ampliamente de acuerdo a la cepa 

utilizada, la composición y suplementación del suero, el mé-

todo de cultivo y la forma de recuperación de la biomasa. 

Al igual que en cualquier microorganismo, el conte 

nido de ácidos nucleicos de K. ptagiti4, tiende a incremen-

tarse a medida que se incrementa la velocidad específica de 

crecimeinto (82,93,79). Vananuvat y Kinsella reportaron que, 

en estudios en cultivo intermitente (93) de esta especie en 

medio de suero de queso desproteinizado por ultrafiltración, 

el contenido de ácidos nucleicos de las células es mayor a 

medida que es mayor la velocidad de agitación de cada fermen 

tación; además, a lo largo de ésta, el contenido cambia al-

canzando su máximo a la mitad de la fermentación para decli-

nar continuamente hacia el final; por otro lado, en cultivo 

continuo, utilizando el mismo medio (94), encontraron que al 

aumentar la velocidad de dilución, el contenido de ácidos nu 

cleicos variaba muy ligeramente en forma inversa; mantenien-

do una de estas velocidades de dilución y variando la concen 

tración de lactosa del medio no había cambios en su conteni-

do. La tabla 2.2.1 muestra el contenido de ácidos nucleicos 
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de la biomasa de K. IStagita, y la relación ácidos nucleicos/ 

proteína cruda, de acuerdo con lo reportado por varios auto-

res. 

Al igual que la biomasa microbiana en general, la 

de esta levadura contiene una alta cantidad de proteínas, 

más que cualquier fuente convencional; además el balance de 

aminoácidos es bastante aceptable; por ello, para incremen-

tar el valor proteico de un alimento con proteína unicelular 

de esta especie, es suficiente suplementar con bajas propor-

ciones. La tabla 2.2.2 muestra las composiciones bromatoló-

gicas de este producto y otros relacionados, y la tabla 

2.2.3 los aminogramas de sus proteínas, de acuerdo con dife-

rentes reportes. Vananuvat y Kinsella también estudiaron la 

relación entre el contenido de proteína de las células así 

como su composición de aminoácidos, y las condiciones de cul 

tivo. En cultivo intermitente de suero desproteinizado (93), 

el contenido de proteína verdadera celular era un poco menor 

a medida que era mayor la velocidad de agitación; no obstan-

te, la concentración celular, la velocidad específica de cre 

cimiento y el rendimiento de biomasa si se veían considera-

blemente aumentados al aumentar ésta, por lo que la cantidad 

total de proteína obtenida era mucho mayor. En cultivo con-

tinuo en el mismo medio (94), se encontró que, con una velo-

cidad de dilución (D) de 0.18 hr 1 , el contenido de proteína 

celular y el rendimiento de biomasa eran mayores que para 

D = 0.1 y 0.23 hr"; en cambio, la concentración celular de-

crecía a medida que se aumenta D, mientras que la productivi 

dad se incrementaba. Manteniendo D = 0.18 hr-1  y variando 

la concentración de lactosa del medio, se encontró que el 

contenido de proteína celular aumentó a medida que se incre-

mentó la concentración del disacárido, así como la concentra 

ción de la levadura y la productividad, pero el rendimiento 
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TABLA 2.2.1 

CONTENIDO DE ACIDOS NUCLEICOS REPORTADOS PARA K. éltagitie 

Carne A B C D E F G 

AN (I) 
	

6.3 	5.7 	9.3 	8.6 	10.0 	5.7 	1.4 

AN/prot. 0.20 0.14 0.12 0.18 0.15 0.20 0.07 0.02 

AN: ácidos nucleicos; prot.: proteína cruda 

La carne es un alimento intermedio en cuanto a su contenido 
de *ciclos nucleicos (73,82). 

A: producto Bel; crecido en suero desproteinizado en cultivo 
4aratimi.11 (25). 

2: Delaney y col. (25); en suero desproteinizado por ultrafil-
tración; cultivo intermitente. 

C: Castillo y col. (20); en suero desproteinizado; cultivo in-
termitente. 

D: Vananuvat y tinsella (93); suero desproteínizado por ultra-
filtración; cultivo intermitente. 

E: Vananuvat y linsella (94); suero desproteinizado por ultra-
filtración; cultivo continuo. 

F: proteína aislada extraída con NaOH y precipitada con mol;  
Vananuvat y tinsella (95). 

D: proteína aislada extraída con NaOH y precipitada con calor; 
Vananuvat y Unsella (95). 



TABLA 2.2.2 

COMPOSICION BROMATOLOGICA REPORTADA PARA PRODUCTOS DE K. ptagilíá (%) 

A B C D E 

Proteína cruda 
(N X 6.25) 46.5 54-58 58-oü 45-SS 3s-so 49.5 25.9 54.4 

Proteína verdadera 39.5 41.8 

Lípidos 9.6 1-2 1-2 2 , 2-3 8.4 8.6 10.3 

Carbohidratos 30.5 25-29 22-26 29.1 

Lactosa - 5.8 2.4 

Cenizas 7 8-10 8-10 6-10 12-20 7.6 18.6 5.7 (.4 
s- 

Humedad 6.4 5-7 5-7 3-4 3-4 5.4 2.0 2.6 

Ac. 	láctico - - 0.8 

A: producto Bel (25). 

B: producto Wheast; biomasa seca (107). 

C: producto Wheast; mezcla de biomasa y suero seca (107). 

D: producto Amber Nutrex: biomasa sola; Bernstein y col. (12). 

E: producto Amber YFS: biomasa más suero; Bernstein y col. (12). 

F: Delaney y col. (25); biomasa sola. 

G: biomasa más suero secado por aspersión y sin lavar; Amundson (4). 

H: biomasa más suero secado por aspersión y lavado; Amundson (4). 



TABLA 2.2.3 

g/16 g N 

AMINOGRAMAS REPORTADOS PARA PRODUCTOS DE K. 

Huevo 	Patrón 	A 	8 

ptagttíli 

C D E 

Isoleucina 5.6 4.2 4.8 4.5 4.7 5.9 4.0 

Leucina 8.3 7.0 8.1 7.4 8.1 10.6 7.0 

Lisina 6.2 5.1 8.0 7.3 7.3 9.4 6.9 

Fenilalanina 5.1 4.2 3.8 3.8 4.2 3.4 

Tirosina 4.0 3.9 3.6 3.5 2.5 

Fen + Tir 9.1 7.0 8.1 7.4 7.7 5.9 

Treonina 5.1 3.5 5.3 5.9 4.5 5.9 5.8 

TriptOfano 1.8 1.1 1.7 1.4 1.1 1.6 1.4 

Valina 7.5 4.8 5.6 5.3 5.9 7.1 5.4 

Metionina 3.2 1.5 1.2 1.3 1.7 1.6 

Cistelna 1.8 1.7 1.0 1.1 - 

Met • Cis 5.0 2.6 3.2 2.2 - 2.8 - 

Arginina 6.1 4.9 4.8 4.8 5.2 - 

Histidina 2.4 1.7 2.0 1.9 1.9 2.6 2.1 

Ac. aspírtico 10.7 9.4 9.1 - - 

Serias 7.8 4.7 5.4 - 4.4 

Ac. glutimico 12.0 13.8 14.7 15.7 18.0 

Glicina 3.0 3.7 4.1 

Aísaina 5.4 5.8 5.5 

Prolima 3.8 4.2 4.2 



g/16 g N 

TABLA 2.2.3 (cont.) 

AMINOGRAMAS REPORTADOS PARA PRODUCTOS DE K. 
F 	G 	H 	1 

ptagília 

lsoleucina 6.0 6.1 5.1 6.0 4.3 4.4 3.8 

Leucina 9.6 11.0 - 9.6 7.2 7.3 8.5 

Lisina 11.1 10.4 11.1 10.2 8.5 8.3 8.3 
Fenilalanina 5.1 4.4 5.1 5.4 3.6 3.7 3.6 
Tirosina 3.4 4.1 4.6 3.4 4.5 4.5 - 

Fen + Tir 8.5 8.5 9.6 8.8 8.1 8.2 

Treonina 6.5 7.5 5.6 6.5 4.1 4.4 4.5 
Triptofano 2.3 0.9 0.9 0.4 
Valina 7.8 7.4 5.7 7.8 5.6 6.1 5.1 
Metionina 1.6 2.0 1.6 1.2 1.5 1.5 1.4 
Cistelna - 3.8 1.9 1.6 1.2 

Mét + Cis 5.8 3.4 3.1 2.6 
Histidina 4.0 3.0 4.0 2.0 4.0 4.0 0.7 
Arginina 7.4 5.7 7.4 7.1 5.6 5.9 4.3 
Ac. aspartico 10.4 11.2 9.6 9.9 11.5 
Serbia 7.0 6.8 5.2 7.0 4.7 4.8 5.8 
Az. giutlaico 15.2 13.3 16.5 14.6 11.6 
Glicina - 4.2 4.6 5.1 5.0 4.6 
Almilla 7.2 8.2 6A 8.0 ‘ 

....) 
I' 

v 

Prolias 4.3 3.7 3.8 3.7 
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AnKU DI LA TABLA 2.2.3 

El aminograma del huevo es de huevo entero (71). 

El patrón fué establecido en 1973 por una comisión de 
expertos de la FAO y de la OMS (73). 

A: Delaney y colaboradores (25); biomasa. 

B: Producto Bel (25). 

C: Producto Wheast; biomasa sola (107). 

D: Producto Wheast; biomasa más suero (107). 

E: Amber Nutrex: biomasa sola; Bernstein y col. (12). 

F: Amundson (4); biomasa sola. 

G: Amund~ (4); biomasa aás suero. 

H: Wasserman (106): biomasa. 

I: Wasserman (106); aislado de proteínas de la levadura. 

J: Vananuvat y Kinsella (96); biomasa de cultivo intermi-
tente: promedio de dos fermentaciones. 

Vananuvat y Linsella (96); biomasa de cultivo conti-
nuo: promedio de cinco fermentaciones. 

L: Vananuvat y Zinsella (96); aislado de proteínas de 
la levadura: promedio de cuatro aislamientos. 

Nota: los valores de tirosina, triptofano e histidina 

en J y 1, son el promedio de dos determinaciones 

de cada uno, de biomasa mezclada obtenida de di-

ferentes fermentaciones. 
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de biomasa decrecía considerablemente, Los contenidos de 

proteína cruda y verdadera en la célula, eran mayores en 

cualquier caso de cultivo intermitente, que para cualesquie-
ra condiciones de cultivo continuo. 

En la tabla 2.2.3 puede verse que, en general, la 
proteína de K. iftagilia está limitada en aminoácidos azufra-
dos (metionina y cisteína); pero la adición de las proteínas 

del suero parece suplir esta deficiencia; el contenido de li 

sina, en cambio, es muy alto. Por este motivo esta proteína 

unicelular puede ser un excelente suplemento para las prote1 

nas de los cereales. En la tabla 2,2,4 se muestran algunos 

parIti(pb nutricionales encontrados en la literatura para 
la proteína de K. Piagití4; ahí se reafirma que los aminoáci 
dos azufrados son los limitantes. Según los estudios de 

Yananuvat y Xinsella ($6), las diferentes condiciones de cul 

tivo prácticamente no alteran las proporciones de los aminoá 

ciclos; en los aislados en cambio, los distintos métodos me-

diante los que se obtuvieron, sí modifican estas proporcio-

nes: la precipitación por calor (pH = 6.0 y 80'C) de la pro-

teína extraída con agua permite una mejor recuperación de 

los aminoácidos que si la precipitación se hace con HCI (pH 

* 4.0); si la extracción se hace con NaOH al 0.41, también 

se obtiene mejor precipitación por calor. La extracción de 

la proteína parece ser desventajosa, en cuanto a las propor-

ciones de aminoácidos esenciales, con respecto a las proteí-

nas de la biomasa entera, y peor aún, las proporciones de a- 

a¿ufrados se ven disminuidas aún más. 

La biomasa de levadura siempre ha tenido gran im-

portancia como complemento dietético por su contenido de vi- 
taminas del 	u, p. 

la tabla 2.2.5 muestra el contenido 
de vitaminas de la biomasa de K. ptagilís reportado por dife 
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TABLA 2.2.4 

ALGUNOS PARÁMETROS NUTRICIONALES DE K. 

NPU 	(25) 

ékagilia 

PER (32) 

K. 	ítagíti.4 67 1.8 

K. 	154agitid 
+ DL-metionina 84.4 2.2 

Huevo 98.4 

Caseína 75.3 2.5 

NPU: utilización neta de proteína. 

PER: indice de eficiencia proteica. 

TABLA 2.2.5 

CONTENIDO VITAMINICO DE K. ítagíliá 

Vitamina 
(i4/8) 

L.C. A II C D E F 

Tialina 104-250 24.1 32,8 29.8 17.7 26.0 14 

Riboflavina 25-80 36.0 57.5 42.5 56.0 51.0 66 

Piridoxina 23-40 13.6 12.0 15.0 10.2 - 

B1: - 0.004 - 

Ac. nicotínico 300-627 280 61 104 540 136 112 

Ac. fólico 19-30 5.8 3.1 2.1 11.8 2 

Ac. pantot6nico 72-86 67.2 - 91.5 

Biotina 1.1 2.0 - 0.22 - 

Colina 6700 

L.C.: levadura de cerveza (106). 

A: Wasserman; biomasa sola (106). 

8: Amundson; biomasa más suero sin lavar (4). 

C: Amundson; biomasa sis suero lavado (4) 

D: producto Bel (107). 

E: producto Wbeast; biomasa sola (107). 

F: producto Wheast; biomasa más suero (107). 
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rentes investigadores. Excepto por la tiamina, el contenido 

de vitaminas de K. iltagitíe es casi igual al de la levadura 

de cerveza. 

La total ausencia de toxicidad, el bajo contenido 

de ácidos nucleicos, el alto valor proteico y vitamínico, y 

la naturaleza completamente segura del sustrato, i.e. un de-

rivado de la leche, permiten que la biomasa de K. 

sea un alimento con un gran potencial de implementación, tan 

to para animales como para humanos. Este producto ha sido 

recomendado y utilizado para una amplia variedad de especies 

animales: ganado, aves de corral, mascotas, caballos y viso-

nes. En estos últimos, los estudios de Amundson (4) señalan 

que los animales alimentados con la mezcla de levadura y só-

lidos del suero lavada alcanzaron su peso máximo un mes an-

tes que los animales alimentados con la dieta control. El 

producto Wheast ha sido utilizado con éxito en la alimenta-

ción de pavos, peces, visones, becerros y animales convale-
cientes. Estudios en cerdos mostraron que éstos presentaban 

mayor velocidad y eficiencia en el crecimiento cuando se su-

plementaba su dieta con biomasa de K. 67Lagi/íé crecida en 

suero, que cuando se hacia con harina de soya (1). 

En alimentación humana, el producto Bel ha venido 

utilizandose desde hace más de diez años (82). Los produc-

tos Wheast (biomasa y biomasa con suero) también se han re-

portado como recomendables para este propósito (107), así 

"0"4" el proAild-tr,  Amber Nutrex de gernstein y colaboradores 

(12). Stewart y colaboradores (16,90) utilizaron un produc-

to de K. 6putgí/í4 con los sólidos del suero parcialmente se-
co y prensado, y otro con la misma composición pero total-

mente seco y finamente molido, para enriquecer galletas 
("wafers") de chocolate y vainilla, galletas de avena y una 
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fritura ("cracker") de harina con queso; el primer producto 

fué totalmente inadecuado, pero con eI segundo se obtuvie-

ron magníficos resultados; las galletas de chocolate y vaini 

lla permitieron hasta un 15% del suplemento sin que se nota-

ran efectos en el sabor, apariencia y textura; las galletas 

de vainilla así elaboradas, tenían cuatro veces más proteína 

que las comerciales, y las de chocolate tres veces más; las 

galletas de avena permitieron 201 de producto adicionado, y 

su contenido proteico se incrementó tres veces; a la fritura 

de queso se le pudo adicionar hasta un 351 del suplemento, y 

el contenido de proteína del producto final fué dos veces sea 

yor que en el producto comercial. 

Vananuvat y Kinsella realizaron estudios de aisla- 

miento de la proteína de K. 6kagaith 951, y de algunas de 
sus propiedades funcionales (97). La máxima recuperación de 

proteína verdadera (651) la obtuvieron haciendo la extrac-

ción con una solución 0.4% de NaOH y precipitando con HC1 

(pH - 4.0). Estos aislados poseen un ligero color crema y 

poca intensidad de sabor. Las proteínas aisladas con cuales 

quiera de estas condiciones presentaban muy baja solubilidad 

a pH entre 3 y 6, lo que podría limitar su aplicación a cien 

tos alimentos; sin embargo, estos autores sugieren la forma-

ción de los proteinatos de sodio o calcio, los cuales si son 

solubles. En cuanto a la propiedad de formar espuma al ser 

batida, la proteína de ta levadura extraída con agua y preci 

pitada con HC1, fuE la única comparable a la proteína de so-

ya; sin embargo, la estabilidad de la espuma era mucho mejor 

en la proteína de la levadura que en la de soya. FuE mejor 

el poder emulsificante de la proteína de la levadura extraí-

da con agua y precipitada con ácido, y extraída con NaOH y 

precipitada con ácido, que el de la proteína de soya; esta 

última sólo fuE mejor en esta característica que la protel- 



- 39 - 

na extraída con NaOH y precipitada con calor. Los autores 
sugieren la aplicación de estos aislados de proteína en pro- 
ductos cárnicos y de panadería. 

2.3.- Enzimas pectinolíticas 

2.3.1.- Clasificación 

Las sustancias pécticas son polisacáridos formados 

principalmente de unidades del ácido D-galactourdnico, uni-

das mediante enlaces glicosídicos a(1÷4), que se encuentran, 

o se obtienen, a partir de tejidos vegetales. Cuando los 

grupos carboxilicos de los ácidos D-galactourónicos que for-

man el polímero, se encuentran esterificados con *etanol, se 

designa al compuesto pectina; dependiendo de la proporción 

esterificada, se reconocen las pectinas de alto o de bajo me 

toxilo. Si el grupo carboxílico de prácticamente todas las 

unidades, se encuentra libre de ésteres *etílicos, el políme 

ro se conoce como ácido péctico o ácido poligalactourdnico. 

Las enzimas que de alguna manera modifican la es-

tructura de estos compuestos, se conocen como enzimas pecti-

nolíticas o pectinasas, y se clasifican de la siguiente mane 

ra (33,79): 

A) Pectinestearasa o Pectinmetilestearasa: hidroliza el és-

te: for:2A^ per el =etanol y cl grupi5.  carticixílig) UI • VA 41.1 

do galactourónico. 

11) Despolímerizantes: rompen el enlace glicosidico de las 

sustancias pécticas, y pueden subdividirse de la siguien-

te forma: 

a) De acuerdo al sustrato sobre el que actúan: pectina o 

ácido péctico. 

b) Según el mecanismo de ruptura del enlace: hidrolasas, 
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con inclusión de agua, o liasas, por un proceso de 

transeliminacion. 

Según el punto de ataque a la cadena: exo, si rompe la 

cadena en un extremo, y endo, si la ruptura es al azar. 

El cuadro 2.3.1, muestra todas las enzimas pectino 

líricas que en teoría podrían existir, de acuerdo a la combi 

nación de estos factores. La figura 2.3.1, da una idea más 

clara de la forma de actuar de las pectinasas. 

2.3.2.- Distribución y obtención 

Las pectinasas se encuentran en una amplia varie-

dad de especies del reino vegetal, principalmente en los fru 

tos, donde juegan un papel importante en el Pst*dn de ~Aura 

ci6n; es más abundante en estas especies la pectinestearasa 

(PE), aunque también suelen encontrarse las poligalactourona 

sas (PG). Los vegetales rara vez son utilizados como fuente 

de pectinasas, aunque se puede citar el caso de la pectines-

tearasa obtenida del jitomate (Lycopekaícon eaculeatam); pa-
ra la mayoría de las aplicaciones industriales, las enzimas 

pectinolíticas se obtienen de hongos (33). 

Los microorganismos producen una amplia variedad 

de pectinasas. La endo-poligalactouronliasa (PGL) es la en-

zima pectinolítica, por mucho, más comúnmente producida por 

las bacterias, aunque algunas especies también producen pec-

tinestearasa, y algunas pocas poligalactouronasas y exo-poli 

galactouronliasas (PGL); la endo-polimetilgalactouronliasa 
(PMGL) no es producida por ninguna bacteria, excepto por una 

especie de actinomiceto; la exo-polimetilgalactouronliasa no 
se ha encontrado en ningún organismo. La exo-oligogalacto- 

~IN 
es pum:á/Lija pur bacterias (58). La endo-po 
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exo-poligalactouronasa 
EC 	3.2.1.40 

endo-poligalactouronliasa 
EC 4.2.2.1 

exo-poligalactouronliasa 
EC 4.2.2.2 

La exo-polimetilgalactouronasa y la exo-polimetilgalactouronliasa no existen(79,33,73). 

También existen exo-oligalactouronliasas que muestran mayor actividad en oligómeros que 
ea moléculas grandes de acido péctico (30,73). 
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ligalactouronasa en cambio, es la que principalmente producen 

los hongos; algunos hongos producen también exo-poligalacto-

uronasa, pecrinestearasa, endo- polimetilgalactouronliasa y en 
do- poligalactouronliasa; la exo-poligalactouronliasa no es 

producida por hongos. Aápvtgi//u4 nigeA es la única especie 

entre todos los seres vivos, que produce endo-polimetilgalac-

touronasa (PMG); la forma exo de esta enzima nunca ha sido en 

contrada (33,73,79). 

Los principales géneros de bacterias productoras de 

enzimas pectinolíticas son: Etivínia, Neudomona4, 8aeíttu4 y 
C/04stkídíam; mientras que los principales géneros de hongos 
son: 441oefigi//u4, Scleuttinia y Pemicillium (33,79). Varias 
especies de levaduras también producen pectinasas; entre 

ellas, la que mayor actividad pectinolltica presenta es KLuy-
vexomyce4 Itagilí4, la cual sólo produce la endo-poligalacto-
uronasa; Candida gueudotnopicala, que es la forma imperfecta 
de la primera, también tiene considerable actividad pectinolf 
tica (53,109,54,55,56,77). 

La producción a escala industrial de pectinasas, se 

realiza por dos métodos: en cultivo sumergido y en cultivo só 

lido. En el primero, se prepara un medio líquido que incluye 

los componentes básicos: carbohidratos, que pueden provenir 

de melazas, cereales, etc., fuente de nitrógeno, minerales y 
extracto de levadura; como generalmente estas enzimas son a-

daptativas, es necesario añadir al medio pectina o algún mate 

rial que la contenga, como cáscara de cítricos, bagazo de man 
nana o pulpa de remolacha; también se adiciona antiespumante. 
En el cultivo sólido se utiliza salvado de trigo o de arroz 
como sustrato, y el resto de los nutrientes se adicionan di-
sueltos en agua, de manera que sean absorbidos por el salvado; 
también se requiere la adición de subproductos con pectina pa 
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ra la inducción. El cultivo sólido se realiza ya sea en cha-

rolas perforadas, con una pequeña capa de salvado húmedo y al 

re circulante através del sistema que provee de oxígeno al 

hongo y baja la temperatura, o en tambores rotatorios horizon 

tales los cuales se enfrían con agua. Tanto en el cultivo su 

mergido como en el cultivo sólido, la inoculación se realiza 

con suspensión de esporas de la especie seleccionada; algunas 

especies utilizadas en la producción comercial de pectinasas 

son: Aaptkgí/(u4s níget (la más importante), Aspetgittua alba 

cene, Scletotinia libettíana y Ccwiothylium diptod¿ctla (79, 

33). Para recuperar la enzima del cultivo líquido se separa 

la biomasa del hongo por filtración o por centrifugación y el 

sobrenadante se puede utilizar como preparado crudo de pecti-

nasas líquidas. También se pueden precipitar éstas con 

(N11%)2SO4  u otras sales, o con solventes orgánicos y secarse 

a bajas temperaturas o por aspersión-para obtener un prepara-

do sólido; cabe la posibilidad de concentrar el sobrenadante 

en vacío o por ultrafiltración para obtener pectinasas líqui-

das con más actividad por unidad de volumen. Del cultivo só-

lido puede utilizarse la mezcla seca de hongo y salvado tal 

cual como preparado crudo de la enzima, o extraerse ésta con 

agua, y a la solución de enzima se le puede dar cualquiera 

de los tratamientos que se da al sobrenadante del cultivo su-

mergido. Los preparados sólidos se diluyen y estabilizan con 

agentes como: gelatina, almidón, etc. (79,33). Las pectina-

sas comerciales son una mezcla de diferentes enzimas pectino-

líticas cuyo número y cantidades relativas dependen de la ce-

pa, composición del medio y condiciones de cultivo (79); ade-

más se encuentran contaminadas con celulasas, amilasas, pro-

teasas y otras enzimas (73). Como ya se mencionó antes, es 

factible la producción de pectinasas constitutivas utilizando 

suero de queso como sustrato y los hongos kspetgittuá 
awamoti 

y Sclenagtinza 4cCutotietom (83,6,7,8). 
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La producción mundial de pectinasas está estimada 

en 10 ton al año, calculadas éstas en cantidad de proteína 

como enzima pura. La tabla 2.3.1 muestra una estimación de 

la producción mundial y de los valores relativos de ventas 

de las principales enzimas de aplicación industrial. Se ob-

serva que la producción de pectinasas es relativamente baja 

en comparación con las tres primeras enzimas de la tabla 

(50, 30 y 30 veces menor respectivamente), no obstante, el 

valor relativo de ventas de las pectinasas es el 101 del to-

tal, de donde se deduce el alto valor que poseen (72). 

TABLA 2.3.1 

PRODUCCION DE ENZIMAS INDUSTRIALES (72) 

Enzima Tons/año 
(en cantidad 
de proteína 
como enzima 
pura) 

Valor relativo 
de ventas 

(%) 

Proteasa de Bacilluá 500 40 

Glucoamilasa 300 14 

Amilasa de Bacíttue 300 12 

Glucosa isomerasa 50 12 

Cuajo microbiano 10 7 

Amilasa fúngica 10 3 

PECTINASAS 10 10 

Proteasa fóngica 10 1 

Otras 1 

2.3.3.- Usos 

La pectinestearasa se utiliza en la producción de 

pectinas de bajo metoxilo, las cuales tienen la propiedad de 

formar geles en presencia de iones divalentes, y encuentran 

aplicaciones en un gran número de productos alimenticios. La 



pectinestearasa puede ser fúngica, pero libre de pectinasas 

despolimerizantes, u obtenida del tomate (33). También se 

pueden obtener esta clase de pectinas de cáscaras de cítricos, 

aprovechando la pectinestearasa nativa de estas frutas (17). 

El principal y más antiguo uso que se da a las pec-

tinasas, es como coadyuvantes en la clarificación del jugo de 

manzana; también se utilizan en jugo de uva, vinos, sidras y 

vinagres, con el mismo propósito. Las sustancias pécticas se 

encuentran en estado coloidal en estos líquidos, y mantienen 

suspendidos otros compuestos, lo cual resulta en un alto gra-

do de turbiedad del producto. En el caso del jugo de manzana, 

los compuestos responsables del oscurecimiento, ocasionado por 

la oxidación catalizada por las polifenoloxidasas, se mantie-

nen en suspensión junto con las sustancias pécticas y el mate 

rial de lastre, dándole una coloración café desagradable. 

Así, cuando las pectinasas que se añaden actúan despolimeri-

zando la pectina, se destruye el coloide protector y todo el 

material indeseable se precipita por interacciones electrostá 

ticas (110). Este es fácilmente retirado por filtración, que 

dando el producto claro y brillante; en el caso del jugo de 

manzana, su aspecto final es el de un líquido ambar claro, y 

el flóculo tiene un color café oscuro. Además, este tratamien 

to reduce considerablemente la viscosidad del producto, por 

lo cual, la operación de filtrado se ve facilitada. Algunos 

de los materiales utilizados para diluir los preparados sóli-

dos de pectinasas, como la gelatina, también actúan como agen 

tes clarificantes (33,6S,73). En el proceso de clarificación 

por defecación del jugo de manzana se aprovecha la pectines-

tearasa nativa del fruto, para que desmetoxile la pectina, y 

con el calcio del jugo se forme pectato de calcio que precipi 

ta, arrastrando consigo el material de lastre; sin embargo, 

el proceso es menos efectivo que con la acción de pectinasas 
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despolimerizantes (77). 

En la producción de jugos concentrados, es necesa-

rio evitar que éstos se gelifiquen debido a la presencia de 

las sustancias pécticas aunada a la alta concentración de só-

lidos del producto terminado; con la adición de enzimas pecti 

nolíticas, este problema queda resuelto. En concentrados de 

jugo de tomate se aprovechan las pectinasas nativas del fruto 

para lograr este objetivo (33,79). La disminución de la vis-

cosidad del jugo que se va a concentrar facilita la evapora-

ción de agua, y por lo tanto su eliminación. 

En ocasiones, el bagazo de las frutas resultante de 

producción de jugos recibe un tratamiento con pectinasas pre-

vio a un segundo prensado para la extracción de líquido resi-

dual; esto redunda en un rendimiento mayor, ya que el trata-

miento permite que se libere el agua retenida en la pulpa (33). 

En el caso de vinos rojos, o jugos de frutas rojas, la adi-

ción de pectinasas al mosto o a la pulpa, permite una extrac-

ción más efectiva de las antocianinas, por lo cual se logra 

un mayor rendimiento del color en el producto (33,73,79). En 

néctares y papillas para bebés, se obtiene además una mayor 

extracción de los sólidos de la fruta (73). Este mismo bene-

ficio se obtiene en la industria de cítricos, en la operación 

de "lavado de pulpa", la cual tiene como objeto recuperar só-

lidos de la pulpa obtenida de la extracción del jugo; estos 

sólidos se recuperan con agua y luego se concentran en un era_ 

porador y al producto final se le llama "concentrado de pulpa 

lavada" (17,73). 

Otra aplicación de las enzimas pectinolíticas se 

tiene en la extracción de aceites esenciales de las cáscaras 

de cítricos: cuando la pectina se degrada, se facilita su ex- 
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tracción, se aumenta el rendimiento, y se obtiene un producto 

más claro (33,17). 

Entre otros usos más recientes que se han dado a 

las pectinasas, se incluye la estabilización de la "nube" en 

jugos de cítricos; contrariamente al jugo de manzana y de 

uva, los jugos de cítricos se requieren turbios; las sustan-

cias pécticas del jugo son responsables de la estabilización 

de la "nube" (turbiedad), al formar un coloide liófilo; cuan-

do la pectinestearasa nativa del cítrico libera una gran can-

tidad de grupos carboxílicos, éstos reaccionan con el calcio 

presente, y forman grandes agregados que tienden a precipitar; 

para evitar esto, la pectinestearasa se desnaturaliza sometiera 

do a los jugos a un tratamiento térmico; sin embargo, reciente 

■ente se ha propuesto la utilización de pectinasas despolimeri 

zantes, para obtener oligómeros pécticos, lo suficientemente 

grandes como para que no se pierda la "nube", pero lo suficien 

temente pequenos como para que se inhiba la pectinestearasa, 

ya que las cadenas pequeñas de ácido péctico inhiben competiti 

vamente a esta enzima (17,73). 

También se ha sugerido la utilización de pectinasas 

para macerar cáscaras de cítricos, con el objeto de obtener 

una suspensión de sólidos que se utilice como enturbiante en 

bebidas (17). 

Otro posible uso es la sustitución del proceso fer-

mentativo que sufren los granos de café y cacao, para elimi-

nar el residuo mucilaginoso que los cubre, por un tratamiento 

con enzimas pectinolíticas (79). 
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2.3.4.- Endo-poligalactouronasas de Kblyvelomyce4 Vtagitia 

K. ilkagit¿s es, entre las levaduras, la que mayor 

actividad pectinolítica presenta; sin embargo, no produce pec 

tinestearasa ni ninguna otra pectinasa despolimerizante que 

no sea la endo-poligalactouronasa; esta enzima se produce en 

forma extracelular y no requiere de metales como cofactores 

(53,109,54,55,56). La endo-poligalactouronasa de esta levadu 

ra es específica para los ácidos poligalactourónicos y oligo-

galactourónicos, teniendo preferencia por las cadenas más 

grandes (28); sin embargo, puede degradar la pectina limitada 

mente, con una velocidad y grado de hidrólisis que varían en 

relación inversa al grado de esterificación del sustrato con 
ésteres metálicos (54,74,56). Con la adición de pectinestea-
rasa, el grado de hidrólisis de la endo-poligalactouronasa de 
K. ítagilís sobre la pectina aumenta en relación directa a la 
cantidad de enzima desmetoxilante (54). También al actuar so 

bre la pectina, tiene preferencia por las cadenas más grandes 

(55). 

La hidrólisis intensiva del ácido péctico por esta 
enzima, resulta en una mezcla de ácidos mono y digalactouróni 

co en una relación 4 a 3, pero esta hidrólisis tiene tres eta 

pas claramente diferenciadas. La primera es la más rápida de 
la hidrólisis: el aumento de grupos reductores es muy grande 

y aumenta en forma lineal hasta hidrolizar aproximadamente el 

251 de los enlaces glicosidicos del ácido péctico; en esta fa 

se la formación de ácido monogalactourónico es muy pequeña. 
lo cual confirma el carácter endo de la enzima (55). Esta e-
tapa tiene sus condiciones óptimas a un pH de 4.4 y 50°C (54, 

26). Las reacciones de esta primera fase son las siguientes 
(27,26): 

ácido péctico * pentámero + tetrámero + trimero + dinero 

ácido pentagalactourónico -. tetrámero + monóaero 
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ácido pentagalactourónico 	trímero + (imero 

En la segunda etapa el sustrato principal es el ácido tetraga 

Iactourónico (tetrámero) (28,55); esta etapa se inicia des- 

pués de 251 de hidrólisis y alcanza hasta un 501 de la hidró-
lisis sobre los enlaces glucosidicos; es unas 26 veces más 

lenta que la primera fase, y su pH óptimo es de 3.5 (27,74, 

26). La reacción es la siguiente (27,26): 
ácido tetragalactourónico 	trímero + monómero 

El rompimiento del ácido tetragalactourónico es necesariamen-
te en ácido trigalactourónico y ácido galactourónico, y nunca 
en dos moles del dinero; esto se demuestra por el hecho de 

que la aparición de grupos reductores es completamente parale 

la a la aparición de ácido galactourónico, en esta fase (27, 

55). El rompimiento ocurre sólo en el enlace uno (cercano 

al extremo reductor) (70). La última etapa involucra la si-

guiente reacción (27,26): 

ácido trigalactourónico 	dímero + monómero 

Esta etapa es todavía mucho más lenta: se realiza a una velo-
cidad 50 veces menor que la anterior. El ácido digalactouró-

nico ya no puede ser hidrolizado por asta endo-poligalactouro 

nasa, por lo que aquí cesa la reacción, habiendose alcanzado 

un 701 de hidrólisis de los enlaces glucosídicos, con una re-

lación 4 a 3 del monómero y el d'hiero. El pH óptimo de esta 

etapa es también 3.5 (74,27,26). 

Phaff y Demain (75) reportan que la endo-poligalac-

tcuronasa de esta especie es una sola enzima, y no un sistema 

multienzimítica como sucede en endo- poligalactouronasas fangi 
cas, lo cual podría pensarse debido a las tres fases de reac-
ción que presenta. Sin embargo, en una publicación muy re-

ciente, de un estudio con técnicas más modernas, Lim y colaba 
radares (49) reportan haber encontrado tres formas de endo-po 
ligalactouronasa en el sobrenadante del cultivo de K. ékagí- 
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tiá, a las que denominan enzima I, enzima 11 y enzima 111, y 

sus propiedades son las siguientes: 

PI pH 
(daltones) (°C) 

Enzima 	I 6.1 4b 000 4-5 50 0.313 

Enzima 	II 6.1 50 000 4- 5 SO 0.227 

Enzima 	III 5.8 30 000 4-5 50 0.500 

Donde: pI es el punto isoeléctrico, M peso molecular, T y pH 

son los óptimos, y los valores de Km  dados son para ácido péc 

tico. 

Estos autores encontraron además que las tres enzimas son gli 

coprotelnas, cuyo principal carbohidrato constituyente es la 

manosa; las tres son estables entre valores de pH de 3.5 y 

6.0, y a temperaturas mayores que 50°C, pero pierden la mayo-

ría de su actividad a 70°C. Para las tres enzimas, su acción 

sobre el ácido péctico es rompiendolo al azar para generar á-

cidos oligogalactourónicos a las !Risillas velocidades, y mues-

tran acción macerativa en tejidos de papa y zanahoria. 

Luh y Phaff (53) reportan que la endo-poligalactou-

ronasa de K. lítagi/íz es constitutiva, pero Wimborne y Rickard 
(109) 12 ebbfindmil rivan parrial~te constitutiva, ya ore la a-

dición de pectina al medio de cultivo duplica la producción 

de la enzima. En este último artículo se reporta además que, 
en estudios hechos en un fermentador en medio de glucosa y 

sin pectina, la síntesis de la enzima se reprime por completo 
en condiciones de alta aireación: sólo se produce si la fer-

mentación es anaerobia, o desde el momento en que se interrum 

pe la condición aerobia por inyección al medio de N2 O COI  em 

lugar de aire. En cultivo en matraces agitados sí hay produc 



ción de enzima, lo que implica que condiciones moderadamente 

aerobias no reprimen la síntesis de la endo-poligalactourona-

sa (53,109). 

Los estudios realizados sobre la posible utiliza-

ción comercial de la endo-poligalactouronasa de K. Piag.¿Ci5 

son prácticamente nulos. Entre las pocas evidencias reporta-

das de que esta enzima puede tener alguna utilización, está 

el trabajo de Kohayashi y Matsuo (43), que la utilizaron para 

macerar el líber para la elaboración de pulpa de papel; otros 

autores han reportado que esta enzima es efectiva en su acción 

macerativa en tejidos de papa y zanahoria (49), y tan efecti-

va como la poligalactouronasa de AApetgittus kawach.¿¿ y mejor 

que las poligalactouronasas de zanahoria y tomate para mace-

rar papa y ramio (69); también se reporta que es capaz de de-

gradar pectinas de cítricos, cáñamo y ramio (43). En cuanto 

a su capacidad para clarificar, Luh y Phaff (53) reportan que 

la endo-poligalactouronasa de K. ilnagítih fué capaz de hacer-

lo en una solución de 21 de pectina cítrica, alcanzando las 

máximas velocidades entre 55 y 60°C y a un pH entre 3.5 y 4.0. 

Por otra parte, Pollard y Kieser (77) reportan que en las si-

dras la pectina se encuentra ausente, lo cual, de acuerdo a 

sus investigaciones, se debe a la presencia de una levadura 

productora de poligalactouronasa que se desarrolla a lo largo 

de la fermentación; la acción combinada de esta enzima con la 

pcutinc>tearasa de la manzana degrada al polímero dando como 

resultado un producto clarificado; sus estudios demostraron 

que esta poligalactouronasa era prácticamente idéntica a la 

endo-poligalactouronasa de K. ¡tagt/iá estudiada por Phaff y 

colaboradores, aunque la cantidad de enzima que producía la 

levadura aislada del sedimento de la sidra era 10 veces menor 

que la cantidad producida por una cepa de K. pidg.i./ís contra 

'a que ellos la compararon. Quedó totalmente claro de este 
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trabajo que es necesaria la presencia de ambas enzimas: pec-

tinestearasa y poligalactouronasa, para que desaparezca la 

pectina del mosto; cuando la primera no se encontraba activa, 

la eliminación de la pectina era incompleta, y la ausencia de 

la segunda, producida por la levadura, resulta en una sidra 

no clarificada. Esto concuerda perfectamente con lo reporta-

") por Yamasaki y colaboradores (H r) para jugo de manzana, 

quienes encontraron que una pectinestearasa sola no es capaz 

de clarificar el jugo, mientras que una endo-poligalactourona 

sa sola produce una clarificación incompleta: solamente la co 

existencia de ambas enzimas, procedentes de cualesquiera fuen 

tes, son capaces de clarificar el jugo por completo. 
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3.- MATERIALES Y METODOS 

3.1.- Microorganismos 

Se utilizaron las cepas k(uyvelomyce.5 6tagt(t.s L-

278, de la colección de cultivos del Departamento de Biotec 

nología y Bioingeniería del Centro de Investigación y Estu-

dios Avanzados del IPN, y Ktuyvetomyce5 Oagitiá C-351 pro-

porcionada por el Dr. Bor S. Luh del Departamento de Cien-

cia y Tecnología de Alimentos de la Universidad de Califor-

nia en Davis. Ambas cepas fueron mantenidas en medio de pa-

pa dextrosa agar (Bioxon). 

3.2.- Medios y soluciones 

-Medio de glucosa: se preparó con agua destilada y 

desionizada con 21 de glucosa anhidra, 0.2% de extracto de 

levadura (Bioxon), 0.11 de (N1-1,)250,, 0.051 de KH2P0, y 0.05% 

de MgS0.. 

-Medio de lactosa: se preparó de la misma manera, 

sustituyendo la glucosa por una cantidad igual de lactosa, a 

senos que se indique otra concentración. 

Los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C 

durante 15 min, separando siempre el azúcar del resto de los 

nutrientes. 

-Medio de suero: se preparó a partir de suero de 

queso en polvo proporcionado por Cremería La Fronteriza S.A., 

México D.F.; el polvo se resuspendió en agua destilada y des 

ionizada en una concentración de b.451; se adicionó aue..  ...II-

0.51 de (1411‘) 250., 0.51 de K2HP0. y 0.11 de extracto de leva 

dura (Bioxon). El pH se ajustó, cuando se requería, con 
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112SO4. La esterilización del medio se realizó en autoclave 

a 17.1*C durantc 12 4.1111A, y para la pasteurización se calentó 

en baño de agua hirviendo hasta 80°C durante 15 seg. El sue 

ro resuspendido se esterilizó o pasteurizó por separado del 

resto de los nutrientes. En todos los casos deberá asumirse 
que el suero es estéril, a menos que se indique que es pas-

teurizado. 

En los casos correspondientes, se adicionó al me-
dio 0.51 (a menos que se especifique otra cantidad) de pecti 

na cítrica comercial, la cual se esterilizó o se pasteurizó 
juntc ;,..nre do r2rhnhidrato (lartosa o suero según 
el caso). 

-Solución de ácido péctico: el ácido péctico se 

preparó a partir de pectina cítrica comercial, hidrolizando 

con NaOH el éster metílico de los grupos metoxilados para 
1;^n formar el pectato de sodio; posteriormente el ácido ralr  

se formé agregando HCI. La técni,..2 sii!uida fué la siouiente: 
0.5 g de pectina se disolvieron en 100 ml de agua; la solu-

ción se enfrió a 4°C, se agregó NaOH al 101 (p/v) hasta que 
la solución se tornó transparente; se dejó reposar en el re-

frigerador durante 30 min, y se agregó HC1 (1 parte de HC1 
com. por 2.5 partes de agua) poco a poco hasta que se formó 

un precipitado gelatinoso. El precipitado se filtró através 
de un filLru de vidrio poro Pyrca ASTM 10-60 C, se lavó 

A.e.41.14.1 v AncinvsiTAn. V CP CHCIIPTIM6 en agua ; el ------ 	 • 
pH se ajustó con NaOH a 5.0, pH al cual el ácido péctico se 

fin'im^nté. se lefnrA rnp agua a ;DO ml. 

3.3.- Condiciones de cultivo 

-En matraces: para los cultivos aerobios se utili- 
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zaron matraces erlenmeyer de 250 ml con "bafles" y tapados 

con algodón. Los cultivos anaerobios se realizaron en matra 

ces erlenmeyer de 250 ml, y el medio se desoxigenó burbujean 

do N2 durante 1 min, y tapando la boca del matraz rnn 

film (American Can Co.). Los cultivos microaerobios se rea-

lizaron como estos últimos pero sin desoxigenar. Para obte-

ner varios puntos a lo largo de una fermentación, se tomaron 

muestras del matraz en condiciones estériles; en el caso del 

cultivo anaerobio, se burbujeó N2 nuevamente, cada vez que 

se destapaba el matraz para tomar una muestra. En todos los 

casos, los matraces se incubaron a 28°C con una agitación de 

200 rima en un agitador con incubadora ambiental New Brunswick 

modelo G24. Los volúmenes de trabajo fueron de 150 ml por 
matraz. 

-En fermentador: se utilizó un fermentador New 

Brunswick BioFlo modelo C30. El volumen de trabajo fué de 
500 al, la temperatura de 28°C y la aireación, cuando era el 
caso, de 0.8 vvm; cuando la feraentación era o requería una 
etapa anaerobia. se  burbujeó m:  crinct.-terrnte, en lugdt  de 
aire; para controlar la espuma, en caso necesario, se agrega 

ron unas gotas de antiespumante de silicón. La agitación, 

la cantidad y concentración del inóculo, y el pH inicial del 

medio se especifican para cada fermentación. 

3.4.- Parámetros de crecimiento 

-Concentración de biomasa:  se determinó por turbi-

dimetria, midiendo la absorbancia a 650 nm en un espectrofo-

t6metro PYE UNICAM modelo SP 30 UY, utilizando agua destila-

da como blanco y para diluir las muestras; estas diluciones 

se efectuaron de tal manera que se evitó que la absorbancia 

excediera un valor de 1.300. Para el medio de suero se res- 
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tó a los valores de absorbancia de cada muestra el valor re-

sultante de la turbiedad de las proteínas coaguladas, consi-

derando que este valor no cambiaba a lo largo de la fermenta 

ción, ya que esta levadura es incapaz de degradar las proteí 

nas séricas (102); de este modo, el resultado de la resta de 

la turbiedad de la muestra y la turbiedad del medio original, 

representaba la turbiedad debida a la concentración celular. 

A partir de los valores de absorbancia se determinó la con-

centración celular por comparación con una curva patrón, cu-

yos puntos se obtuvieron de la siguiente manera: se prepara-

ron cinco JilüLiürlob a partir de un cultivo en matraz agita-

do de K. 4ftagilia L-278 en medio de lactosa; se determinó la 

turbiedad de cada dilución, y se hizo pasar un volumen de 

150 ml de cada una através de membranas ?4illipore, con poros 

de 0.45 um de diámetro, previamente puestas a peso constante; 

la biomasa retenida en la membrana se lavó con agua destila-

da y desionizada y se secó en una estufa con vacío a 60°C 

hasta peso constante. 

-Rapidez específica de crecimiento (ji): de acuerdo 

con la ecuación integrada para el crecimiento exponencial 

ln X 	Lit + 8, la rapidez específica de crecimiento (p) está 

dada por la pendiente de la recta correspondiente a dicha e-

cuación, donde X es la concentración de biomasa en el tiempo 

t y B la constante de integración; esta ecuación sólo es vá-

lida durante la fitbr de crecimiento iOgarítM1CO. Para deter 

minar la p de cada fermentación, se ajustaron por regresión 

lineal los puntos experimentales coaprendidos en la fase men 

cionada, y se determinó la pendiente de la recta ajustada a 

los puntos cuyo coeficiente de correlación fué el más alto. 

-Contenido de proteína en biomasa: se determinó 

por el método de Kjeldahl (N X 6.2'5) reportado en el A.O.A.C. 
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utilizando para la digestión 25 ml de H2S0, conc. y 6 g de 

mezcla reactiva de selenio para determinar nitrógeno según 

Weininger (Merck). Para la determinación, la muestra se se-

có a 90'C en una estufa durante toda la noche, y después se 

mantuvo en un desecador durante 24 hrs. 

-Lactosa en el medio: se determinó midiendo reduc-

tores directos por el método de Somogyi-Nelson (64), compa-

rando con una curva patrón de glucosa; para hacer la determi 

nación se separó la biomasa por centrifugación del medio a 

3500 rpm durante 15 min para el medio de lactosa, y 30 min 

para el medio de suero. Las lecturas se hicieron en un espec 

trofotómetro PYE UNICAN modelo SP 30 UV. 

-EH: se determinó en las pruebas en el fermentador, 

con un potenciómetro New Brunswick modelo pH-40. 

-Oxigeno disuelto: se determinó con un analizador 

de oxígeno disuelto modelo D.0.-50 con registrador, y se gra 

ficó a lo largo de la fermentación. Se ajustó el 100% de sa 

turación de oxígeno disuelto con agua destilada y desioniza-

da a 25°C. 

Los electrodos de pH y oxígeno disuelto se esteri-

lizaron bahandolos en solución de NaC1O, y en segundo térmi-

no en etanol, inmediatamente antes de introducirlos en el 

fermentador. 

Para asegurar la pureza del cultivo, se observaron 

periódicamente a lo largo de la fermentación, muestras del 

medio al microscopio mediante una tinción de Gram. 
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3.5.- Actividad 

Como solución de enzima se utilizó el sobrenadarte 

resultante de la centrifugación del caldn de cultivo, a 3500 

rpm, durante 15 min si la fermentación se hizo en medio sin-

tético, o durante 30 min cuando se utilizó el medio de suero. 

Para determinar la actividad se utilizaron dos métodos. 

-Disminución de viscosidad: en un viscosímetro 

Ubbelohde No. 2C de Cannon Instrument Co. se midió, a dife-

rentes intervalos de tiempo, el tiempo de flujo de 12.6 ml 
de una solución de pectina cítrica comercial aI 0.51 (p/v) 

con un pH de 5.0, y 1.4 ml de la solución de enzima (105 del 
volumen total); la reacción se efectuó a 30°C manteniendo el 

bulbo del viscosímetro en un baño de agua a temperatura cons-

tante. Las medidas se compararon con un testigo en las mis-

mas condicones, pero en el cual se utilizó una solución de 

enzima inactivada térmicamente (92°C durante 40 min). 

- Aumento de reductores: el método empleado para la 

determinación de reductores fué el de Somogyi-Nelson (64). 

Los valores se obtuvieron por comparación con una curva pa-

trón de glucosa; las lecturas se hicieron en un espectrofotó 

metro PYE UNICAM modelo SP 30 UV. Para medir la actividad 

se determinó el aumento de reductores provocado por 0.1 ml 

A0 	de enzi:: en 9.9 al aC uuil sviucian de ácido péc 

tico al 0.11 (p/v) con un pH de 5.0; de la mezcla enzima-sus-

trato, que permanecía en un baño a 30°C, se tomaron alícuotas 

para determinar reductores a tiempos de reacción de: menos de 

1, 5, 10 y 15 ■in, considerando como tiempo de reacción el 

transcurrido desde que la enzima entraba en contacto con el í 

cido péctico hasta que la alícuota se mezclaba con el reacti-

vo I de Somogyi-Nelson, momento en el cual la reacción se de- 

tenía. 
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Se definió como unidad de actividad de endo-poliga 

lactouronasa (uPG), a la cantidad de enzima que produce una 

hmol de grupos aldehído por minuto, a 30°C y p11 5.0. 

La razón de haber utilizado dos métodos para la de 

terminación de actividad es que el método de disminución de 

viscosidad es más sensible que el de aumento de reductores, 

por tratarse de una endo enzima; esto se comprobó al detec-

tar actividad por disminución de viscosidad en muestras en 

las que no se detectó por aumento de reductores; sin embargo, 

con fines cuantitativos este últi o es  más ""r""^ 	"2 nein 

la actividad es muy alta, el método de disminución de visco-

sidad es menos preciso aún, ya que esta enzima hidroliza a 

la pectina solamente entre dos grupos carboxílicos libres, 

teniendo preferencia por las cadenas más grandes (54), de 

ahí que la hidrólisis sobre la pectina sea limitada; cuando 

la actividad de una muestra es alta, este limite es alcanza- 

do rápidamente, entonces no pueden cuantificarse las activi- 

dades que excedan un cierto valor. 

-Actividad específica:  la actividad se determinó 

por aumento de reductores, y la proteína por el método de 

Lowry y colaboradores (52), comparando con una curva patrón 

de albúmina bovina. Las lecturas se hicieron en un espectro 

fotómetro PYE UN1CAM modelo SP 30 UV. 

3.6.-Purificación de la enzima 

La enzima se obtuvo por precipitación con 

(N/1 4)250b, obteniéndose en la fracción que precipita al agre 

gar a la solución, entre el 35 y 651 (p/v) de esta sal. 
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A 108 ml de solución de enzima, se le agregaron 35 
de (Nlik)2:904 pur cada 100 ml de solución; el precipitado 

umuá IVAM4UV Luc separadu por centriÉugación a a U00 

rpm durante 20 min; este precipitado no presentó actividad 

enzimática. Al sobrenadante se le agregó (NH,)250„ hasta 65 

g por 100 ml de solución, y el precipitado se separó por cen 

trifugación a 10 000 rpm por 30 min; el sobrenadante de esta 

segunda precipitación tampoco presentó actividad enzimática. 
El precipitado obtenido se aforó a 20 ml con solución amorti 
giradora de acetatos 0.1 M a pH 5.0. La solución anterior se 

dializó en una bolsa de celofán para diálisis, contra una so 

lución amortiguadora de acetatos 0.1 M a pH 5.0; esta solu- 

ción se cambió una hora despul: y 	deje, de,ce hutas máb. 

3.7.- Aplicación de la enzima en jugo de manzana 

Se evaluó la posibilidad de aplicar la endo-poliga 
lactouronasa de K. pugítía en la clarificación de jugo-  de 
manzana; para ello se utilizó la solución dializada de enzi-

ma, y se comparó su capacidad para clarificar con una enzima 

comercial en polvo: Irgazyme 100 de Ciba-Geigy; para efectuar 
las pruebas, se disolvieron 6.07 mg de la enzima comercial 

en 50 ml de agua y se aforó a 100 ml. 

El jugo de manzana se preparó en un extractor de 

jugos Turmix; el jugo obtenido se filtró através de una man-

ta de cielo para separar las partículas gruesas. Volúmenes 
iguales del jugo así preparado SP colocaron  en tres =atraces: 
a uno se le agregó la solución de enzima comercial necesaria 
para obtener una concentrzcitSo final en el jugo de 75 ppm 
(proporción recomendada por el fabricante), al siguiente se 

le agregó el equivalente en uPG de la solución de enzima de 
K. ítagítía, y el tercero se utilizó como control; los tres 
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matraces se mantuvieron en un bailo a 50 o 30°C; posteriormen 

te se filtraron atravós de un papel Wattman No. 1, y a los 

tres filtrados obtenidos sp les deter=in5 la turbiedad con- 

tra un blanco de agua a 650 nm en un espectrofotómetro PYE 

UNICAM modelo SP 30 UY. 

3.8.- Secuencia experimental 

A continuación se muestran las etapas del presente 

trabajo. 
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1.- Comparación de las cepas 

Para seleccionar entre las dos cepas con las que 

se contaba, utilizando la producción de enzima y el creci-

miento de biomasa como parámetros, se hicievun varias prue-

bas: en la gráfica 4.1.1 se muestra la actividad medida por 

disminución de viscosidad que mostraron cada una de las cepas 
en cultivo ■icroaerobio en matraces, con un crecimiento de 

cuatro días, tanto en medio de glucosa como de lactosa; en 
vista de que todos los estudios reportados de la producción 

de esta enzima fueron realizados en medio de glucosa, y ade-
más debido a que existe un estudio reportado por Luh y Phaff 

(54) en el que encontraron que al agregar lactosa a la enzi-

ma producida en medio de glucosa había una ligera disminu-

ción de la actividad enzimática, fué necesario estudiar la 

factibilidad de producir la endo-poligalactouronasa utilizan 

do lactosa como fuente de carhonn y observar si en este caso 

se presentaba una pérdida considerable de artiviAad. Por 

tal razón, se comparó la actividad mostrada por las cepas 

cultivadas en ambos sustratos. La gráfica 4.1.2 muestra las 

curvas de crecimiento y de actividad medida por aumento de 

reductores de ambas cepas crecidas en matraces en medio de 

lactosa en condiciones microaerobias; en las gráficas 4.1.3 

y 4.1.4 se puede observar el efecto de la aireación en la 

producción de enzima en ambas cepas, crecidas en matraces en 
medio de lactosa; la primera muestra la actividad medida por 

disminución de viscosidad a las 95 hrs de cultivo, y en la 

segunda la actividad se midió por aumento de reductores. La 

tabla 4.1.1 resume estas pruebas. 

Los resultados muestran que ambas cepas presentan 

mayor actividad enzimática en cultivo de glucosa que en cul- 



- 64 - 

tivo de lactosa; sin embargo, ya que las diferencias mostra-

das no son importantes, es factible la producción de la enzi 

ma utilizando lactosa como sustrato. 

La cepa C-351 es la misma que utilizaron Phaff y 

colaboradores (53,54,55,28,27,75,70) en sus estudios de la 

endo-poligalactouronasa de K. ptagí/i45, de ahí que la mayor 

parte de la información que se tiene de esta enzima sea de 

la producida por dicha cepa; sin embargo, es evidente al ob-

servar los resultados, que la cepa L-278 presenta mayor acti 

vidad enzimática que la cepa C-351 en condiciones análogas 

de cultivo, PC decir, independientemente del sustrato y las 

condiciones de aireación, la primera cepa produce mayor can-

tidad de enzima que la segunda. En la gráfica 4.1.2 se ob-

serva que la producción de biomasa para ambas cepas es simi-

lar. 

Con base en estos estudios se seleccionó parar las 

pruebas posteriores a la cepa K. PtagiLi4 L-278. 
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4.2.- Influencia de la aireación en la producción de enzima 

En un cultivo en matraces con medio de lactosa en 

condiciones anaerobias, se estudió el crecimiento, el consu-

mo de lactosa, y la actividad por aumento de reductores de 

la cepa L-278; la determinación se hizo a partir de tres ma-

traces idénticos de los que se tomaba una muestra de cada 

uno al mismo tiempo; los resultados se promediaron y con los 

valores promedio se trazó la gráfica 4.2.1. 

Se realizaron estudios en el fermentador en medio 

de lactosa para dos niveles de aireación: aerobio y total-

mente anaerobio, y en medio de suero en condiciones aerobias. 

La gráfica 4.2.2 muestra los resultados de la fermentación a 

naerobia en medio de lactosa, y la gráfica 4.2.3 los resulta 

dos de la fermentación aerobia en suero. En la tabla 4.2.1 

se muestran las condiciones y los valores obtenidos de con-

centración máxima de biomasa, máxima actividad enzimática, 

rendimiento de biomasa, y velocidad específica de crecimien-

to en la fase logarítmica, de cana una de las fermentaciones. 

La actividad pectinolítica se midió por aumento de reducto-

res, y el método de disminución de viscosidad se usó para co 

rroborar cualitativamente los resultados. 

A lo largo de todo el estudio se encontraron varias 
evidencias de la influencia del oxígeno en la producción de 
enzima. El hecho más obvio es que a niveles altos de airea-

ción, la producción de la enzima es completamente reprimida, 

tanto en medio de lactosa como en sliero; si se comparan los 
resultados de las fermentaciones en medio de lactosa realiza 

das en idénticas condiciones en el fermentador, se puede ob-
servar que la enzima sólo se produce en la fermentación ana-

erobia, a pesar de que la cantidad de biomasa producida en 

ésta es siete veces menor que en la fermentación aerobia; en 
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esta última no se detectó actividad ni aún por el método de 

disminución de viscosidad. En la fermentación anaerobia la 

cantidad de biomasa obtenida y la velocidad específica de 

crecimiento, como era de esperarse, fueron mucho menores que 

las obtenidas en la fermentación aerobia, como puede verse 

en la tabla 4.2.1; esto obviamente contraviene el objetivo 

del trabajo, ya que representa un sacrificio considerable en 

la obtención de biomasa, no obstante que hay una buena pro-

ducción de enzima. En la fermentación aerobia en medio de 

suero, tampoco se detectó actividad pectinolítica por ningu-

no de los dos métodos. Wimborne y Rickard (109), en un estu 

dio similar pero en medio de glucnsa, encontraron este mismo 

efecto. 

En los cultivos en matraces, cuyos resultados se 

muuestran en el inciso anterior se 'encontró actividad enzimá 

tica tanto en condiciones aerobias como anaerobias; en la 

gráfica 4.1.3 se muestra que las dos cepas produjeron enzima 

en ambas condiciones, aunque el cultivo aerobio de la cepa 

C-351 presentó tan baja actividad, que no fué detectada por 

el método de aumento de reductores (gráfica 4.1.4); esto es 

debido a que las condiciones de aireación en los cultivos en 

matraces, son muy difíciles de regular, lo que no sucede en 

el fermentador; por lo tanto, en matraces aún los cultivos 

aerobios se ven limitados en oxígeno. También se puede ob-

servar que a medida que aumenta la oxigenación del cultivo, 

se inhibe la producción de enzima, y aparentemente existe un 

umbral, sobrepasado el cual la inhibición es total. Por otro 

lado, la actividad de los cultivos microaerobios en matraces 

(gráfica 4.1.1) es mayor que la presentada por los cultivos 

anaerobios en matraces (gráfica 4.1.3); esto puede explicar-

se, a pesar de que no se dispone de datos de concentración 

celular para estos experimentos, asumiendo que las condicio- 
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nes microaerobias permitieron un mayor desarrollo celular, 

sin inhibir la producción de enzima, permitiendo así una ma-

yor producción total de ésta, mientras que en la fermenta-

ción anaerobia de la gráfica 4.1.3, aunque se favorece la 

producción de enzima, se reprime la propagación celular. Es 

to puede apoyarse en los resultados obtenidos en la fermenta 

ción en matraces mostrada en este inciso (gráfica 4.2.1): 

aunque esta fermentación se pretendió realizar en condiciones 

anaerobias, comparando los parámetros de crecimiento celular 

con los de las otras fermentaciones en la tabla 4.2.1, es e-

vidente que esta fermentación no estuvo muy limitada en oxi-

geno, y por lo tanto, tuvo una alta producción de biomasa, 

que a su vez dió origen a una producción muy alta de enzima. 

Estos resultados también concuerdan con los de Wimborne y 

Rickard (109) y Luh y Phaff (53), quienes reportan haber en-

contrado producción de enzima en cultivos en matraces agita-

dos en medio de glucosa. 

De todo lo anterior se concluye que: la producción 

de enzima está estrechamente relacionada con el nivel de oxi 

genación del medio, reprimiéndose completamente cuando éste 

es muy alto; sin embargo, en condiciones completamente anae-

robias, debido a la poca producción de biomasa, la produc-

ción total de enzima no es muy alta y por lo tanto, la mayor 

productividad de enzima se da en condiciones microaerobias. 



TABLA 4.2.1 

INFLUENCIA DE LA AIREACION EN LA PRODUCCION DE ENZIMA 

CONDICIONES 	 RESULTADOS 

Gráfica Medio 	Aireación Agitación 	IniScuIo 	pH 	Xmax  Actmax 	
YX/S 

(rpa) 	(I) 	(g51)inicial (11/1  )(1.111G/a1) 	(hr-1 ) 1.4 

4.2.1 lactosa anaerobia 
	

3.90 	2.78 	0.30 0.09 
(matraces) 

lactosa aerobia 
(fermentador) 

4.2.2 lactosa anaerobia 
(feraentador) 

4.2.3 suero aerobia 
(fermentador) 

300 	5 	0.08 	5.2 	3.99 	0 	0.10 

300 	5 0.08 5.1 0.56 0.92 0.05 0.03 

400 	5 	0.08 	6.25 12.72 	0 	0.39 0.11 
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4.3.- Influencia de la pectina sobre la producción de enzima 

Para investigar si la pectina en el medio muestra 

un efecto inductor Sobre la pectinasa en condiciones altamen 

te aerobias, se realizó una fermentación en medio de lactosa 

(11) con pectina en el fermentador (gráfica 4.3.1), y se com 

paró con la fermentación aerobia en lactosa mencionada en el 

inciso anterior; este mismo estudio se realizó en suero, e-

fectuando una fermentación aerobia en medio de suero con pec 

tina en el fermentador (gráfica 4.3.2), comparándola con la 

fermentación aerobia en suero del inciso anterior (gráfica 

4.2.3); las condiciones y los resultados de estas cuatro fer 

■entaciones se resumen en la tabla 4.3.1. 

La tabla 4.3.1 muestra claramente que cuando se a-

diciona pectina al medio, aún en condiciones altamente aero-

bias, sí hay producción de endo-poligalactouronasa; este e-

fecto se observa tanto en medio de lactosa como en medio de 

suero, sin embargo, la producción de enzima es menor en sue-

ro que en el medio sintético. 

El hecho de que la pectina induzca la producción 

de enzima en condiciones aerobias, es de suma importancia en 

vista de que el objetivo de este trabajo es producir endo-po 

ligalactouronasa paralelamente al proceso de producción de 

biomasa a partir de suero, y este mecanismo permite lograrlo 

sin detrimento del rendimiento de este último producto; por 

esta razón, en todas las fermentaciones siguientes se adicio 

nó pectina al medio con objeto de obtener la máxima produc- 

ción posible de enzima. 

La gráfica 4.3.3 muestra la actividad pectinolíti-

ca medida por disminución de viscosidad, producida en condi-

ziónes microaerobias en cultivos en matraces con medio de 
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lactosa y con medio de lactosa (l.81) con pectina 
 

En esta gráfica no se observa un efecto evidente de induc-

ción por la pectina, lo cual parece indicar que la actividad 

enzimática obtenida gracias a las condiciones de baja oxige-

nación, no se ve mejorada al agregar pectina al medio de cul 

tino; sin embargo, debe considerarse que ya que el método de 

disminución de viscosidad no es muy preciso para cuantificar 

actividad enzimática, principalmente cuando ésta es ■uy alta, 

esta gráfica no es determinante para asegurar lo antes pro-
puesto. 



TABLA 4.3.1 

INFLUENCIA DE LA PECTINA SOBRE LA PRODUCCION DE ENZIMA 

Gráfica 

4.3.1 

4.2.3 

4.3.2 

Medio 

lactosa 

lactosa 
con 
pectina 

suero 

suero 
rnin 

CONDICIONES 

Aireación Agitación 

(r pm) 

aerobia 	300 

aerobia 	300 

aerobia 	400 

aerobia 	500 

In6culo 

(1) 	(gil) 

	

5 	0.08 

	

5 	0.08 

	

5 	0.08 

	

10 	3.18 

PH 

inicial 

5.2 

4.4 

6.25 

6.45 

RESULTADOS 

X
max 

Act
max 	YX/S 

(g/1)(uPG/ml) 

	

3.99 	0 

	

3.18 	1.07 	0.37 

	

12.72 	0 	0.39 

	

10.43 	0.32 	0.31 

u  

(hr-1 ) 

0.10 

0.08 

0.11 

0.15 

pectina 
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4.4.- Efecto del tratamiento térmico del suero sobre el cre-

cimiento y la producción de enzima 

Se decidió estudiar si el tratamiento térmico drás 

tico de la esterilización sobre el suero, tenía algún efecto 
adverso sobre el crecimiento y la producción de enzima. Pa-

ra ello se efectuó una fermentación en medio pasteurizado de 

suero con pectina en condiciones aerobias; se decidió tener 

un pH inicial más bajo en el medio para protegerlo de una po 

sible contaminación con algunas bacterias; la gráfica 4.4.1 

es el resultado de esta fermentación; las condiciones y los 

resultados se muestran en la tabla 4.4.1, y con fines compa-

rativos también se muestran en ésta las condiciones y resul-

tados de la fermentación aerobia de suero con pectina del in 

ciso anterior (gráfica 4.3.2), en al cual el medio fué este-

rilizado. 

La actividad enzimática obtenida en la fermentación 

de suero pasteurizado se vió claramente mejorada con respec-

to a la fermentación de suero estéril, efecto que puede ob-

servarse en la tabla 4.4.1. Sin embargo, no se puede asegu-
rar si este incremento se debe a la sustitución del trata-

miento de esterilización por el tratamiento menos drástico 

de pasteurización, ya que en este último caso también se mo-

dificó el pH inicial del medio. De haber influencia del pH 

inicial en la producción de enzima, ahí podría radicar la di 

ferencia obtenida en actividad entre el medio sintético de 

lactosa y el medio de suero (tabla 4.3.1). Por otro lado, 

si se comparan los patrones de comportamiento del pH del me-

cho a to largo de la teraentación, con los valores de activi 

dad en las gráficas 4.3.2 y 4.4.1 en las que la caída del pH 

es muy pronunciada, se puede notar que aparentemente existe 

una relación entre los valores de pH y los de actividad: a 

medida que el primero disminuye el segundo se incrementa. 
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En las gráficas 4.3.1 y 4.2.2 esta relación, aunque es menos 

evidente, también parece existir, sin embargo, en estos casos 

la caída de pH es mucho menos pronunciada, pero el pH inicial 

del medio es más bajo y a su vez, la actividad enzimática em 

pieza a incrementarse grandemente desde el inicio de la fer-

mentación. De todo esto se puede concluir que es probable 

que exista una relación entre el pH del medio y la producción 

de enzima, sin embargo, no hay evidencias sólidas para asegu 
rarlo; en la literatura tampoco se encontraron estudios al 

respecto para esta especie, sin embargo, se sabe que el pH 

es deterwirlante en la piúducLión de pectinasas de especies 

del género Aapehgíttuz (79). 

En relación a la producción de biomasa, los resul-

tados de concentración final y rendimiento obtenidos en la 

fermentación de suero pasteurizado, fueron un poco mayores 

que los resultados obtenidos en fermentaciones de suero esté 

ril anteriores, pero de ninguna manera se puede asegurar que 

estas diferencias sean significativas, y si lo fueran tampo-

co es posible saber si se debieron a las condiciones del tra 

tamiento térmico o al pH inicial del medio; no obstante, so-

bre la relación entre el pH inicial del medio de suero y la 

producción de biomasa sí existen reportes en la literatura 

para esta especie: Wasserman y colaboradores (99) reportan 

que con un pH inicial entre 5.0 y 5.7 se obtienen concentra-

ciones de biomasa significativamente mayores que partiendo 

de un pH diferente, y reportan además que no encontraron di-

ferencias importantes en el creci=iento en suero estéril y 

en suero sin esterilizar; de Sánchez y Castillo (107) repor-

tan 5.0 como el pH óptimo para la producción de biomasa, si 

se iniciaba la fermentación con un valor diferente a éste, 

la concentración final de biomasa obtenida y la proporción 

A^ lactc52 utilizada disminuían considerablemente; Noresi y 
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colaboradores (62) en cambio, encontraron através de un pro-

fundo análisis estadístico que el efecto del pH inicial era 

poco importante. 

En consecuencia, con la discusión anterior se pue-

de señalar que de este estudio y los reportes señalados, no 

puede aún establecerse una correlación definitiva entre pH i 

nicial y su patrón de cambio a lo largo de la fermentación 

con el rendimiento de biomasa y, mucho menos, con la produc-

ción de endo-poligalactouronasa. Para llegar a una propues-

ta sería necesario efectuar un estudio experimental detalla-

do del efecto del ?AL Dc igual .anera, los efectos del tipo 

de suero y el tratamiento térmico merecen un estudio más pro 

fundo por separado. Tal dependencia, seguramente, es parti-

cular para cada cepa y cada medio de cultivo. En primera 

instancia, y en general, sin embargo, un pH inicial entre 

5.0 y 5.7 promueve la propagación de la levadura y la sínte- 

sis enzimática. 



TABLA 4.4.1 

EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO DEL SUERO SOBRE EL CRECIMIENTO 

Y LA PRODUCCION DF ENZIMA 

Gráfica 

CONDICIONES 

Medio 	Agitación Inóculo 	pH 
V 	C 	inicial 

Xlux 

RESULTADOS 

Actuar 
	YX/S u 

(rime) (1) (gil) (g/1) (uPG/a1) (hr-I) 

4.4.1 suero 
con 
pectina 
pasteurizado 

500 10 0.29 	5.7 13.68 0.80 0.42 0.08 

4.3.2 suero 500 10 3.18 	6.45 10.43 0.32 0.31 0.15 
COA 
pectina 
esteril 
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4.5.- Efecto de la suspensión de aire en la producción de en 

zima en medio con pectina 

Para tratar de AUMPntar 	
de enzima, se 

estudió una fermentación en medio de lactosa (11) con pecti-

na, donde aproximadamente la mitad de la fermentación se rea 

lizó en condiciones aerobias, y el resto bajo condiciones a- 

naerobias. En la gráfica 4.5.1 se muestran los resultados 

de esta fermentacion. 

El mismo estudin se realizó en medio pasteurizado 

de suero con pectina: en una fermentación se realizaron dos 

etapas, la primera aerobia y la segunda anaerobia, y en otra 

fermentación se efectuaron tres etapas, la primera 
aerohia, 

la segunda anaerobia y la última nuevamente aerobia. Los re 

multados de la primera fermentación se presentan en la gráfi 

ca 4.5.2; esta fermentación no se concluyó debido a que espu 

mó y posteriormente se contaminó; los datos reportados son 

los obtenidos hasta antes de que espumara. La gráfica 4.5.3 

muestra la segunda fermentación. 

La tabla 4.5.1 resume las condiciones y los resul-

tados de las tres fermentaciones anteriores; en esta tabla 

se dan resultados parciales para cada una de las fases y los 
resultados de cada fermentación completa. 

En estas fermentaciones podemos observar que no 

hay una evidencia clara de que la anaerobiosis incremente el 

efecto inductor de la pectina sobre la producción de enzima, 

M puede asegurarse, debido a la poca claridad de los resul- 

tados, que la combinación de ambas condiciones, 	 
y presencia de 

pectina en el medio, incrementen la produc-

ción de enzima con respecto al efecto de una sola de las con 

diciones; sin embargo, en caso de haber tal incremento éste 
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parece no ser significativo, y en cambio, disminuye conside-
rablemente la prbdurribn de biomasa. Esto concuerda con el 
resultado reportado en la gráfica 4.3.3, en donde los resul-
tados muestran que la actividad producida en medio de lacto-
sa sin pectina en condiciones microaerobias, es igual a la 
actividad producida en medio de lactosa con pectina en las 
mismas condiciones; no obstante, hay que tener presentes las 

limitaciones del método de disminución de viscosidad. 



TABLA 4.5.1 

EFECTO DE LA SUSPENSION DE AIRE EN LA PRODUCCION DE ENZIMA EN MEDIO DE PECTINA 

Gráfica 

4.5.1 

4.5.2 

4.5.3 

Medio 

lactosa 
con 
pectina 

suero 
con 
pectina 
pasteuri 
zado 

suero 
con 
pectina 
pasteuri 
zado 
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(rpa) 
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500 
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4.6.- Consideraciones generales sobre las fermentaciones 

Las tablas 4.6.1 y 4.6.2 resumen las condiciones 

más importantes y los resultados de las fermentaciones pre-

sentadas en los incisos anteriores; las columnas de "tiempo 

de fermentación" se refieren al tiempo en el que la lactosa 

alcanzó su nivel más bajo, es decir, el tiempo en que la fer 

mentación pudo haberse considerado concluida. La primera ta 

bla se refiere a las fermentaciones en medio de lactosa, y 

la segunda, en medio de suero. 

En general, como muestran las gráficas de las fer-

mentaciones presentadas en los incisos anteriores, las curvas 

de crecimiento y consumo de lactosa tienen un comportamiento 

perfectamente paralelo, coincidiendo en cada una de las fa-

ses. 

La producción de enzima, como puede observarse en 

todas las fermentaciones presenta una curva que puede consi-

derarse asociada al crecimiento, y por lo general, la activi 

dad empieza a decaer en la fase estacionaria. 

Puede observarse en las tablas de este inciso, que 

las fermentaciones anaerobias, o con una fase anaerobia, vie 

ron disminuida su concentración máxima de biomasa, y en cam-

bio, no se obtuvo ningún beneficio en la producción de enzi-

ma, además esta condición prolongó el tiempo de fermentación; 

en cambio, la cantidad de actividad enzimática producida en 

las fermentaciones aerobias con pectina, igualó a la produci 

da en condiciones anaerobias pero mejoró considerablemente 

los parámetros de crecimiento. 

El rendimiento de biomasa más alto que se obtuvo 

en suero fué de 0.42, el cual es inferior a los rendimientos 
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reportados en la literatura para fermentaciones efectuadas 

en condicones de laboratorio: Wasserman y colaboradores (105) 
reportan 0.55, Moresi y col. (61) 0.57 y Castillo y col. (20) 
0.55; para fermentaciones en gran escala, Wasserman y col. 

(105) reportan un rendimiento de 0.42, esta baja la atribu-

yen a que en estas condiciones, no se puede satisfacer la de 

manda de oxigeno de la levadura como se hace en las condicio 
nes de laboratorio; Bernstein y col. (12), también en fermen 
tación a gran escala, obtuvieron rendimientos de entre 0.45 

y 0.52, y también hacen mención a la dificultad de oxigenar 

adecuadamente una fermentación de grandes dimensiones. More 

si y col. (15,61,62) reportan que una de las condiciones más 

determinantes en el rendimiento de biomasa, es la aireación 

del medio; Wasserman y col. (103,101) coinciden en esto. Lo 

más probable es que el bajo rendimiento obtenido en este es-
tudio, se haya debido a una limitación en la capacidad del e 

quipo para proporcionar un buen coeficiente de transferencia 

de masa a velocidades apropiadas de agitación, ya que, duran 

te la mayor parte de la fase de crecimiento exponencial, el 

oxigeno disuelto en el medio de suero bajaba hasta cero, co-

mo se ve en las gráficas 4.2.3, 4.3.2 y 4.4.1. Esta defi-

ciencia no pudo ser corregida, debido a que al aumentar la 

aireación se producía espuma en una cantidad que era muy di-

fícil de controlar. 

Cabe hacer notar que, en todas las fermentaciones 

de suero (gráficas 4.2.3, 4.3.2, 4.4.1, 4.5.2 y 4.5.3) al i 

nicio de la fermentación el pH sufría un ligero aumento pa-
ra después descender; aunque en algunos casos este aumento 
no es muy obvio, es evidente que al menos no descendía des-

de el inicio de la fermentación. Esto coincide con lo re-

portado por Castillo y col. (30); este fenómeno no se obser-

va en el medio sintético de lactosa. Otro fenómeno que sólo 
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se observó en las fermentaciones de suero, es el pico de de-

manda de oxigeno que se presentó entre la fase de acostumbra 

miento y la fase de crecimiento logarítmico (gráficas 4.2.3, 
4.3.2, 4.4.1 y 4.5.2). Wasserman y col. (99) reportan que 

K. Ptagaí4 al fermentar el suero, consume rápidamente el á-
cido láctico presente en el medio, antes de consumir la lac-
tosa; este hecho puede explicar la razón de que los dos fenó 
menos observados en el inicio de las fermentaciones de suero 

(aumento del pH y pico de demanda de oxigeno), sólo se pre-

sentan en suero y no en el medio sintético, en vista de que 

el primero contiene ácido láctico y el segundo no; por esta 

razón, la levadura al inicio de la fermentación posiblemente 
consuma el ácido láctico, disminuyendo la acidez del medio y 

por lo tanto el pH se ve incrementado; en lo referente al pi 

co de demanda de oxígeno, el consumo rápido del ácido lácti-

co al inicio de la fermentación, provoca una alta demanda de 

oxígeno momentanea, y posteriormente se presenta una fase de 

acostumbramiento necesaria para iniciar el consumo de lacto-

sa; esta fase de acostumbramiento está acompañada de una dis 

minución de la actividad metabólica y por lo tanto, la deman 

da de oxígeno se ve disminuida momentaneamente, para incre-

mentarse a medida que la capacidad de metabolizar la lactosa 
va en aumento. 



TABLA 4.6.1 

TABLA COMPARATIVA DE LAS FERMENTACIONES EN MEDIO DE LACTOSA 

Gráfica 	Condiciones 	%az 	Actmax 	
Y
X/S 
	t de ferm t 

(g/l) 	(uPG/m1) 
	

(hr i ) 	(hrs) 

	

4.2.1 	anaerobia 	 3.90 	2.78 	0.30 	0.09 	53.5 
matraces 

	

4.2.2 	anaerobia 
	

0.56 
	

0.92 	0.05 
	

0.03 	105.5 

aerobia 
	

3.99 	 0.10 
sin pectina 

	

4.3.1 	aerobia 	3.18 	1.07 	0.37 	0.08 	38 
con pectina 

	

4.5.1 	aerobia-anaerobia 	2.09 	0.58 	0.25 	 69 
con pectina 

t Tiempo en el que se alcanzó la mínima concentración de lactosa. 



TABLA 4.6.2 

TABLA COMPARATIVA DE LAS FERMENTACIONES EN MEDIO DE SUERO 

Act a 	YX/S 	1.1 	t de feria t Gráfica Condiciones 	Xmax 
(01) 	(uPG/n1) 	(hr 	(hrs) 

4.2.3 aerobia 	12.72 	0 	0.39 	0.11 	94 
sin pectina 

1 	 4.3.2 aerobia 	10.43 	0.32 0.31 	0.15 	56 
con pectina 

4.4.1 	aerobia 	13.68 	0.80 	0.42 	0.08 	48 
pasteurizada 
con pectina 

4.5.2 aerobia-anaerobia 6.33 
	

0.55 0.36 
pasteurizada 
con pectina 

4.5.3. aerobia-anaerobia- 10.96 	0.53 	0.30 	91 
aerobia 
pasteurizada 
con pectina 

* Esta fermentación no se concluyó 
t Tiempo en el que se alcanzó la mínima concentración de lactosa. 
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4.7.- Composición proteica de la biomasa 

De la fermentación en medio pasteurizado de suero 

con pectina (gráfica 4.4.1), se recuperó la mezcla de bioma-

sa y proteínas del suero y se le determinó proteína cruda 

(N X 6.25); el resultado, promedio de dos determinaciones, 

fué 45.581. Este valor es similar a los reportados en la li 
teratura (tabla 2.2.2). 

4.8.- Estabilidad de la enzima 

El producto final de la fermentación de medio pas-

teurizado de suero con pectina (gráfica 4.4.1), se guardó en 

congelación durante dos meses. La actividad enzimitica al 

suspender la fermentación fué de 0.72 uPG/m1; al cabo de los 

dos meses se determinó nuevamente la actividad y el resulta-

do fué 0.76 uPG/ml, lo cual implica que se conservó Integra 

la actividad en este lapso de tiempo, y por lo tanto, la PM-

do-poligalactouronasa de K. gfltagítí4 es una enzima muy esta-

ble. Esto coincide con lo reportado por Luh y Phaff (54). 

4.9.- Purificación de la enzima 

Del caldo de la fermentación de medio pasteurizado 

de suero con pectina (gráfica 4.4.1), el cual tenía una acti 

vidad enzimática de 0.76 uPG/m1 y una actividad específica 

de 0.13 uPG/mg de proteína, se recuperó la endo-poligalacto-
uronasa por precipitación con (N114)2504; el volumen original 
era de 108 al y la enzima precipitada se redisolvió para ob-

tener un volumen total de 20 ml con una actividad de 2.49 

uPG/ml, lo que implica que se recuperó el 60.67% de la acti-

vidad total; finalmente esta solución se dializó y se obtuvo 

una solución con 2.18 uPG/ml y una actividad específica de 

0.50 uPG/mg de proteína, lo que implica que la enzima se pu- 
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rific6 3.85 veces utilizando un método sencillo y barato. 

4.10.- Aplicación de la enzima en la clarificación de jugo 
de manzana 

La solución dializada de enzima con una actividad 

de 2.18 uPG/E1 del inciso anterior, se utilizó para las 

pruebas de clarificación de jugo de manzana. La solución de 

enzima comercial que se preparó para comparar la endo-poliga 

lactouronasa de K. 	tenla una actividad de 2.17 

uPG/ml. 

En la tabla 4.10.1 se muestran los valores de tur-

biedad en unidades de absorbancia de los jugos filtrados, 

después de incubarse a diferentes tiempos y temperaturas con 

las enzimas. 

La figura 4.10.1 muestra el aspecto de los jugos 
después de clarificados. 

De la tabla 4.10.1, resulta evidente que la enzima 
probada es prácticamente tan efectiva como la comercial; aun 
que la turbiedad es en todos los casos menor para el jugo 

tratado con pectinasa comercial, que la del jugo tratado con 
la endo-poligalactouronasa, estas diferencias no son impor-
tantes. La diferencia visual como muestra la figura 4.10.1 
es también despreciable. En cualquiera de los casos, la tur 
biedad del jugo tratado con la enzima probada, es bastante 
menor que la del jugo de marca comercial, y por lo tanto su 
aplicación en el proceso industrial es factible. El proceso 
industrial de clarificación a 50°C, se realiza en un lapso 
de tiempo de 3 a ó hrs (14). A esta misma temperatura y en 

una hora se alcanzó la máxima clarificación lograda con la 
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endo-poligalactouronasa. Sin embargo, queda por aclarar si 

la enzima tiene la capacidad de clarificar por si misma, o 

requiere de la ayuda de la pectinestearasa nativa de la man-

zana; si esto último sucede, la clarificación no se vería a-

fectada por el proceso industrial normal, ya que la clarifi-

cación del jugo de manzana se efectúa antes de la pasteuriza 

ción (65), la cual podría inactivar a la pectinestearasa. 

El hecho de que la pectinasa de K. Vtagília, sea 
una enzima de tipo endo y que por lo tanto pueda disminuir 

rápidamente la viscosidad de una solución de pectina, hace 

factible el uso de esta enzima en la fabricación de concen-

trados de jugos de frutas. Su capacidad aacerativa (43,49, 

69) hace factible su aplicación en varios procesos indus-
triales como: extracción de aceites esenciales, obtención 

de jugos, néctares y papillas de frutas, etc. 



TABLA 4.10.1 

RESULTADOS DE LA CLARIFICACION DE JUGO DE MANZANA 

t incubación 	T 	Absorbancia a 650 nal 	Control 
(hrs) 	(°C) 	Jugo con cado-PG 	Jugo con pecti 

de K. Vtagít.414 	nasa comerciar 

0.5 	50 	0.023 	0.017 
	

1.679 

1 	50 	0.016 	0.013 

2 	50 	0.029 	0.009 
	

1.699 

2 
	

30 	0.047 	0.014 
	

1.303 

4 
	

30 	0.022 	0.011 

JUGO DE MANZANA DE MARCA COMERCIAL 0.081 
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FIGURA 4.10.1 

APLICACION DE LA EN:IMA EN LA CLARIFICACION 

DE JUGO DE MANZANA 



- 104 - 

5.- CONCLUSIONES 

- La cepa L-278 presentó mayor actividad enzimati-

ca que la cepa C-351 en condiciones análogas de cultivo. 

- Ambas cepas presentaron mayor actividad enzimiti 

ca en cultivo de glucosa que en cultivo de lactosa, lo cual 

concuerda con lo reportado por Luh y Phaff (54). Sin embar-

go, las diferencias no son importantes y por lo tanto, es 

factible la producción de la enzima utilizando lactosa como 

sustrato. 

- La producción de enzima está estrechamente rela-

cionada con el nivel de oxigenación del medio, reprimiendose 

completamente cuando éste es muy alto tanto en medio de lac-

tosa como en suero; este mismo efecto fué reportado por 

Wimborne y Rickard (109) para medio de glucosa. Sin embargo, 

en condiciones completamente anaerobias, debido a la poca 

producción de biomasa, la producción total de enzima no es 

muy alta; por lo tanto, la mayor productividad de enzima se 

da en condiciones microaerobias. 

- La pectina muestra un claro efecto inductor so-

bre la producción de la enzima en condiciones altamente ae-

robias, tanto en medio de lactosa como en suero. 

- El  afecto de la anaprobiosis aunado al efecto in 

ductor de la pectina, no mejora la producción de enzima cola 

respecto a una sola de las condiciones, y en cambio, la aaae 

robiosis reduce de manera importante la producción de bioma-

sa y el rendimiento, y prolonga el tiempo de la fermentacióm. 

En vista de que, el objetivo de este trabajo es producir ea-

do-poligalactouronasa, paralelamente al proceso de produc- 
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ción de biomasa a partir de suero sin detrimento de su rendi 

miento, entonces es evidente que la mejor opción para lograr 

lo es através de una fermentación totalmente aerobia con pec 

tina en el medio. 

- El tipo de tratamiento térmico preparativo del 

medio de suero parece afectar la producción de enzima. Este 

punto merece un estudio más detallado. 

- Es probable que exista una relación entre el pH 

del medio y la producción de enzima, sin embargo, con los 

resultados obtenidos en este estudio no es posible asegurar-

lo. Se recomienda efectuar un estudio posterior que permita 

una mayor definición. 

- Los rendimientos de biomasa obtenidos fueron me-

nores que los reportados en la literatura debido a que no 

fué posible satisfacer la demanda de oxigeno del cultivo. 

- Se comprobó que la endo-poligalactouronasa de K. 

ítagítia es una enzima estable al almacenamiento, lo cual 

concuerda con lo reportado por Luh y Phaff (54). 

- La pectinasa obtenida mostró ser tan efectiva en 

la clarificación de jugo de manzana, como la pectinasa comer 

cial. Es factible que su aplicación se pueda extender a 

otros usos como: elaboración de jugos concentrados, extrac-

ción de aceites esenciales y obtención de jugos. néctares o 

papillas por su actividad macerativa. 

- De este estudio se concluye que: es factible pro 

ducir una pectinasa de aplicación industrial paralelamente a 

la obtención de un producto de alto contenido proteico, con 
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la utilización de materia prima de origen completamente ali- 

menticio y una levadura que no representa ningún riesgo toxi 

cológico. 
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