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i.- INTRODUCCION

El suero es el liquido resultante de la coagula-
ci6n de la leche durante la elaboracifn del queso, tras la
separacién de la caseina y de la grasa. Debido a sus com-
ponentes, ¢l suero de queso presenta una demanda bioquimi-
ca de oxigeno (DRO) de 32 000 o mis ppm (45), representan-
do un serio problema de contaminacidn cuando es vertido al
seno de cursos acuiferos. Si ademis consideramos que algu
nos de estos componentes poseen valiosas caracteristicas
nutricionales, a saber: proteinas de alta calidad, vitami-
nas y minerales, se hace comprensible el creciente interés
en el aprovechamiento de este subproducto.

En los paises altamente industrializados, los fa
bricantes de quesos se han viste obligados a encontrar al-
ternativas de utilizacibn del suero, debido a las rigidas
legislaciones sobre el control de desechos. En México no
hay alin restricciones tan severas para la emisifn de este
tipo de desperdicins al alcantarilliado municipal, corrien-
tes fluviales, lagos, etc., pero es muy probable que en um
futuro no muy lejano llegue a haberlas. Sin embargo, da-
dos 10s problemas nutricionales de nuestro pals, es necesa
Tio encauzarse en la bGsqueda de formas convenientes de u-
tilizacidon de este tipo de subproductos.

Una de las alternativas de utilizacibn, que se
realiza ya en los Estados Unides y Eurcpa en forma indwe.
trial. es la produccibn de proteina unicelular de Kluwve-
romyces fragelis (antes conocida como Saccharomyces f{ragdi
L4s). La fermentacién del suero con esta levadura, permi
te la conversibn de lactosa en biomasa rica en proteinas

y vitaminas que puede ser usada, tanto en alimentacibm a-



nimal, como en la suplementacibén 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. §ragilis produce ademis 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 obtencién de la pectinasa de K. {ragilis, con posibilida
des de utilizaci6n comercial, paralelamente al proceso de
obtencibn de protefna unicelular. La fermentacién de suero
de queso con esta levadura cuenta con un alto potencial ae
implementacifn; este potencial aumenta si, paralelamente a
la fermentacidn b&sica, se rtecupera la ende-poligalactouro-
nasa del liquido residual.



2.- GENERALIDADES
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2.1.1.- Caracteristicas

£l suerc de quess omstituye aproximadamente el

90% del volumen de 1a leche, y contiene la mayor parte de
la totalidad de los compuestos hidrosolubles de Esta. Su
composicién varfa dependiendo de la composicibn de la le-
che y de las condiciones de elaboraci6n del queso de que
Proceda, pero en términos generales podemos decir que el
suero contiene: 4.91 de lactosa, 0.9V de proteina cruda,
0.6% de cenizas, 0.31 de grasa, 0.2% de Acido lictico y
93.1% de agua {107). S8lo aproximadamente el 50% del ni-
trbégeno total (protefna cruda), corresponde a proteina ver
dadera, la que estd compuesta por las globulinas y albfmi-
nas lacteas, ias cuales tienen un valor nutritivo superior
al de 1la casefna (78%, el resto forma parte de proteosa-
peptona, aminolcidos, urea, creatina, amoniaco y &cidos nu

cleicos (82,102,2). Ademis, el suero contiene las vitami-
nas hidrosolubles de la leche.

El suero de queso, segin su acidez, se divide en
tres tipos: suero dulce, con un pH mayor que 5.8, suero ne
dio 4cido con un pH entre 5.8 Yy 5.6, y suero &cido, con un
PH menor que 5.0 (45). En México, el suero de queso es
principalmente dulce y medio 4cido.

2.1.2.- Utilizacidn

El primer uso que se di§ al suero de queso fué
en forma directa como alimento liquido para animales. De-
bido a que esta alternativa no involucra ninguna transfor-

macibn, estd alin ampliamente difundida en 1la alimentacibn



de cerdos, ganado vacuno y pollos, principalmente, perc estd
sujeto a la condicifn de que no tenga que transportarse a
grandes distancias, ya que el suero liquido tiene una gran
proporcifén de agua, lo que hace incosteable el transporte,

y reduce mucho su capacidad dc conservacién (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 mamiferos
adultos, ante la incapacidad de éstos para hidrolizarla y a-
similarla, provocindoles disturbios gastrointestinales seve-
ros. Esta incapacidad se presenta también en una propor-
cifn muy alta entre los humanos adultos, y en ocasiones en
nifios, principalmente entre los grupos &tnicos que no son

la raza caucidsica (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 €stos.
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
transformacibn, es en la fertilizacién de sembradios. En
este caso se tiene la limitacifén de que s6lo se requiere en
determinadas épocas del afio, y el inconveniente de que se

estfn subutilizando compuestos de alto valor nutritivo (45,
9.88).

Un proceso simpie y muy antiguo para la utiiiza-
cién del suero, es la recuperacifn de las protefnas por
termocoagulacién. Este proceso esti ampliamente difundido
en México a nivel rural; mediante €1 se obtiene el reque-
s6n. Para obtenarlo, el suero se acidifica, generalmente
dejSndolo bajo la accibn de las bacterias productoras de




dcido ldctico, y se calienta a ebullicifn, con io cual se ob
tiene un fldéculo de protefnas que se separa por filtracibn
através de una tela. Una técnica muy similar a ésta, se em-
plea en los palises balcinicos para la obtencifn del Urda, y
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a para la obtencidn del Ricotta, sfic quc cn oste G
timo caso generalmente se adiciona un 10% de leche, y en oca

siones se acidifica con jugos de frutas. Gtros '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 una Eéiclla de
88% de suero de leche de cabra y 12V de vaca (45,78). En
ocasiones, la termocoagulacifn tiene como objeto simplemente
recuperar las proteinas del suero con un valor nutritivo ele
vado, para utilizarlas en la suplementacién de otros alimen-
tos (88). Con estos procesos se recupera 1a porcibn mis va-
liosa del suero, desde el punto de vista nutricional, pero
la mayor parte de la lactosa y otros componentes permanecen
atin en el 1iquido residual, con lo que el problema de conta-
minacifn no queda resuelto; sin embargo, en ocasiones este
lfquido es aprovechado como fuente de lactosa, o como medio
de cultivo en distintos procesos fermentativos que se discu
tirdn posteriormente. El liquido residual de la elaboracifn
del Urda se consume como bebida refrescante, dulce ¢ ligera-
mente fermentada (789.

El suero de leche entera se utiliza en ocasiones
para la elaboracidn de bebidas refrescantes de alto valor nu
tritivo, mezcladas con azGicar y jugos de frutas o saborizanm-
tes, y para la elaboracibén de polvos para preparar bebidas,
mezclado con soya (45,107,9); las primeras pueden ademis fer
mentarse con mezclas de microorganismos {107,39,44). Por lo
general, la lactosa del suero en estas behidas se hidroliza




con lactasa {78%. En México hay una marca comercial de re-
fresco enriquecido con suero.

El empleo de técnicas mids sofisticadas permite una
utilizacién mis completa del suero de queso. La m&s utiliza
da a nivel industrial, es el secado por aspersifm: el suero
se concentra en un evaporador de doble o triple efecto, gene
ralmente hasta obtener una concentracié4n de 45% de sdlidos
totales, y después se pasa al secador. En algunas ocasiones
se sustituye el secador de espreas por uno de tambor rotato-
Tin, el que tiene los inconvenieptes de reducir la calidad
del producto y de que el secado es mis lento (45,9). El sue
ro puede o no ser desmineralizado, por electrodidlisis o pa-
séndolo através de resinas de intercambio iSnico, antes del
secado {(66). EIl suero en polvo se utiliza principalmente pa
ra sustituir a la leche descremada en polvo, como s61idos no
grasos de leche en una gran variedad de alimentos como son:
productos idcteos y sustitutos, productos de panaderfa, con-
fiterfa, helados, bebidas, alimentos para mascotas y dietas
para ganado. También se utiliza en la elaboracifn de leches
maternizadas, ya que €stas requieren una mayor proporcibn de
lactosa, lactoglobulinas y lactoalbGminas. E1l suero %icido
en polvo puede ser utilizado como acidulante de productos
licteos (45). También es comercial la venta de suero conden
sado: esto se realiza en un evaporador de doble efecto, has-
ta una concentracibn de 62 a 641 de s6lidos totales., El pro
ducto puede ademis alimentarse a un reactor de lactasa inmo-
vilizada, para hidrolizar la lactosa y obtener asf un jarabe
mis duice 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 (45,88,39). El proceso
de secado ests bastante difundido en México, sin embargo es-



tdi limitado a las grandes industrias queseras, ya que la in-
versifn en equipo es cuantiosa.

Las técnicas mAs sofisticadas para la recuperacibn
de los s8lidos del suero de queso, sOn i0s piycesss J¢ =mem-
brana: ultrafiltracién y 6smosis inversa. Ca la ultrafiltra
cibn se hace pasar el suero através de una membrana permea-
ble a todos sus componentes, excepto las protefnas y sales
insolubles, La presifn requerida para forzar al liquido a
pasar por la membrana es del orden de 20 a 50 psig, lograda
con una bomba o con 1a ayuda de un gas inerte. Los produc-
tos de la ultrafiltracién son: un concentrado proteico, del
cual se ha eliminado entre el 75 y el 951 del agua total, y
el ultrafiltrado, que contiene casi la totalidad del agua,
la lactosa, sales solubles, nitrfgeno no proteico soluble y

&cido lactico. La DBO dei sweid dcsprotsinizada nar ultra-
o

™)

filtracién, se reduce s6lo en un 10 o 151. En el proceso de
Osmosis inversa se emplean membranas de poros con difmetro
menor, por lo cual, las presiones regueridas son de 500 a
800 psig. Si el suero es procesado por 6smosis inversa, no
s6lo se retienen las proteinas, sino también la lactosa y o-
tros compuestos de peso molecular medio. Con algunas membra
nas logran detenerse incluso hasta las sales y el Scido 1%c-
tico. En el permeato de la 6smosis inversa la DBO se reduce
hasta en un 99%. Lo usual en los procesos comerciales es
que el suero se desproteinize por ultrafiltracibm, y luego
sea tratado por 6smosis inversa; de esta manera se obtienme
un concentrado proteico de gran aceptacifn en la industria 3
limentaria, y un concentrado de lactosa de gran valor comer-
cial. Plantas industriales con este proceso estdn ya operan
do en E.U.A., Dinamarca, Rueva icianda, Tramciz, stc. (4%
81). Sin embargo, también hay la opcibn de dar al suero des
proteinizado por ultrafiltracifn ios mismss uscs que 2l swe-



ro desproteinizado por termocoagulacibn, ¢ sustituir el pro-
Ceso de concentracibn del suerc entero en evaporadores, por
el de 6smosis inversa (45,66). A pesar de que parece un pro
ceso atractivo, es todavia muy caro, debido a que las membra
nas tienen costos muy elevados, y a que su tiempo de vida es
muy limitado; las elevadas presiones requeridas, encarecen

afin mis el costo; por eso, esta técnica sofisticada no ha en
contrado aceptacién en México.

El suero de queso es un excelente medio de cultivo,
Y €s por esto que se utiliza como sustrato para la obtencifn
de un buen nGmero de productos obtenidos através de fermenta
€ibn. Siendo la lactosa la pPrincipal fuente de carbono, pa-
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ju¢ 581c pueden emplearse R1CrOOTganismos capaces de
utilizar este disacirido; pero no es asi, ya que existe 1la
posibilidad de utilizar lactasa, para hidrolizar la lactosa
¢n Sus componentes glucosa y galactosa, o mediante una hidrd
lisis 4cida, y de esta manera las perspectivas son infinitas;
cabe ademis la posibilidad de transformar la lactosa en fci-
do 1&ctico mediante una primera fermentacién, y en una segua
da, utilizar este metabolito como fuente de carbono. Sin em
bargo, el suero es pobre en nitrégeno inorginico que pueda
Ser utilizado por los microorganismos, por lo cual, frecuven-
temente es necesario afiadirle sales de amonio (107). En oca
siones, el suero antes de ser fermentado, es desproteinizado
por ultrafiltracién o por termocoagulacifn. Algunas veces

también se fermenta suero concentrade (107).

£5 Uaa praciica coman en l1as cremerias e indus-
trias afines utilizar al suero Para la conservacién y propa-
22cifa de cultivos de bacterias licticas o "starters”; estas

bacterias pertenecen a los géneros lactobacitlus, Streptoco-

ccud y Leucomostoc (45,107); también puede ser utilizado pa-




ra cultivar los granos de kefir, que son mezclas de bacte

rias y levaduras, y de Penicillium noquefonrti,que se utiliza

En el suero se cultivan también bacterias del géne
ro Pavpdonibacierium, principaimente P. asheamanii; su impor-
tancia se debe a que se utiliza en la elaboracifn de los que
sbs Gruyere y Emmental (45), y ademis es productora de vita-
mina B,;, que puede ser utilizada para enriquecer alimentos;
también se puede producir 4cido propibnico a partir de suero

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

Un uso industrial importante del suero, es la ob-
tencibn de &cido 1&ctico a partir de €1, através de una fer-
mentacidn anaerobia con bacteriacs La especie mis importan-
te para esta fermentacifn es Lactobaciliut bufgaricus, pero
también pueden emplearse lactobacillus acidophilus y Lactoba
cillus delbrueckii (107,19). Esta fermentacifn se realiza
con suero desproteinizado (107), aunque estas bacterias no
pueden degradar las protefinas séricas (102); entre el 85 y

90% de la lactosa es convertida a &cido l4ctico en s6lo 24
horas (107).

Una gran cantidad de enzimas pueden ser obtenidas
de microorganismos utilizando el suero como sustrato. La
mfs importante de todas, que cada dfa encuentra un mayor nfi-
mero de aplicaciones comerciales dentro de la industria de a
limentne, ec 12 8-D-galactosidasa ¢ lactasa;
productores de la enzima comercial son: Kluyveromyces §ragi-
Lis, Kluyveromyces lactis, Camdida pseudotropicalis y Asper-
94«llus migex. La lactasa es una enzima inducible, de aht
que sea necesario producirla en un medio que contenga lacto-



10 -

Sa, y por lo tanto el suero es el sustrato ideal; la fermen-
tacibn se realiza generalmente en suero desproteinizado. La
enzima es intracelular, y debe separarse del resto de la cé-
lula, o destruir cualquier actividad fermentativa alcoh®lica

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 Scletrotindia sclerc-
Liorum y Aspergillus awamoni, utilizando suero como sustrato
S. sclerotionum se crecib6 tanto en cultivo sumergido, como
en medio seco de suergc, chbteniendose mejores resuitados en
este (1timo; sus pectinasas son constitutivas y tienen apli-

cacién en la industria vitivinicola (83,7). A. awamordi, se
cultivé en una dilucién de suero con sacarosa, y en cultivo

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

Otras posibilidades son: la obtencifn de proteasa
alcalina de Bac{flfus subtilis en medio de suero &cido (57),
a-amilasa y proteasa también de esta bacteria en un medio de

suero y soya (40), y enzimas celuloliticas del hongo Taicho
derma Ligmoaum en suero diluido (51).

En los E.U.A., estd a punto de iniciarse la produc
€ibén en una planta industrial para la obtencifn de levadura

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

Saccharcmurgs cenevisia

2 BT pusde utilizar la lactosa, este
proceso incluye la hidr6lisis 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
cidn, para transformar la lactosa, en &cido lictico, y con

€ste como fuente de carbono se propaga la levadura para pani
ficacibn (58,31).
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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
afds adecuadas para la fermentacibn alcohélica del suero son:
KLuyvercmyces fragilis, Kluyveremyces bulgaricus, Kiuyveaxomy-
ces lactis, Candida pseudotropicalis y Candida kefin (antes
conocida como Torula cremoria) (107,80,35,76,10,42). Ha sido
también estudiada la posibilidad de utilizar Saccharomyces ce
revisdiae en suero con lactosa hidrolizada, pero el resultado
no ha sido satisfactorio (67,68},

Cabe adem8s la posibilidad de obtener bebidas alco-
h6licas a partir de suero, principalmente iipo cerveza y tipo
vino (107,81,111,37).

El etanc] obtenido del suero puede destinarse a la
produccibn de vinagre mediante una segunda fermentacifn con
bacterias productoras de Scido acftico (36,81,107).

Otros productos que pueden ser obtenidos de la fer-
mentacibén del suero inCluyen: grasa, con hongos de los génme-
T0s Penicillium y Aspexgiflus (1067,23); aceite, de Candide
curvata y Trichosporom cutameum (59,60); riboflavina (vitami-
na B;) de Exemothecium gahbyii (107,22); polisacfridos de bac
terias (89); y penicilina de Penicillium craysogesmum (19).

Sin duda alguna, el uso fermentativo mis importante
que se ha dado 3l suero, y gue ha tomado una especial relevan
cia en los filtimos afios, es 12 produccién de proteina unicelu
lar para la alimentaci6n humana y animal. Esta forma de uti-
lizar el suero presenta la gran ventaja, sobre las formas de



utilizacidn no fermentativas citadas aqui, de que la lactosa
se transforma en un alimento rico en protefnas y vitaminas,
sin menoscabo de las proteinas propias del suero. Este pro-
Ceso se revisari posteriormente,

2.1.3,.- Produccibn

Los E.U.A,, es el principal pais productor de que-
sos del mundo y por lo tanto es el que mids suero genera. S6
lo alrededor de 1a mitad de las 13.6 X 10° toneladas de sue-
ro que anualmente se producen, son utilizadas de alguna mane
Ta; el resto es vertido al drenaje (13,12,67). Lla produc-
cibn mundial de suero se estima en 50 X 10° toneladas al afio,
siendo los paises productores mis importantes en orden decre
ciente: E.U.A., Francia, Italia, U.R.S.S. y Holanda (82).
Hay paises 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 95%, y el resto se da a los animales; en Dinamarca
las proporciones se invierten: el 901 se da a los animales y
¢l 101 restante se industrializa. Otros pafses altamente in
dustrializados aprovechan 1la mayor parte de su produccién de
suero (45), entre los cuales, E.U.A. es una excepcidn.

En México, hay aproximadamente 2 500 queserias don
de se producen anualmente unas 146 000 toneladas de queso,

de las cuales se puede estimar una produccién de 1 X 10*

toneladas de suero al afio, si se considera un rendimiento

del 12% (98). En 1980 la produccién lechera fué de 6 741.5 X
10° 1 en todo el pafs y la 1mportacifn de productos como le-
che en polvo y casefna es considerabie Y aumenta afio con afio
(41), 1o cual implica que menos del 18% de la leche produci-
da en México se destina a la produccibn de quesos.




Las principales cuencas lecheras de la Repfiblica
son: La Laguna en Coahuila y Durangc, la vcgifn de Los Altos
y La Ciénega de Chapala en Jalisco, el Estado de México, la
zona norte de Veracruz, Ciudad Cuauhtémoc Chihuahua, el esta
do de Puebla y El1 Bajioc en Guanajuato y Jalisco (41,98). La
principal regién productora de quesos es Cd. Cuauhtémoc Chih.
en donde se utilizan unos 109.5 X 10°* 1 de leche anualmente
en las 40 queserfas localizadas en este lugar, de donde se
puede estimar una producciln de aproximadamente 96 000 ton
de suero por aiic, Los cstads

2 .
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también importantes zonas productoras de queso, COn una pro-
duccibn estimada de suero de 128 000 ton al aflo. Otras re-
giones productoras de quesos son: La Laguna, Tabasco y la
costa de Chiapas, El Bajio, Tlaxcala y Tulancingo Hgo.

La proporcifn de suero utilizada en México es muy
pequefia, y estd comprendida s6lo en las siguientes aiternati
vas: sin ninguna transformacidén en la alimentacifn animal;
en la produccifn de suero en polvo, la cual solamente se rea
liza por 15 empresas en todo el pais, y el producto deshidra
tado se utiliza en la elaboracibn de leches maternizadas,
productos licteos, confiteria y panificacibn, principalmente;
y la elaboracibn de requesén, que s6lo se realiza en peque-
fias queserias (98).

2.2.- Protefna unicelular

2.2.1.- Caracterfisticas generales

El problema de la alimentacifn que aqueja scbre to
do a los paises en desarrollo, radica principalmente en que




las fuentes convencionales de proteinas: ganaderfa, pesca y

agricultura, son insuficientes para cubrir la demanda. Este

problema se ha agudizade por ¢) acelerade

po remento de la

DObl&Clﬁn miindial nor 1a nue ce ha tenido nue recurrir

to
pomk

obtenci6n de proteinas a partir de fuentes novedosas tales
como: produccidén de proteina unicelular, extraccibn de prote
inas de productos agricolas Y pesqueros no convencionales, y
proteinas modificadas por adicién de aminoficidos sint&ticos.
De €stas, la que sin duda alguna ha cobrado mayor importan-
cia, es la proteina unicelular.

La proteina unicelular, biomasa microbiana o prote
fna microbiana, es el producto que resulta del crecimiento
masivo de diversos icroorganismos en diferentec Ryctratnc

La produccién de biomasa microbiana presenta las
siguientes ventajas sobre las fuentes convencionales de pro-
tefnas: se efect@ia bajo condiciones controladas, no depende
de las condiciones ambientales ni requiere de grandes espa-
cios, los tiempos de duplicacién de biomasa son mucho mis
cortos que los requeridos en el caso de productos agricolas
Y pecuarios, se pueden utilizar sustratos que de otra manera
no podrian ser aprovechados para la obtencifn de alimentos,
y ademfs la efeciencia de conversién con respecto a los pro-
ductos pecuarios, es mucho mayor. Todos estos factores han
hecho que la protefna microbiana sea considerada como la me-
jor alternativa para la sustitucibn de algunos productos pro

teicos tantn en alimantacifn humans como animal,.

Sin embargo, para la implantacibn de un proceso pa
Ta la obtenci6n de protefna unicelular, ce dshen tomar

niary ——i T

cuenta ciertos factores como: inocuidad, valer proteico, pa-
latabilidad, digestibilidad v aceptacibn deil producto: dispo




nibilidad del sustrato, inocuidad y técnicas de operacifn pa

Tra su produccibn y cosecha.

Antes de poder considerar un microorganismo como a
decuado para consumo humano y animai, deben hacerse pruebas
exahustivas para comprobar su completa inocuidad; estas prue
bas son largas y costosas pero indispensables. La principal
limitacibn que se ha tenido con el uso de protefna microbia-
Na para consumo humano, ha sido el alto contenido de icidos
nucleicos; &stos son metabolizados por el hombre a 4cido ari
co, el cual es excretado en la orina; pero si el nivel de 4-
cido firico en la sangre aumenta (lo cual puede deberse a una
elevada ingesta de 4cidos nucleicos) puede precipitar debide
a su haja solubilidad, en forma de uriatos, y su acumulacibn
Y cristalizacibn en el fluido sinovial alrededor de las arti
culaciones, son responsables de 1la dolorosa enfermedad cono-
cida como gota; también pueden producir la formaciban de pie-
dras en el tracto urinario (50,25). En el resto de los mamaf
feros, el &cido Grico, por accién de la uratooxidasa (urica-
sa), es convertido en alantoina, la que al ser mucho mis so-
luble que el Acido Grico, es facilmente excretada en la ori-
na. No obstante, Saccharomyces cerevisiae crecida en mosto
de cerveza o melazas, Saccharomyces uvarum (antes conocida
como Saccharomyces carlsbengemsis) crecida en mosto de cerve
za, Candida utilis crecida en licor sulfitado Yy Kluwveromy-
ces sp. crecidas en suero, han sido las Gnicas aceptadas pa-
Ta consumo humano por las autoridades sanitarias de los E.U.
A. y han sido incluidas en ia iista GRAS {Generally Recog-
nized As Safe for himan consumnrion) (70). Ecez: son fre-
cuentemente incluidas en alimentos como: productos de panade
ria, alimentos para bebés, alimentos geriitricos, sopas, sal
sas y ampliaciones de productos cirnicos; a los que ademis
de incrementarles su valor nutritivo les imparten un sabor a
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gradable (79).

En muchos otros paises s6lo se permite el uso de
Saccharomyces sp. (B2}, pero serfa interesante saber la polf
tica que se sigue en el caso de especies como Kluyveromyces
§ragiles y Kluyveromyces Lactds, que fueron recientemente re
clasificadas, y que antes tenfan como nombre genérico Sacha-
Aomyces. De cualquier modo, es un hecho que en E.U.A., Fran
cia y la U.R.S.S. existen desde hace varios ahos procesos in
dustriales de la produccién de Kfuyveromyces §ragilis a par-
tir de sueroc de queso para consumo humano; esto se debe al
contenido notablemente bajo de 4icidos nucleicos de esta leva
dura, que es de 12 g por 100 g de protefna (82). Esta rela-
cidén puede variar segln las condicicnes de crecimiento, pues
a3 mayor tasa de creciminto, mayor es la cantidad de 4icidos
nucleicos. El uso de¢ stros microorganismos para la obten-
cibn de protefna para alimentacién humana, s6lo puede hacer-
se s1 se reduce el contenido de estas biomoléculas. Existen
diversos métodos para lograrlo: unos orientados a la produc-
cidn de biomasa microbiana con bajo contenido de &cidos nu-
cleicos (crecimiento a bajas velocidades), y otros orienta-
dos a la reduccibn de Estos en las biomasas ocbtenidas; estos
Gltimos son los mis prometedores, sin embargo, alin son consi

derados por algunos autores como econémicamente prohibitivos
(79).

La proteina microbiana en general, es considerada
deficiente en aminoicidos azufrados, pero con un alto conte-

nido de lisina, por 1o que resulta un buen suplemento de ce-
Teales,

En cuanto a los sustratos, los mis empleados para
la obtencién de proteina unicelular son: licor sulfitado de



papel, melazas, suecro de queso, y en los {iltimos ahos, pro-
ductos derivados del petr6lco como n-alcanos, gasoleo, meta-

1
ne, metancl y etanol.,

El licor sulfitado es un subproducto de ia indus-
triz papelera, que contiene de 2 a 3% de azficares fermenta-
bles entre hexosas y pentosas; también contiene algunos 4ci-
dos orgdnicos tales como: acético, galactourbnico y férmico.
Se utiliza desde hace varios afios, para la produccifn comer-
cial de Cand{da utilis. La mayor parte de la producida en
E.U.A., es empleada en la elaboracién de alimentos de conve-
niencia; en Europa del Este se utiliza en alimentos animales.
En Finlandia, el licor sulfitado se utiliza en la produccibn

de Paecillomyces variotti (Proceso Pekilo) (82,79) para ali-
mentacifn animal,

Las melazas de cafla o mieles incristalizables po-
seen alrededor de 561 de azdcares fermentables {(78). El uso
de este sustrato para obtencibn de proteina unicelular estd
determinado por su precio, pues se considera preferible uti-
lizarlo en la obtenciBn de productos mis rentables, como: al
cchol, antibiéticos, etc.; sin embargo, en pafises con alta
produccifn de cafia de azficar, como Cuba y Taiwin, se utiliza
en la produccibn de Candida utilis para alimentacifn animal.

Los procesos que utilizan derivados del petrSleo
Como sustrato, han sido fuertemente obstaculizados por cons
deraciones politicas y legales que han conducido, incluso,
&1 cierre de piantas ya establecidas. Alfred Champagnat en
1957, bajo los auspicios de 1a British Petroleum, inicié los
estudios para 1a utilizaci6n de n-alcanos en la produccibn
de Sacchaxromycopsis Lipolytica (antes conocida como Candida
Lipotutica) y Candida tropicalis; estos trabajos son conside



rados como 10s pioneros en el aprovechamiento de derivados
del petréleo para la produccién de protefna unicelular (21,

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

iacminasd sp, (30), En vista de
la naturaleza téxica de estos sustratos, es necesario extraer
con solventes los hidrocarburos adheridos a la biomasa obteni
da. No obstante, dicha toxicidad ha sido el principal argu-
@ento para la oposicifn a estos procesos.

En el caso del metano, se ha probado que el Bicroor
ganismo mis adecuado para la utilizacifn de €ste como sustra-
to para la produccifn de protefna unicelular es Heilnglocvecus
capsulatus (82); Este es ficilmente inhibido por el metanol
excretado, por lo que es necesario eliminarlo del medio a me-
dida que es producido; la alternativa mds viable es el uso de
cultivos mixtos con RiCroorganismos que asimilen el metanol
(82); este tipo de dificultades, asf como las derivadas del
manejo de un gas como sustrato, ademds de la naturaleza explo
siva de &ste, han limitado el uso directo del metano con este

fin; mejores resultados han sido obtenidos cuando se utiliza
indirectamente via metanol.

El metanol y el etanol tienen 1la vyentaja de ser so-
lubles en agua, y de que pueden ser obtenidos en forma Telatj
vamente pura. Entre los microorganismos que pueden utilizar
2l metancl Co=0 suifaio esidn: Hansenula polymoapha (50,79),
Candida boudini {82), Pseudomomas methylotropha, usado por la
ICI en un proceso comercial en Inglaterra (78,79,82), y Me-
Lhylomonas clara empleada en una planta de demostraci6n de
Hoechst (82). En Minnesota E.U.A., Amoco Petrochemical Co.

produce comercialmente Candida utilis en etanol, el producto

es vendido bajo el nombre de "Torutein" (79,50,82). En Jap6n,
la Mitsubishi Petrochemicail Co. (82) ha estudiado 1la obten-
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cifn de Candida etanctheamophifum 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 obtencifn de biomasa de
Acinetobacten calcoaceticus a partir de etanol (82).

Para el aprovechamiento de productos amilaceos ex-
isten, al igual que en el caso de materiales celulfsicos,
tres caminos: utilizar microorganismocs que puedan aprovechar
directamente el sustrato; efectuar la hidr6lisis, ya sea quf
®mica o0 enzimftica, para que pueda ser aprovechado por una va
riedad mfs amplia de microorganismos; y por @ltimo, el emple
0 de cultivos mixtos, en el que un microorganismo efectGe la
hidr6lisis y otro asimile los azficares generados para produ-
cir la protefna unicelular. Debido a los precios de los al-
midones usados para alimentacifn humana, no se considera que
éstos sean adecuados para la produccibn de biomasa; sin em-
bargo, Dupont Corporation desarrolld un proceso para la ob-
tencibdn de Fusarium gramimareum en almidén de trigo, mafz o
papa, y se considera econfmicamente viable cuando se utiliza
en la obtencibn de protefnas texturizadas para alimento huma
no (82). Tambifn se han realizado estudios para aumentar el
contenido proteico de la cebada y yuca con Aspergillus oxdi-

zae y Aspeagdillus fumigatus respectivamente para alimenta-
cifn animal (82).

La Swedish Sugar Co., junto con la Chemap Co. im-
planté un proceso, conocido como proceso Symba, para el tra-
tamiento de efluentes y desperdicios s6lidos de procesadoras
de alimentos amilaceos como papa, mafz, etc. Este proceso
consiste en hacer crecer simbifticamente dos levaduras:
Saccharomycopsis fibuligena (antes conocida como Endomycop-
845 §4ibuligera) y Candida uti{lis. La primera, es una leva-
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dura productora de amilasas que degradan el almidén a azGca-
res que pueden ser aprovechados por Candida utilis, ésta asi
mila mis rdpidamente que la primera los azGcares generados
debido a su mayor velocidad de crecimiento. Mediante este
proceso se logra, ademis de la obtencifn de biomasa microbia

na, la reduccibn de la DBO de las aguas de desecho de la
planta (82,79).

En el caso de la levadura de cervecerfa, en la aue
los sustratos son también productos amilaceos (malta y adjun
tos cerveceros), la hidr6lisis del almidén es efectuada por
las enzimas propias de la malta, La mayor parte de la bioma
sa obtenida es separada del mosto junto con los "granos gas-

tados”, este producto es secado y vendido como 2limento para
animales.

El uso de materiales celulbsicos ha estado limita-
de principalmente, por las dificultades que presenta la hi-
drélisis de éstos, y por las bajas velocidades de crecimien-
to de 1o0s microorganismos que pueden utilizarlos directamen-
te. Entre los trabajos mis importantes est§ el proceso desa
rrollado por la Louisiana State University, que utiliza el

bagazo de cafia en la produccibn de protelna unicelular de
Cetlulemonas sp. (82,79,78),

La produccibn de algas microsc6picas y cianobacte-
rias pos brinda 1a posibilidad de obtener un producto con al
to valor proteico, usando CO; coso fuente de carbono y luz
solar como fuente de energfa. Sin embargo, su cultivo pre-
senta serias desventajas conm respecto a la produccién de pro
teina unicelular de otros microorganismos, ya que, al igual
que la agricultura, depende de 12 1lu: solar, y del clima, re
quiere grandes extensiones de terreno Y gran cantidad de a-



gua. Esto, aunado a la dificultad de mantener un cullivo pu
ro debido a la naturaleza abierta de estos sistemas, y a la
falta de métodos econbmicos de Tecoleccibn, ha hecho que vl
desarrollo de estos procesos se haya visto limitado. Sin &

da alguna, el proyecto méis importante realizado hasta ahora
para la produccibdn de este tipo de microorganismos cs el lle
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vado a cabo en México por Sosa Texcoco para la obtencibn de
Spirulina maxima, La planta, que produce cinco toneladas
por dfa (3), es actualmente 1a mis grande del mundo. El pro
ducto encuentra su principal aplicacibn en la alimentacibn a
nimal y de diversas especies marinas (82,79).

El suero ha sido usado como sustrato para la pro-
ducci6n de bDiomasa de diveis0s microsrganiemas rrincinpalmen
te ievaduras. La levadura mis ampliamente utilizada, con mu
cho, es Kluyvercmyces fragilis, que se emplea en varios de
los procesos comerciales para la obtencidén de protefna unice
lular a partir de éste (107,82,50). Los datos sobre la pro-
duccidén y caracierf{sticas de los productos son expuestos pos
teriormente,

El1 proceso Waldhof (29,82), en operacifn hasta ha-
ce algunos afios, adaptS para su operacibn con suero, a la
Camdida utilis empleaaa en la obtencién de levadura a partir
de licor sulfitado. En este proceso, las proteinas del sue-
ro son parcialmente termococaguladas, pero no separadas. En
Cultivo intermitente se obtienen mejores rendimientos que en
continuo. Mediante el proceso Viena, Candida {atermedia es
cultivada en suerc dulce sin ningS: tratamiantn pravin: ei

HBwess vem -2 _T0TO

producto completo es concentrado hasta un 124 de humedad
(82). El proceso 5.A.V. {Socieié des Alcchole dn Vexin) u-

tiliza Camdida kefin (antes conocida como Torula cCremor{s) ©
Kuyveromyces gragilis en un precesc comercial en continuo



(107,82). Tomisek y colaboradores (82,92) utilizaron una
mezcla de Candida utilis y Candida pseudotrcpicalis en un
Cultivo semicontinuo, EIl cultivo de estas levaduras en sue-
ro tambi€én se ha realizado por separado (82,63,48,24). Otras
lcvaduras estudiadas son: Kluyvercmyces lactis (79,82,48),
Candida humiccla, Torulops(s candida (84), Rhodotorula Lactis
(112}, Toaulopsis sphaerica (63), Candida kruses (34,82),

Trichosporon cutaneum (5,60}, Candida curvata {84, 60].

También se han hecho cultivos mixtos de bacterias
Yy levaduras., El proceso Kiel, basado en los estudios de
Lembke y colaboradores (82), utiliza lactobacillus bulgarni-
cus para fermentar la lactosa a Lcido ldctico, el cual es a-
similado por Candida ktuse<. Este proceso puede llevarse a
cabo en un sélo paso, cultivando ambos Microorganismos jun-
tos o efectuando una primera fermentacién con la bacteria,
donde el pH es controlado Por la adicidn de NHy; el lactato
formado sirve como sustrato para la propagacifn de la levadu

Ta en un segundo fermentador. E] 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 Pro
piondibactenium Shermanii, y Kéuyveromyces gragatis, obtenieg
do una biomasa rica en vitamina B,;, y con un contenido de a

minoicidos azufrados mis alto que el de la biomasa de la le-
vadura sola.

Entre las bacterias utilizadas Dara 1a nrodurcifa

de biomasa en suero tenemos: lactobacillus bulganicus, Llacto

bacillus detbrueckii, lactohacillus cased,
{randicunm,

Leuconostoe dex-
Leucorostoc cremonis {antes conocido como Leuco-
nostoc cifrovonum),

Enterobacter tiquefaciens Y Entercbacten
cloacae (82).

Sitt (86) ferment6 e} SUEro con microorganis-
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mos de rumen, para la obtencibn de un producto para la ali-
mentacifn animal, que concentrado por ultrafiltracifn conte-

nfa 78% de protefna. Bednarski y colaboradores (11), estu-
diaron el cultivo de los honges: Pexicillium acquegonid, 008
pora lactis, lygornhynchus moellend y Rhizopus oligosponrus;
la produccibn de proteinas de &stos se incrementl con una
fermentacifn previa del suero con Propionibacterium sheama-
nii o Eschenichia cols, Fabel (82) trabaj8 en la produccidn

en gran escala de Odid<um factis en suero diluido.

A pesar de que 1a mayorfa de los procesos descri-
tos, tienden a la obtencifn de sustitutos proteicos para ali
mentacibn animal, y no de alimentos para consumo humano di-
recto, el desarrollo de ellos contribuiri directamente a la
solucibn del problema de la alimentaci6dn mundial, ya que ade
mis del incremento que se pueda obtener en la produccifn de
proteina animal, permite que algunos de los cereales y olea-
ginosas que actualmente se emplean en alimentacibn animal

a CUIiD Wl huﬁanu.

2.2.2.- Proteina unicelular de Kluyveromyces fragilis

Uno de los procesos industriales para la produccibn
de K. fragilis en suero, es el proceso Wheast de la Knudsen
Milk Products Co. en Los Angeles E.U.A. Este proceso esti
basado en los trabajos de Wasserman, En estudios de lahora-
torio, Wasserman establecif como medio Sptimo para la propa-
gacibn: suero suplementado con 0,5% de (NH,).50,, 0.5% de
K;HPO, y 0.1% de extracto de levadura, con un pH entre 5.0 y
5.7, a una temperatura de 32°C., No encontré§ diferencias en
el crecimiento entre suero crudo y suerc estéril desproteini
zado. Con el uso de inSculos altos (2 X 10% células/ml, a

PTcximadamente la mitad de la cosecha final) la totalidad dc¢




la lactosa es utilizada en tres o cuatro horas (99); esta ve
locidad tan alta de crecimiento y la poca duracién de la fer
mentacibn, le permite trabajar en condiciones no estériles,
con el consecuente beneficio econfmico (99,104). Bajo las
condiciones de crecimiento mencionadas, la demanda mixima de
oxigeno fué de 4.75 mM 0,/1 de medio por min (100); suminis-
tros menores de oxigeno traen como consecuencia la obtencibn
de rendimientos proporcionalmente mis bajos (103,101).
Wasserman reporta que, K. 4ragilis utiliza el icido lictico
presente en el suero antes que la lactosa, y comprobd que ]la
asimilacifn de 8sta cs directa {sin hidrolizaria extracelu-
larsente), 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; ademds,
en este {tl1timo caso no se encontré glucosa en el medio (99).
Wasserman tambi#n estudi§ c! mctabolismo del nitrégeno, y en
contrd que esta levadura es incapaz de aprovechar el nitrbge
no proteico del suero; pero aprovecha un 25% del nitrégeno
total no proteico, proporcidn que es utilizada con o sin la
adicién de (NH,).SO0.; sin embargo, cuando se afiade NH:, éste
€s completamente consumido, ademis de que se obtiene el do-
ble de células, de donde se concluye que el nitrégeno del
suero que es aprovechado no es suficiente para lograr un cre
Cimiento 6ptimo de la levadura, y por lo tanto surge la nece

% SR gTam €5Caia, Wasserman se basG en sus trabajos
previos, utilizando las condiciones de crecimiento antes des
critas. La capacidad dei fermentador usado fué de 6 000 1,
Y el volumen de trabajo fué de 3 000 1. Las limitaciones
del sistema de agitacibn y aireacién no permitieron suminis-
trar miis del 80% de la demanda mixima de oxfgenc, a 1o que
se atribuye el menor rendimiento obtenido (0.42 g de lev./

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 sf se
satisfacia dicha demanda (103,104,105).

Otro proceso en escala comercial, es el desarrolla
do por Bernstein y colaboradores (12} de Amher Laboratories
Div. Milbrew Inc. en Wisconsin E,U.A. El fermentador emplea
do tenfa una capacidad de 57 000 1. Partfan de suero concen
trado (45-50% de s6lidos totales), que dilufan hasta un 15%
de sblidos totales con agua o suero fresco; una vez diluido
el suero se suplementaba con NH,, H,PO, y extracto de levadu
ra; el pH se ajustaba a 4,5 con HC1l. El medio era calentado
a 80°C durante 45 min, y enfriado antes de alimentarlio al
fermentador. Con un in6culo del 10, con una concentracibn
de 1 X 10 células/ml la lactosa es completamente utilizada
en ocho horas; el caldo entero de fermentacibn es entonces
concentrado y posteriormente secado por aspersibn; si el a-
gua evaporada en la concentracifn 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 alimentacibn animal, sin embargo, si
la levadura es separada por centrifugacibn y lavada, puede
usarse para alimentacién humana (Amber Nutrex). Bernstein
propone alternativamente, la obtencibén de alcohol paralela a
la produccidn de biomasa, suspendiendo el suministro de aire

dacnnbe da muna faca anrahi
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& la picpagacibn ce
lular. A pesar de que la obtencidén de alcohol es a expensas
del rendimienio celular, esta alternativa puede ser la mejor
opcibn, ya que, debido a la gran cantidad de oxigeno requeri
da, los costos de aireacién 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
prodnce biomasa de K. §ragifis en escala comercial. El sue-
ro es pasteurizado, desproteinizado vy suplementado con
(NH4) 250\ y NH.OH; as{ preparado se almacena para ser alimen
tado en forma continua al fermentador. La fermentacibén se

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

una aireacidn de 1,3 vvm, La levadura se separa por centri-

fugacifn, se lava y se concentra en filtros rotatorios. El
producto es sometido a una plasm8lisis térmica (R3I-R5°C) pa-
ra imactivar las lipasas presentes y evitar el enranciamien-

to; finalmente se seca hasta aproximadamente 51 de humedad y
se empaca.

Entre otros de los autores que han trabajado en la
obtencibn de K. §ragilis a partir de suero estdn: Amundson
(4), quien utiliz8 suero calentado a 93°C durante 5 min su-
plementado con agus de remojo de mafz; 1la mezcla de levadura
y proteinas del suero fué separada por centrifugacibn; el

producto pasteurizado y deshidratado fué probado en dietas
para visones y perros.

Lane (47) estudid la posibilidad de producir esta
levadura dializando una suspensifn de microorganismos contra
suero ultrafiltrago. E1 consumo de los nutrientes por la le
vadura, establece el gradiente de concentracifn necesario pa
ra el paso de €stos através de ia membrana. Lane logr§ obte
ner hasta 90 g de levadura/l por 1o que sugiere a este méto-
do, COmO 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 volGmenes de medio.




Castillo y colaboradores, en estudics de laborato-
rio, corroborS los resultados obtenidos por Wasserman en
tuanto a la suplementacibn del suero con (NH,):50,. Sin em-
bargo, respecto a la adici6n de f6sforo, no encontré diferen
cias significativas en la utilizacibn de lactosa y concentra
ciones celulares a diferentes concentraciones de KH.PO,, por
1o que considera innecesaria esta suplementacifn. Esta dis-
crepancia con los resultados reportados por Wasserman la a-
tribuye a diferencias en la composici6n del suero utilizado
(20). En el proceso de Bel Fromageries, el suero tampoco es
suplementado con fosfato. La cepa de K, §ragilis NCYC 587
utilizada por Castillo, requiere de inositol, pantotenato de
calcio, tiamina y 8cido nicotinico para su crecimiento (20).
En cuanto al pH, estableci6 un Sptimo de 5.0, y obserys que
no importando el pH inicial, éste se incrementaba ai princi-
Pio de la fermentacibn y bajaba a valores inferiores al ini-
cial, al final de &sta. E1 control del pH a lo largo de 1la
fermentacifn no increment6 el rendimiento celular (30).

Moresi y colaboradores, encontraron que el factor
determipante en el rendimiento de biomasa, es el nivel de
oxigenacién en el medio, presentandose una relacibn lineal
entre ellos (15,62,61), 1o que concuerda con lo reportado
por Wasserman (103,101), A altas concentraciones de lactosa
observaron que habfa un decremento en el rendisiento, 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 6ptimas de cre
cimiento son 31.8°C, pH de 5.0, aireacion de 2.1 vym Y supie
mentacibén del suero pricticamente igual a la reportada por
Nasserman; el rendimiento hajo estas condiciones es de 57.2%
(61). Todas estas condiciones fueron obtenidas através de
un profundo andlisis estadfstico. En base a estos estudios



escalaron el proceso a un fermentador de 100 1 (15), y corro
boraron que el nivel de aireacién y la concentracidn inicial
de lactosa determinan el proceso fermentativo,

Como ya se mencion§ antes, el contenido de icidos
nucleicos de K. fragilis, es particularmente bajo en rela-
ci6n al de otros microorganismos utilizados como fuente de
proteina unicelular; per este motive, osta levadura no sola-
mente es utilizada en la alimentacifn animal, sino que ade-
mis las legislaciones de algunso pafses, entre ellos E.U.A.,
la permiten como alimentc humano (82,12,79). No obstante,
tanto el contenido de estas biomoléculas, como el de su com-
posicibn en general, varian ampliamente de acuerdo a la cepa
utilizada, la composicifn y suplementacifn del suero, el mé-
todo de cultivo y la forma de recuperacibn de la biomasa.

Al igual que en cualquier microorganismo, el conte
nido de &cidos nucleicos de K. §rag<fis, tiende a incremen-
tarse a medida que se incrementa la velocidad especifica 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 ultrafiltracién,
el contenido de icidos nucleicos de las células es mayor a
medida que es mayor la velocidad de agitacibn de cada fermen
tacibn; ademis, a 1o largo de ésta, el contenido cambia al-
canzando su miximo a la mitad de la fermentacibn 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 dilucifn, el contenido de &cidos nu
cleicos variaba muy ligeramente en forma inversa; mantenien-
do una de estas velocidades de dilucién y variando la concen
tracién de lactosa del medio no habia cambios en su conteni-

do. La tabla 2.2.1 muestra el contenido de Acidos nucleicos
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de la biomasa de K. fragif{is, y la relacibn Scidos nucleicos/

proteina 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 protefnas,
mis que cualquier fuente convencional; ademis el balance de
aminoicidos es bastante aceptable; por ello, para incremen-
tar el valor proteico de un alimento con proteina unicelular
de esta especie, es suficiente suplementar con bajas propor-
ciones. La tabla 2.2.2 muestra las composiciones bromatol6-
gicas de este producto y otros relacionados, y la tabla
2.2.3 los aminogramas de sus protefnas, de acuerdo con dife-
Tentes reportes. Vananuvat y Kinsclla también estudiaron la
relacidén entre el contenido de protefna de las cflulas asf
COmO su composicibén de aminodcidos, y las condiciones de cul
tivo. En cultivo intermitente de suero desproteinizado (93),
el contenido de proteina verdadera celular era un poco menor
a medida que era mayor la velocidad de agitacién; no obstan-
te, la concentracién celular, la velocidad especifica de cre
cimiento y el rendimiento de biomasa si se vefan considera-
blemente aumentados al aumentar ésta, por lo que la cantidad
total de proteina obtenida era mucho mayor. En cultivo con-
tinuo en el mismo medio (94), se encontré que, con una velo-
cidad de dilucibn (D) de 0.18 hr'?!, el contenido de protefna
Celular y el rendimiento de biomasa eran mayores que para
D=0.1y0.23 hr'’; en cambio, la concentracién celular de-
crecia a medida que se aumenta D, mientras que la productivi
dad se incrementaba. Manteniendo D = 0.18 hr'! y variando
la concentracibn de lactosa del medio, se encontrf que el
contenido de protefna celular aument6 a medida que se incre-
ment$ la concentracidn del disacirido, asf como 1la concentra
€ibn de 1a levadura y la productividad, pero el rendimiento
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TABLA 2.2.1

CONTENIDO DE ACIDOS NUCLEICOS REPORTADOS PARA K. fragilis
Carne A B C D E F G

(V) - 6.3 5.7 9.3 8.6 10.0 5.7 i.4

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

: 8cidos nucleicos; prot.: protefna cruda

carne ¢s un alimento intermedio en cuanto a2 su contenido
Scidos nucleicos (73,82).

producto Bel; crecido en suero desproteinizado em cultivo
continus {25).

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

: Castillo y col. (20); en suero desproteinizado; cultivo im-

termitente.

Vananuvat y Kinsella (93); suero desproteinizado por ultra-
filtracibn; cultivo intermitente.

Vananuvat y Ximsella (94); suero desproteinizado por ultra-
filtracibm; cultivo continuo.

: proteina aislada extrafda con NaOH y precipitada conm HCl;

Vananuvat y Kinsella (95).

protefna aislada extraida con NaOH y precipitada con calor;
Vanamuvat y Kinsella (95).



COMPOSICION

A

Protefna cruda

(N X 6.25)

Proteina verdadera 39.

Lipidos
Carbohidratos 30.
Lactosa
Cenizas 7
Humedad

Ac. léctico

A: producto
B: producto
C: producto
D: producto
E: producto
F

F s
[=))

Bel (25).

[¥)]

B

25-29

TABLA 2.2.2

C

22-26

Wheast; biomasa seca (107).
Wheast; mezcla de tiomasa y suero seca (107).

D E
45-55 35-50
2 2-3
6-10 12-20
3-4 3-4

BROMATOLOGICA REPORTADA PARA PRODUCTOS DE K.

49.

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

Amber YFS: biomasa mic suero; Bernstein y col. (12).

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

G: biomasa miis suero secado por aspersidén y sin lavar; Amundson (4).

H: biomasa mfs suerc secado por aspersién y lavado; Amundson (4).

fragilis (V)

18.6

(%)
L=

4.

10.

2.

5.

2.

4

3

4

7
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g/16 g N

Isoleucina
Leucina
Lisina
Fenilalanina
Tirosina

Fen + Tir
Treonina
Triptofano
Valina
Metionina
Cisteina

Met ¢+ Cis
Arginina
Histidina

Ac. aspirtico
Serina

Ac. glutfmico
Glicina
Alapina
Prolima

TABLA 2.2.3

" AMINOGRAMAS REPORTADOS PARA PRODUCTOS DE K. {ragcfis
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TABLA 2.2.3 (cont.)
AMINOGRAMAS REPORTADOS PARA PRODUCTOS DE K. gragilis

g/16 g N F G H I J K
Isoleucina 6.0 6.1 5.1 6. 4.3 4.4
Leucina 9.6 11.0 9.6 7.2 7.3
Lisina IR 10.4 1M 16.2 8.5 8.3
Fenilalanina 5.1 4.4 5.1 5.4 3.6 3.7
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
Triptofano - 2.3 - 0.9 0.9
Valina 7.8 7.4 7 7.8 5.6 6.1
Metionina 2.0 1 1 1.3 1.5
Cisteina - 3.8 - - 1.9 1.6
Met + (Cis - 5.8 - - 3.4 3.
Histidina 3.0 4.0 2.0 4.0 4.0
Arginina . 5.7 7.4 7.1 5.6 5.9
Ac. aspértico - - 10.4 11.2 9.6 9.9
Serina 7.0 6.8 5.2 7.0 4.7 4.8
Az, glutfmico - - 15.2 13.3 16.5 14.6
Glicina - - 4.2 4.6 5.1 5.0
Alaaina - - 7.2 8.2 6.4 8.0
Prolina - - - 4.3 3.7 3.8

W b @ A
. . . .
[~ SN U ¥ B - -]

£t

- [ R .
[P . R R Il



34

ANEXQ Ut LA TABLA 2.2.3

E1 aminograma del huevo es de huevo entero (71).

El patrén fué establecido en 1973 por una comisibn de
expertos de la FAQ y de la OMS (73).

>

Delaney y colaboradores (25); biomasa.

: Producto Bel (25).

Producto Wheast; biomasa sola (107).

Producto Wheast; biomasa mis suero (107).

Amber Nutrex: biomasa sola, Bernstein y col. {12}.
: Amundson (4); biomasa sola.

Amundson (4}, biomasa wmids suero.

: Wasserman (106); biomasa.

: Wasserman (106); aislado de protefnas de la levadura.

[P« B 5 e o T 2 ol = B o B~

tente: promedio de dos fermentaciones.

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

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

Nota: los valores de tirosina, triptofano ¢ histidina
en J y K, son el promedio de dos determinaciones
de cada uno, de biomasa mezclada obtenida de di-
ferentes fermentaciones.

: Vananuvat y Kinsella (96); biomasa de cultivo intermi-



de biomasa decrecfa considerablemente,
proteina cruda y verdadera en la célula,
Cuaiquier caso de cultivo intermitente,
Ta condiciones de cultivo continuo,

Los contenidos de
€ran mayores en

Que paTa cualesquie-

En la tabla 2.2.3 puede verse que, en general, 1la
Proteina de K. {ragilis ests limitada en aminofcidos azufra-
dos (metionina y cisteina); pero la adicibn de las pretefnas
del suero parece suplir esta deficiencia; el contenide de 1i
sina, en cambio, es Buy alto. Por este motivo esta protefina

unicelular puede ser un excelente suplemento para las protef

nas de los cereales. En la tabla 2,.2.4 se muestran algunos
PaTamcifous nutricicnales encontrados en la literatura para
la protefna de K. fragilis; ahf se reafirma que los aminodci
dos azufrados son los limitantes. SegGn los estudios de
Vananuvat y Xinsella (96), 1as diferentes condiciones de cul
tivo prdcticamente no alteran las proporciones de los aminod
cidos; en los aislados en cambio, los distintos métodos me-
diante los que se obtuvieron, s modifican estas proporcio-
nes: la precipitacibn por calor (pH = 6,0 y 80°C) de 1a pro-
teina extraida con a4gua permite una mejor recuperacion de
los aminoscidos Que si la precipitacibn se hace con HC1 (pH
* 4.0); si la extraccibnm se hace con NaOH a] 0.4%, también
se obtiene mejor pPrecipitacibn por calor., la extraccidn de
la protefna parece ser desventajosa,
ciones de aminoScidos esenciales, con respecto a las protef-
nas de ia biomasa entera, y peor aln, las proporciones de a-

-

minalide: azuiradcs se ven disminuidas aGn mis,

€n cuanto a las propor-

La bilomasa de levadura siempre ha tenido gran im-

pPortancia como complemento dietético por su contenido de vi-

taminas del complejc B, la iabia 2.2.5 muestra el contenido

de vitaminas de 1a biomasa de K. fragilis reportado por dife
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TABLA 2.2.4
ALGUNOS PARAMETROS NUTRICIONALES DE K. fragilis
NPU (25} PER (32)
K. fragilis 67 1.8
K. fragilis
+ DlL-metionina 84.4 2.2
Huevo 98.4
Caseina 75.3 2.5
NPU: utilizacifn neta de proteina.
PER: indice de eficiencia proteica.
TABLA 2.2.5
CONTENIDO VITAMINICO DE K. {ragilis
Vitamina L.C. A B C D E
ug/g)
Tiamina 104-250 24.7 32.8 29.8 17.7 26.0
Riboflavina 25-80 36.0 S57.5 42.5 56.0 S1.0
Piridoxina 23-40 13.6 12.0 15.0 10.2 -
B,, - - 0.004 -
Ac. nicotinico 300-627 280 61 104 540 136
Ac. fblico 19-30 5.8 3.1 2.1 11.8 -
Ac. pantoténico 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).

B: Amundson; biomasa mis suero sin lavar (4).

C: Amundson; biomasa mis suero lavado (4)
D: producto Bel (107).
E: producto Wheast; biomasa sola (107).

F: producto Wheast; biomasa ais suero (107).




rentes investigadores. Excepto por la tiamina, el contenido

de vitaminas de K. §ragil{s es casi igual al de la levadura
de cerveza,

La total ausencia de toxicidad, el bajo conteaido
de icidos nucleicos, el alto valor proteico y vitaminico, vy
la naturaleza completamente sesura del sustrato, i.c. un de-
rivado de la leche, permiten que la biomasa de K. {ragil<s,
sea un alimento con un gran potencial de implementacién, 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 Gltimos, los estudios de Amundson (4) sefialan
que 1os animales alimentados con la mezcla de levadura y s6-
lidos del suero lavada alcanzaron su peso miximo un mes an-
tes que los animales alimentados con la dieta control. EIl
producto Wheast ha sido utilizado con éxito en la alimenta-
cién de pavos, peces, visones, becerros y animales convale-
cientes. Estudios en cerdos mostraron que &stos presentaban
mayor velocidad y eficiencia en el crecimiento cuando se su-
plementaba su dieta con biomasa de K. §ragilis crecida en
suero, que cuando se hacfa con harina de soya (1).

En alimentacifn humana, el producto Bel ha venido
utilizandose desde hace mis de die:z afios (82). Los produc-
tos Wheast (biomasa y biomasa con suero) también se han re-
portado como recomendables para este propb6sito (107), asf

A -
como el producto Amber MNutrex de Bern

stein y colaboradores
(12). Stewart y colaboradores (16,90) utilizaron un produc-
to de K. {ragil4is con los s6lidos del suero parcialmente se-
co y prensado, y otro con la misma composicifn pero total-
mente seco y finamente molido, para enriquecer galletas

{"wafers™) de chocolate y vainilia, galletas de avena Yy una



fritura ("cracker") de harina con queso; el primer producto
fué totalmente inadecuado, pero con el segundo se obtuvie-
ron magnificos resultados: las galletas de chocelate y vaini
1la permitieron hasta un 15V del suplemento sin que se nota-
ran efectos en el sabor, apariencia y textura; las galletas
de vainilla as{ elaboradas, tenfan cuatro veces mis proteina
que las comerciales, y las de chocolate tres veces mis; las
galletas de avena permitieron 20} de producto adicionado, Yy
su contenido proteico se incrementd tres veces; a la fritura
de queso se le pudo adicionar hasta un 35V del suplemento, y
el contenido de proteina del producto finai fué dos veces ma
yor que en el producto comercial.

Yananuvat y Xinsella realizaron estudios de aisla-
miento de 1a proteina de K. {ragilis {95), y de algunas de
sus propiedades funcionales (97). La mixima recuperacifn de
protefina verdadera (65%) la obtuvieron haciendo la extrac-
cibn con una solucidn 0,41 de NaOH y precipitande con HCl
(pH = 4.0). Estos aislados poseen un ligero color Crema y
poca intensidad de sabor. Las proteinas aisladas con cuales
quiera de estas condiciones presentaban muy baja solubilidad
a pH entre 3 y 6, lo que podria limitar su aplicacién a cier
tos alimentos; sin embargo, estos autores sugieren la forma-
cibn de los proteinatos de sodio o calcio, los cuales si son
solubles. En cuanto a la propiedad de formar espuma al ser
batida, la proteina de ia levadura extraida con agua y preci
pitada con HC1, fu€ la Gnica comparable a la proteina de so-
¥2; sin cabargo, la estabilidad de la espuma erva muchc mezor
en la protefna de la ievadura que en la de soya. Fué mejor
el poder emulsificante de la protefna de la levadura extraf-
da con agua y precipitada con &cido, y extrafda con NaOH y
precipitada con fcido, que el de la protefna de soya; esta
iltima s8lo fué mejor en esta caracteristica que la protel-



na extraida con NaOH y precipitada con calor. Los autores
sugieren la aplicacién de estos aislados de protefna en pro-
ductos cirnicos y de panaderia.

2.3.- Enzimas pectinolfticas

2.3.1.- Clasificacibn

Las sustancias pécticas son polisaciridos formados
principalmente de unidades del icido D-galactourBnico, uni-
das mediante enlaces glicosfdicos a(1+4), que se encuentran,
0 se obtienen, a partir de tejidos vegetales. Cuando los
grupos carboxilicos de los ficidos D-galactourbnicos que for-
man el polimero, se encuentran esterificados con metanol, se
designa al compuesto pectina; dependiendo de la proporcibn
esterificada, se reconocen las pectinas de alto o de bajo me
toxilo. Si el grupo carboxflico de pricticamente todas las
unidades, se encuentra libre de &steres metflicos, el polime
To se conoce como &cido péctico o icido poligalactourbnico.

Las enzimas que de alguna manera modifican la es-
tructura de estos compuestos, se CONOCen CORMC enzimas pecti-
noliticas o pectinasas, y se clasifican de la siguiente mane
ra (33,79):

A) Pectinestearasa o Pectinmetilestearasa: hidroliza el &s-
ter formade por el mclanc!
do galactourbnico.

B) Despolimerizantes: rompen el enlace glicosidico de las
sustancias pécticas, y pueden subdividirse de la siguien-
te forma:

a) De acuerdo al sustrato sobre el que actfian: pectina o
ficido péctico.

b) Segln el mecanismo de ruptura del enlace: hidrolasas,




con inclusi6n de agua, o liasas, por un proceso de
transeliminacién.

€} Segln el puntc dc ataguc a la cadena: exo, si rompe la
cadena en un extremo, y endo, si la Tuptura es al azar.

El cuadro 2.3.1, muestra todas las enzimas pectino
liticas que en teorfa podrfan existir, de acuerdo a la combi
nacién de estos factores. La figura 2.3.1, da una idea mis

clara de 1a forma de actuar de las pectinasas.

2.3.2.- Distribucibn y obtencibn

Las pectinasas se encuentran en una amplia varie-
dad de especies del reinc vegetal, principalmente en los fr
tos, donde juegan un papel importante en el estado de madur
cibn; es més abundante en estas especies la pectinestearasa

u
a

(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 (Lycopersicon esculentum); pa-
ra la mayoria de las aplicaciones industriales, las enzimas
pectinolfticas se obtienen de hongos (33).

Los microorganismos producen una amplia variedad
de pectinasas. La endo-poligalactourontiasa (PGL) es la en-
zima pectinolitica, por mucho, mis comGnmente producida por
las bacterias, aunque algunas especies también producen pec-
tinestearasa, y algunas pocas poligalactouronasas y exo-poli
galactouronliasas (PGL); 1a endo-polimetilgalactouronliasa
(PMGL) no es producida por ninguna bacteria, excepto por una
especie de actinomiceto; la exo-polimetilgalactouronliiasa no
se ha encontrado en ningln organismo. La exo-oligogalacto-

sty ..

faz3 {OGL) &5 producida poT bDacterias (58). La endo-po



CUADRO 2.3.1 (33)
CLASIFICACION DE PECTINASAS

A} Pectinestearasa EC 3.1.1.11

sustrato:

Pectina <

liasas
B) Despolimerizantes

hidrolasas

sustrato:

Ac. Péctico <
liasas

hidrolasas <

|

endo-polimetilgalactouronasa
EC 3.2.1.41

exo-polimetilgalactouronasa

endo-polimetilgalactouronliasa
EC 4.2.2.3

exo-polimetilgalactouronliasa

endo-poligalactouronasa
EC 3.Z.1.15

exo-poligalactouronasa
EC 3.2.1.40

endo-poligalactourcenliasa
EC 4.2.2.1

exo-poligalactouronliasa
EC 4.2.2.2

La exo-polimetilgalactouronasa y 1a exo-polimetilgalactouronliasa no existen(79,33,73).
También existen exo-oligalactouronliasas que muestran mayor actividad em oligbmeros que

en moléculas grandes de 4cido péctico (38,73).
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ligalactouronasa en camhio, es la que principalmente producen
los hongos; algunos hongos producen también exo-poligalacto-
uronasa, pectinestearasa, endo-polimetilgalactouronliasa y en
do-poligalactouronliasa; la exo-poligalactouronliasa no es
producida por hongos. Aspergiffus niger es la Gnica 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 pectinoliticas son: Erwinia, Pseudomonas, Bacilius y
Clostridium; mientras que los principales géneros de hongos
son: Adpergillus, Sclerotindia y Pemicillium (33,79). Varias
especies de levaduras también producen pectinasas; entre
ellas, la que mayor actividad pectinolftica presenta es Kluy-
veromyces fragilis, la cual s6lo produce la endo-poligalacto-
uronasa; Candida pseuadotropicalis, que es la forma imperfecta

de 1a primera, también tiene considerable actividad pectinoli
tica {53,109,54,55,56,77).

La produccifn a escala industrial de pectinasas, se
realiza por dos métodos: en cultivo sumergido y en cultivo s6
lido. En el primero, se prepara un medio 1iquido que incluye
los componentes bfsicos: carbohidratos, que pueden provenir
de melazas, cereales, etc., fuente de nitr6geno, minerales y
extracto de levadura; como gencralmente estas enzimas son a-
daptativas, es necesario afadir al medio pectina o algin mate
rial que la contenga, como ciscara de citricos, bagazo de Ban
zana o pulpa de remolacha; también se adiciona antiespumante .
En el cultivo s6lido 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 adicifn de subproductos con pectina pa



ra la induccidén. El cultivo s6lido se realiza ya sea en cha-

rolas perforadas, con una Pequena capa de salvado hidmedo ¥y ai

Te circulante através del sistema que provee de oxfgeno al
hongo y baja 1a temperatura, o en tambores rotatorios horizon
tales los cuales se enfrfan con agua. Tanto en el cultivo su
mergido como en el cultivo sdlido, la inoculacidn se realiza
con suspensibn de esporas de la especie seleccionada; algunas
especies utilizadas en la produccién comercial de pectinasas
son: Aspergillus niger (la mis importante), Aspetgillus alta
ceus, Sclerotinia tibertiana y Coniothynium diplodietta (79,
33). Para recuperar la enzima del cultivo liquido se separa
la biomasa del hongo por filtracién o por centrifugacién y el
sobrenadante se puede utilizar como preparado crudo de pecti-
nasas liquidas. También se pueden precipitar éstas con

(NH4) 250, 4y otras sales, o con solventes orginicos y secarse

a bajas temperaturas o por aspersifn. para obtener un prepara-
do s6lido; cabe la posibilidad de concentrar el sobrenadante
en vacio o por ultrafiltracién para obtener pectinasas 1fqui-
das con mis actividad por unidad de volumen. Del cultivo s&-
lido puede utilizarse la mezcla seca de hongo y salvado ta}]
cual como preparado crudo de 1la enzima, o extraerse &sta con
agua, y a la solucidn de enzima se le puede dar cualquiera

de los tratamientos que se da al sobrenadante del cultivo su-
mergido. Los preparados s6lidos se diluyen y estabilizan con
agentes como: gelatina, almidbén, etc. (79,33). Las pectina-
5as comerciales son una mezcla de diferentes enzimas pectino-
liticas cuyo nGmero y cantidades relativas dependen de 1a ce-
Pa, composicidn del medio y condiciones de cultivo (79);
mis se encuentran contaminadas con celulasas,

ade-

amilasas, pro-
teasas y otras enzimas (73). Como ya se mencioné antes, es

factible la produccién de Pectinasas constitutivas utilizando
suero de queso como sustrzto y los hongos
Yy Sclerotinda scleroticrum (83,6,7,8).

Aspergileus awamorq
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La producci6én mundial de pectinasas esti estimada
en 10 ton al afio, calculadas éstas en cantidad de protefina
como enzima pura. La tabla 2.3.1 muestra una estimacibn de
la producci6n mundial y de los valores relativos de ventas
de las principales enzimas de aplicaci6n industrial. Se ob-
serva que la produccion de pectinasas es relativamente baja
en comparacifn 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 10V del to-
tal, de donde se deduce el alto valor que poseen (72).

TABLA 2.3.1
PRODUCCION DE ENZIMAS INDUSTRIALES (72)

Enzima Tons/afio Valor relativo
(en cantidad de ventas
de protefna (%)
CORO enzima
pura)

Proteasa de Baciflus 500 40

Glucoamilasa 300 14

Amilasa de Baciflus 300 12

Glucosa isomerasa 50 12

Cuajo microbiano 10 7

Amilasa ffingica 10 3

PECTINASAS 10 10

Proteasa ffingica 10 1

Otras - 1

2.3.3.- Usos

La pectinestearasa se utiliza en la produccién de
pectinas de bajo metoxilo, las cuales tienen la propiedad de
formar geles en presencia de iones divalentes, y encuentran
aplicaciones en un gran nGmero de productos alimenticios. lLa
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pectinestearasa puede ser fGngica, pero libre de pectinasas
despolimerizantes, u obtenida del tomate (33). También se
pueden obtener esta clase de pectinas de cdscaras de citricos,

aprovechando la pectinestearasa nativa de estas frutas (17).

El principal y mds antiguo uso que se da a las pec-
tinasas, es como coadyuvantes en la clarificacién del jugo de
Rmanzana; también se utilizan en jugo de uva, vinos, sidras y
vinagres, con el mismo propSsito. Las sustancias pécticas se
encuentran en estado coloidal en estos liquidos, 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 oxidacibn catalizada por las polifenoloxidasas, se mantie-

nen en suspensibén junto con las sustancias pécticas y el mate
rial de lastre, dindcle una coloracifn café desagradable.
Asf, cuando las pectinasas que se afiaden actfian despolimeri-
zando la pectina, se destruye el coloide protector y todo el
material indeseable se precipita por interacciones electrosti
ticas (110). Este es fdcilmente retirado por filtracién, que
dando el producto claro y brillante; en el caso del jugo de
manzana, su aspecto final es el de un 1{quido ambar claro, y
el fl6culo tiene un color café oscuro. Ademis, este tratamien
to reduce considerablemente la viscosidad del producto, por
lo cual, la operacibn de filtrado se ve facilitada. Algunos
de los materiales utilizados para diluir los preparados s61i-

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

tes clarificantes {33,65,73). En el proceso de clarificacibn

poTr detecacibn 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 accién de pectinasas



despolimerizantes (77).

En la produccién de jugos concentrados, es necesa-
rio evitar que éstos se gelifiquen debido a la presencia de
las sustancias pécticas aunada a la alta concentracién de sb-
lidos del producto terminado, con la adicién de enzimas pecti
noliticas, este problema queda resuelto. En concentrados de
jugo de tomate se aprovechan las pectinasas nativas del fruto
para lograr este objetivo (33,79). La disminucifn de la vis-
cosidad del jugo que se va a concentrar facilita la evapora-
cifn de agua, vy por 1o tanto su eliminacidn.

En ocasiones, el bagazc de las frutas resultante de
produccidn de jugos recibe un tratamiento con pectinasas pre-
vic a un segundo prensado para la extraccibén de liquido resi-
dual; esto redunda en un rendimiento mayor, vya 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-
ci6n de pectinasas al mosto o a la pulpa, permite una extrac-
ci6n mis efectiva de las antocianinas, por 1o cual se logra
un mayor rendimiento del color en el producto (33,73,79). En
néctares y papillas para bebés, se obtiene ademis una mayor
extraccidn de los s6lidos de la fruta (73). Este mismo bene-
ficio se obtiene en la industria de citricos, en la operacibn
de "lavado de pulpa", la cual tiene como objeto recuperar s6-
lidos de 1la pulpa obtenida de la extraccibén del jugo; estos
sO0iidos se recuperan con agua y luegu se concentran en un eva

porador y al producto final se le 1lama "concentrado de pulpa
lavada™ (17,73).

Otra aplicacién de las enzimas pectinoliticas se
tiene en la extraccidén de aceites esenciales de las c&scaras

de citricos: cuando la pectina se degrada, se facilita su ex-



18

traccidén, se aumenta el rendimiento, vy se obtiene un producto
mis claro (33,17).

Entre otros usos mis recientes que se han dado a

las pectinasas, se incluye la estabilizacién de la "nube" en
jugos de citricos; contrariamente al jugo de manzana y de

uva, los jugos de citricos se requieren turbios; las sustan-
cias pécticas del jugo son responsables de la estabilizacifn
de la '"nube” (turbiedad}, al formar un coloide 1i6filo; cuan-
do la pectinestearasa nativa del citrico libera una gran can-
tidad de grupos carboxilicos, éstos reaccionan con el calcio
presente, y forman grandes agregados que tienden a precipitar,
para evitar esto, la pectinestearasa se desnaturaliza sometien
do a los jugos a un tratamiento térmico; sin embargo, reciente
mente se ha propuesto la utilizacibn de pectinasas despolimeri
zantes, para obtener oligbmeros pécticos, 1o 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 pequefias de icido péctico inhiben competiti
vamente a esta enzima (17,73).

También se ha sugerido la utilizacifén de pectinasas
para macerar ciscaras de citricos, con el objeto de obtener

una suspensién de sblidos que se utilice como enturbiante en
* bebidas (17).

Otro posible usc es la sustitucibn del proceso fer-
mentativo que sufren los granos de czfé y cacao, para elimi-

nar el residuo mucilaginoso que los cubre, por un tratamiento
con enzimas pectinolfiticas (79).
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2.3.4.- Endo-poligalactouronasas de Kluyveromyces fragilia

K. gragclis es, entre las levaduras, la que mayor
actividad pectinolitica presenta; sin embargo, no produce pec
tinestearasa ni ninguna otra pectinasa despolimerizante gue
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 especifica para los 4cidos poligalactour6nicos y oligo-
galactourénicos, teniendo preferencia por las cadenas mis
grandes (28); sin embargo, puede degradar la pectina limitada
mente, con una velocidad y grado de hidr6lisis que varfan en
relacidn inversa al grado de esterificaci6én del sustrato con
€steres metflicos (54,74,56). Con la adicién de pectinestea-
rasa, el grado de hidr6lisis de la endo-poligalactouronasa de
K. fragilis sobre 1a pectina aumenta en relacién directa a la
cantidad de enzima desmetoxilante (54). También al actuar 50

bre la pectina, tiene preferencia por las cadenas mis grandes
(55).

La hidr6lisis intensiva del Scido péctico por esta
enzima, resulta en una mezcla de Acidos mono y digalactouréni
€o en una relacibn 4 a 3, pero esta hidr6lisis tiene tres eta
pPas claramente diferenciadas. La primera es la mis rdpida de
12 hidr6lisis: el aumento de grupos reductores es suy grande
Yy aumenta en forma lineal hasta hidrolizar aproximadamente el
25% de los enlaces glicosfidicos del &cido péctico; en esta fa
se la formaci6n de 4cido monogalactourbnico es muy pequefia,
1o cual confirma el caricter endo de la enzima {55). Esta e-
tapa tiene sus condiciones Sptimas a un pH de 4.4 y 50°C (54,
26). Las reacciones de esta primera fase son las siguientes
(27,26):

§cido péctico +» pentimero + tetrimero ¢ trimero + dimero
Scido pentagalactourSnico + tetrimero + monémero
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dcido pentagalactourdnico ~ trimero + dimero
En la segunda etapa el sustrato principal es el Acido tetraga
lactourfnico (tetrimero) (28,55); csta etapa se inicia des-
pués de 25% de hidr6lisis y alcanza hasta un 50% de 1a hidré
1isis sobre los enlaces glucosidicos; es unas 26 veces mis
lenta que la primera fase, y su pH éptimo es de 3.5 (27,74,
26). La reaccifn es la sigulente (27,26}:

dcido tetragalactourdnico » trimero + monbmero
El rompimiento del 4cido tetragalactourfnico es necesariamen-
te en dcido trigalactourbnico y icido galactourbnico, y nunca
en dos moles del dimero; esto se demuestra por el hecho de
que la aparicifn de grupos reductores es completamente parale
la a 1a aparicién de 4cido galactourfnico, en esta fase (27,
55). E1 rompimiento ocurre s6lo en el enlace uno (cercano

al extremo reductor) (70). La dGltima etapa invoelucra la si-
guiente reaccibén (27,26):

dcido trigalactourénico + dimero + monémero
Esta etapa es todavia mucho mis lenta: se realiza a una velo-
cidad 50 veces menor que la anterior. El 4cido digalactourd-
nico ya no puede ser hidrolizado por esta endo-poligalactouro
nasa, por lo que aquif cesa la reaccidén, habiendose alcanzado
un 70} de hidrélisis de los enlaces glucosfdicos, con una re-

lacidn 4 a 3 del mon6mero y el dimero. El pH Sptimo de esta
etapa es también 2.5 (74,27,26).

Phaff y Demain (75) reportan que la endo-poligalac-
tourcnasa de es5ta especie es una sola €NnzZ1ma, ¥ no un sistema
multienzimfitico como sucede en endo-poligalactouronasas fGngi
cas, 1o cual podria pensarse debido a las tres fases de reac-
¢ién que presenta. Sin embargo, en una publicacién RUY Te-
ciente, de un estudio con técnicas mis sodernas, Lim y colabo
radores (49} reportan haber encontrade tres formas de endo-po

ligalactouronasa en el sobrenadante de! cultivo de K. {ragi-



£4{s, a las que denominan enzima [, enzima Il y enzima III, vy
sus propiedades son las siguientes:

pl b3 pH T

(daltones) (°C) K‘
Enzima I 6.1 46 000 4-5 50 0.313
Enzima 11 6.1 50 000 i-5 50 0.227
Enzima I11 5.8 30 000 4-5 50 0.500

Donde: plI es el punto isoeléctrico, M pesoc molecular, T y pH

son 1los Gptimos, y los valores de K- dados son para icido péc
tico.

Estos autores encontraron ademis que las tres enzimas son gli
coproteinas, 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-
rfa de su actividad a 70°C. Para las tres enzisas, su accifn
sobre el 4Acido péctico es rompiendolo al azar para generar &-
cidos oligogalactourbni¢os a las mismas velocidades, y mues-
tran accién macerativa en tejidos de papa y zanahoria.

Luh y Phaff (53) reportan que la endo-poligalactou-
ronasa de K. {ragilis es constitutiva, pero Wimborne y Rickard
£109) 1a definen comn narcialmente copstitutiva, va que la a-
dicib6n de pectina al medio de cultive dupllca 1a produccion
de 12 enzima. En este filtimo articulo se reporta ademis que,
en estudios hechos en un fermentador en medio de glucosa y
sin pectina, la sintesis de la enzima se reprime por completo
en condiciones de alta aireacidn: sélo se produce si la fer-
mentacifn es anaerobia, o desde el momento en que se interrum
pe la condicifn aerobia por inyeccifn al medioc de N; o OO, en

lugar de aire. En cultivo en matraces agitades si hay produc
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cidén de enzima, lo que implica que condiciones moderadamente

aerobias no reprimen la sintesis de la cndo-poligalactourona
sa (53,109),

Los estudios realizados sobre la posible utiliza-

c16n comercial de la endo poligalactouronasa de K. drnagilis

son practicamente nulos. Entre las pocas evidencias reporta-

das de que esta enzima puede tener alguna utilizacidn, ests
el trabajo de Kobayashi y Matsuo (43), que la utilizaron para
macerar el liber para la elaboraci6n de pulpa de papel; otros
autores han reportado que esta en:ima es efectiva en su accibn
macerativa en tejidos de papa y zanahoria (49), y tan efecti-
va como la poligalactouronasa de Asperg<llus kawachii 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 citricos, (dfamo y ramio (43}. En cuanto
a su capaciaad para clarificar, Luh y Phaff (53) reportan que
la endo-poligalactouronasa de K. {ragilis fué capaz de hacer-
lo en una solucién de 2% de pectina cftrica, alcanzando las
miximas 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 l1a presencia de una levadura
productora de poligalactouronasa que se desarrolla a lo iargo
de la fermentacién; la accidén combinada de esta enzima con la
peiiinesicarasa de ia manzana degrada al polimero dando como
resultado un producto clarificado; sus estudios demostraron
que esta poligajactouronasa era pricticamente idéntica a la
endo-poligalactouronasa de K. §wag«lis estudiada por Phaff y
colaboradores, aunque la cantidad de enzima que producia la
levadura aislada del sedimento de 1a sidra era 10 veces menor
que la cantidad producida por una cepa de K. fragilis contra
'a que ellos la compararon. Quedd totalmente claro de este



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,
1a eliminaci6én de la pectina era incompleta, y la ausencia de
la segunda, producida por 1la levadura, resulta en una sidra
no clarificada. Esto concuerda perfectamente con lo reporta-

de no

& ]

Yamasaki y colaboradores {(ii0) pard jugo de manzana,

T3

quienes encontraron gue una pectinestearasa sola no es capaz
de clarificar el jugo, mientras que una endo-poligalactourong
sa sola produce una clarificacién 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. MATERIALLS Y MLTCDBOS

3.1.- Microorganismos

Se utilizaron las cepas K{uyveromycesd Arageg4d L-
278, de la coleccibn de cultivos del Departamento de Biotec
nologia y Bioingenieria del Centro de Investigacibén y Estu
dios Avanzados del IPN, y KZuyvenromyces fragildis C-3531 pro-
porcionada por el Dr, Bor S. Luh del Departamento de Cien-
cia y Tecnologia 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 solucivnes
-Medio de glucosa: se prepar6 con agua destilada y
desionizada con 2% de glucosa anhidra, 0.2% de extracto de

levadura (Bioxon), 0.1% de (NH.),S0., 0.05% de KH,PO, y 0.05%
de MgSO,.

-Medio de lactosa: se prepard de la misma manera,
sustituyendo la glucosa por una cantidad igual de lactosa, a
menos que se indique otra concentracidn.

Los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C

durante 15 min, separando siempre el azicar de! resto de los
nutrientes.

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

queéso &n polvo proporcionade por Cremeria La Fromteriza S.A.,

México D.F.; el polvo se resuspendi6 en agua destilada y des
§ ad

0.5% de (NH.),S0., 0.5% de X;HPO, y 0.1} de extracto de leva

dura (Bioxon). El pH se ajustd, cuando se requeria, con

ionizada en una CcoRceniTacion de 6.45%: se adicionS ademis




H2S0w La esterilizacién del medio se realizé en autoclave

1]
t
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El

in, ¥y para la pasteurizacién se calentd
en bafio de agua hirviendo hasta 80°C durante 15 seg. El sue
10 resuspendido se esterilizd o pasteurizd por separado del
resto de los nutrientes. En todos los casos deberid asumirse
que el suero es estéril, a menos que se indique que es pas-

teurizado.

En los casos correspondientes, se adicionf al me-
dio 0.5% (a menos que se especifique otra cantidad) de pecti
citrica comercial, la cual se esterilizf o se pasteurizé

-Solucidn de dcido péctico: el ficido péctico se
prepar6 a partir de pectina citrica comercial, hidrolizando
con NaOH el éster metflico de los grupos metoxilados para
formar el pectato de sodio; posteriormentc cl fcide pSctice

e d

se form6 agregando HC1l. La técnica cmgnida fué la siguiente:
0.5 g de pectina se disolvieron en 100 ml de agua; la solu-
cibn se enfri6 a 4°C, se agregd NaOH al 10% (p/v) hasta que
1a solucibn se torn6 transparente; se dej6 reposar en el re-
frigerador durante 30 min, y se agregé HCl (1 parte de HCl
conc. por 2.5 partes de agua) poco a poco hasta que se formd
un precipitado gelatinoso. El precipitado se filtrd através

de un filtro de vidrio porsss Pyrox ASTM 40-40 C, se lavs
rei 2
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rh con agua a 500 ml.

3.3.- Condiciones de cultivo

-En matraces: para los cultivos aerobios se utili-



zaron matraces erlenmeyer de 250 ml con "bafles™ y tapados
con algoddén. Los cultivos anaerobios se realizaron en matra
ces erlenmeyer de 250 ml, y el medio se desoxigend burbujean
do N, durante 1 min, y tapando la boca del matraz con Para-
film (American Can Co.). Los cultivos microaerobios se rea-
lizaron como estos filtimos pero sin desoxigenar. Para obte-
ner varios puntos a 10 largo de una fermentacifn, se tomaron
muestras del matraz en condiciones estériles; en el caso del
cultivo anaerobio, se burbujedé N, 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 agitacidén de
200 rpa en un agitador con incubadora ambiental New Brunswick

modelo GZ4. Los volfimenes de trabajo fueron de 150 al por
matraz.

-En _fermentador: se utiliré un fermentador New
Brunswick BioFlo modelo C30. El1 volumen de trabajo fué de
500 =1, la temperatura de 28°C y la aireacifn, cuandc era el
caso, de 0.8 vvm; cuando la ferzentacibn era o requeria una

etapa anaerobia, se burbunies N. constantements, en lugar de

aire; para controlar la espuma, en caso necesario, se agrega
Ton unas gotas de antiespumante de silic6bn. La agitacibn,
la cantidad y concentracifn del in6culo, y el pH inicial del
medio se especifican para cada fermentacifn.

3.4.- Parimetros de crecimiento

-Concentracifr de biomasa: se determiné por turbi-
dimetria, midiendo la absorbancia a 650 nm en un espectrofo-
témetro PYE UNICAM modelo SP 30 UV, utilizando agua destila-
da como blanco y para diluir las muestras; estas diluciones

se efectuaron de tal manera que se evitS que la absorbancia

excediera un valor 3¢ 1.388., Para el medio de suero se res-



té a los valores de absorbancia de cada muestra el valor re-
sultante de la turbiedad de las protefnas coaguladas, conmsi-
derando que este valor no cambiaba a lo largo de la fermenta
cibn, ya que esta levadura es incapaz de degradar las protef
nas séricas (102); de este modo, el resultado de la resta de
Ia turbiedad de la muestra y la turbiedad del medio original,
representaba la turbiedad debida a la concentracién celular.
A partir de los valores de absorbancia se determind la con-
centracifn celular por comparacibn con una curva patrdén, cu-
¥Y0s puntos se obtuvieron de la siguiente manera: se prepara-
TOn <inco Jdiluciones a partir de un cultivo en matraz agita-
do de K. fragilis L-278 en medio de lactosa; se determiné la
turbiedad de cada dilucibn, v se hizo pasar un volumen de

150 ml de cada una através de membranas Millipore, con poros
de 0.45 um de didmetro, previamente puestas a Deso constante;
la biomasa retenida en la membrana se lavé con agua destila-
da y desionizada y se secS en una estufa con vacfo a 60°C
hasta peso constante.

-Rapidez especifica de crecimiento (:): de acuerdo
con la ecuacibn integrada para el crecimiento exponencial
In X = ut + B, la rapidez especifica de crecimiento (u) ests
dada por la pendiente de la recta correspondiente a dicha e-
cuacibn, donde X es la concentracién de biomasa en el tiempo
t y B 1a constante de integracibn; esta ecuacién s6lo es vi-
lida durante la {asc de crecimiento iogaritmico. Para deter

minar la y de cada fermentacibn, se ajustaron por regresifn
lineal los puntos experimcntales comprendidos en ia fase men
cionada, y se determin6 la pendiente de 1a recta ajustada a
los puntos cuyo coeficiente de correlacibn fué e] mis alto.

-Contenido de protefna en biomasa: se determiné
por el método de Kjeldahl (N X &

.23} reportado en el A.0.A.C.
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utilizando para la digestidn 25 ml de H,S0, conc. y 6 g de
mezcla reactiva de seienio para determinar nitrdgeno segin
Weininger (Merck). Para la determinacién, la muestra se se

¢S a 53°C en una estufa durante toda 1a noche, y después s¢
mantuvo en un desecador durante 24 hrs.

Lactosa en el medio: se determind midiendo reduc-
tores directos por el método de Somogyi Nelson (64}, compa-

rando con una curva patr6n de glucosa; para hacer la determi
nacién se separf la biomasa por centrifugaci6n del medio a
3500 rpm durante 15 min para el medio de lactosa, y 30 min

para el medio de suero. Llas lecturas se hicieron er un espec
trofotbmetro PYE UNICAM modelo SP 30 UV.

-pH: se determin6 en las pruebas en el fermentador,
con un potencifmetro New Brunswick modelo pH-40.

-Oxfgeno disuelto: se determindé con un analizador
de oxigeno disuelto modelo D.0.-50 con registrador, y se gra

fic6 a lo largo de la fermentacifn. Se ajustd el 100} de sa

turacifn de oxIgeno disuelto con agua destilada y desioniza-
da a 25°C.

Los electrodos de pH vy oxigeno disuelto se esteri-
lizaron bafhandolos en solucifén de NaCl0, y en segundo térmi-

no en etanol, inmediatamente antes de 1ntroducirlos en el
fermentador.

Para asegurar la pureza del cultivo, Se observaron
peribédicamente a lo largo de la fermentacibn, muestras del
medio al microscopio mediante una tincién de Gram.



3.5.- Actividad

Como so0lucibn de enzima se utilizd el sobrenadante
resultante de la centrifugacién del caldo de cultivo, a 3500
rpm, durante 15 min si la fermentacién se hizo en medio sin-
tético, o durante 30 min cuando se utilizé el medio de suero.

Para determinar la actividad se utilizaron dos métodos.

-Disminucidn de viscosidad: en un viscosimetro
Ubbelohde No. 2C de Cannon Instrument Co. se midi6, a dife-
rentes intervalos de tiempo, el tiempo de flujo de 12.6 ml
de una soluciébn de pectina citrica comercial al 0.5% (p/v)
con un pH de 5.0, y 1.4 ml de 1a solucibn de enzima (10% del
volumen total}; la reaccibén se efectué a 30°C manteniendo el
bulbo del viscosimetro en un bafo ds agua a temperatura cons-

tante. Las medidas se compararon con un testigo en las mis-
®as condicones, pero en el cual se utilizé una solucibn de
enzima inactivada térmicamente (92°C durante 40 min).

- Aumento de reductores: el método empleado para 1la
determinacién de reductores fué el de Somogyi-Nelson (64).
Los valores se obtuvieron por comparacifn con una curva pa-

trén de glucosa; las lecturas se hicieron en un espectrofotd
metro PYE UNICAM modelo SP 30 UV. Para medir la actividad

se determin6é el aumento de reductores provocado por 0.1 ml

de solucibn de cnzimz on 0.2 &1 de una sviucidn de dcido pec
tico al 0.1% (p/v) con un pH de 5.0; de 1a mezcla enzima-sus-
trato, que permanecia en un bafio a 30°C, se tomaron alicuotas
pPara determinar reductores a tiespos de reaccifn de: menos de
1, 5, 10 y 15 min, considerando como tiempo de reaccién el

transcurrido desde que la enzima entraba en contacto con el £
cido péctico hasta que 1a alfcuota se mezclaba con el reacti-

vo I de Somogyi-Nelson, momento en el cual la reaccidn se de-
tenfa.



Se defini6 como unidad de actividad de endo-poliga
lactouronasa (uPG), a la cantidad de enzima que produce una
umol de grupos aldehido por minuto, a 30°C vy pH 5.0.

La raz6n de haber utili:ado dos métodos para la de
terminacidén de actividad es que el método de disminucibén de
viscosidad es mis sensible que el de aumento de reductores,
por tratarse de una endo enzima; esto se comprobd al detec-
tar actividad por disminucién de viscosidad en muestras en
las que no se detectS por aumento de reductores; sin embargo,

con fines cuantitativos oct

L
[

iltimo es mis preciseo. Cuando
la actividad es muy alta, el método de disminucién de visco-
sidad es menos preciso afin, ya que esta enzima hidroliza a
la pectina solamente entre dos grupos carboxflicos libres,
teniendo preferencia por las cadenas mis grandes (54), de
ahi que la hidr6lisis sobre la pectina sea limitada; cuando
la actividad de una nuestra es alta, este limite es alcanza-
de ripidamente, entonces no pueden cuantificarse las activi-

dades que excedan un cierto valor.

-Actividad especifica: la actividad se determiné
por aumento de reductores, y la protefina por el método de
Lowry y colaboradores (52), comparando con una curva patrén
de albGmina bovina. Las lecturas se hicieron en un espectro
fot6metro PYE UNICAM modelo SP 30 UV.

3J.6.-Purificaci6n de la en:zima

La enzima se obtuvo por precipitacibém con
(NH,) ;S0O., obteniéndose en la fracci6n que precipita al agre
gar a la solucifn, entre el 35 y 65 (p/v) de esta sal.
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A 108 ml de solucibén de enzima, se le agregaron 35
g d& (NHy) 250, pur cada 100 ml de sciucidn; el precipitado

h fo fué separadv por centrifugacién a & vQU

rpm durante 20 min; este precipitado no present6 actividad

enzimitica. Al sobrenadante se le agregb (NH,),SO, hasta 65
g por 100 ml de solucién, y el precipitado se separd por cen
trifugacibn a 10 000 rpm por 30 min; el sobrenadante de esta
segunda precipitacifn tampoco present6 actividad enzimitica.
El precipitado obtenido se afor6 a 20 ml con solucibn amorti
guadora de acetatos 0.1 M a pH 5.0. La solucién anterior se
dializ6 en una bolsa de celofin para diflisis, contra una so

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

¥y

cibn se cambif una hora despufs v s 4235 a5ce hofas mas.

3.7.- Aplicacibn de la enzima en jugo de manzana

Se evalubé la posibilidad de aplicar 1la endo-poliga
lactouronasa de K. §ragilis en la clarificaci6bn de jugo de
Banzana; para ello se utiliz6 la solucién dializada de enzi-
B3, y se compar6 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 afor6 a 100 ml.

El jugo de manzana se prepar6 en un extractor de
jugos Turmix; el jugo obtenido se filtré através de una man-

ta de cielo para separar las particulas gruesas. Vol(menes
iguales del jugo asf preparado se rolocaron en

-
- t."cs =aliia

[T]]

L™ -
4 uno se le agreg6 la solucidn de enzima comercial necesaria
para obtener una concentracifs final en e} jugo de 75 ppm
(proporcidén recomendada por el fabricante), al siguiente se
le agregS el equivalente en uPG de la solucifn de enzima de

K. §ragilis, y el tercero se utiliz6 como control; los tres
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Batraces se mantuvieron en un bafio a 50 o 30°C; posteriormen

te se flltraron atrav€és de un papel Nattnan No. 1, y a los

..... né la turbiedad con-
tra un blanco de agua a 650 nm en un espectrofotémetro PYE
UNICAM modelo SP 30 UV.

3.8.- Secuencia experimental

A continuacibn se muestran las etapas del presente
trabajo.

Efecto del

Sustrato

Seleccibn de
la cepa
'————-———B{Efecto de la aireacifn

Efecto de 1la pectina}—————-——_-

‘ como inductor

En medio de |
sSuero

En medio de
lactosa

Efecto del tratamiento
térmico

Efecto de 1a suspensién
del suministro de aire

N
Purificacifn de
l1a enzima

v

Pruebas de clarificacién de
jugo de manzana
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Comparacidn de las cepas

Para seleccionar entre las dos cepas con las que
se contaba, utilizando la producci6én de enzima y el creci-

miento de biomasa como parimetrcs, se hicic¢iuu varias prue-
bas:

en la grifica 4.1.1 se muestra 1la actividad medida por
disminucién de viscosidad que mostraron cada una de las cepas
en cultivo microaerobio en matraces, con un crecimiento de
cuatro dfas, tanto en medio de glucosa como de lactosa:; en
vista de que tedos 1os estudios reportados de la produccién
de esta enzima fueron realizados en medio de glucosa, y ade-
mis 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 habfa una ligera disminu-
cifbn de 1a actividad enzimitica, fu€ necesario estudiar la

factibilidad de producir la endo-poligalactouronasa utiliza
do lactosa como fuente de carhono y ohservar si cn

tal razbn, se compar6 la actividad mostrada por las cepas
cultivadas en ambos sustratos. La grifica 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 microaercbias; en las grificas 4.1.3
y 4.1.4 se puede observar el efecto de la aireacién en 1la

produccidén de enzima en ambas cepas, crecidas en matraces en

medio de lactosa; la primera Buestra la actividad medida por

disminucién de viscosidad a las 95 hrs de cultivo, y en 1a
segunda la actividad se midié poTr aumento de reductores. La

tabla 4.1.1 resume estas pruebas.

Los resultados muestran que ambas cepas presentan
mayor actividad enzimitica en cultivo de glucosa que en cul-
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tivo de lactosa; sin embargo, va que las diferencias wmostra-
das no son importantes, es factible la produccién de la enzi
@3 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. fragilis, de ahf que la mayor
parte de la informacidn 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 enzimitica que la cepa C-351 en condiciones anflogas
de cultivo, es deci i

C
r, independientemente del sustrato y las
condiciones de aireacifn, la primera cepa produce mayor can-
tidad de enzima que la segunda. En la gréfica 4.1.2 se ob-

serva que la produccibén de biomasa para ambas cepas es simi-
Adr .

Con base en estos estudios se seleccion§ para las
pruebas posteriores a la cepa K. fragil<s L-278.
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4.2.- Influencia de la aireacién en la produccifn de enzima

En un cultivo en matraces con medio de lactosa en
condiciones anaerobias, se estudi6 el crecimiento, el consu-
mo de lactosa, y la actividad por aumento de reductores de
la cepa L-278; la determinacidn 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 traz6 la grifica 4.2.1.

Se realizaron estudios en ¢l fermentador en medio
de lactosa para dos niveles de aireaci6n: acrobio y total-
mente anaerobio, y en medio de suero en condiciones aerobias.
La grafica 4.2.2 muestra los resultados de 1la fermentacibn a
naerobia en medio de lactosa, v la grifica 4.2.3 los resulta
dos de la fermentacién aerobia en suero. En la tabla 4.2.1
se muestran las condiciones y los valores obtenidos de con-
centracibdn mixima de biomasa, mixima actividad enzimdtica,
rendimiente de biomasa, y velocidad especifica de crecimien-
to en 1a fase logaritmica, de caaa una de las fermentaciones.
La actividad pectinolftica se midi6 por aumento de reducto-
Tes, y €l método de disminucién de viscosidad se usb para co
rroborar cualitativamente los resultados.

A lo largo de todo el estudio se encontraron varias
evidencias de la influencia del oxigeno en la produccifn de
enzima. El hecho mis obvio es que a niveles altos de airea-
cibén, la producci6n de la enzima es completamente reprimida,
tanto en medio de lactosa como en suero: si ge comparan los
resultados de las fermentaciones en medio de lactosa realiza
das en idénticas condiciones en el fermentador, se puede ob-
SeTvar que la enzima s6lo se produce en la fermentacién ana-
erobia, a pesar de que la cantidad de biomasa producida en

€sta es siete veces menor que en la fermentacidén aerobia; en



esta Gltima no se detect6 actividad ni afin por el método de
disminucibn de viscosidad. En la fermentaci6n anaerobia la
cantidad de biomasa obtenida y la velocidad especifica de
crecimiento, como era de esperarse, fueron mucho menores que
las obtenidas en la fermentacién aerchbia, como puede verse
en la tabla 4.2Z.1; esto obviamente contraviene el objetivo
del trabajo, ya que representa un sacrificio considerable en
la obtencibn de biomasa, no obstante que hay una buena pro-
duccién de enzima. En la fermentacién aerobia en medio de
suero, tampoco se detectS actividad pectinolftica por ningu-
no de los dos métodos. Wimborne y Rickard (109), en un estu

dio similar pero en medio de glucrsa, encontraron este mismo
efecto.

En los cultivos en matraces, cuyos resultados se
Ruuestran en el inciso anterior se encontr§ actividad enzimi
tica tanto en condiciones aerobias como anaerobias; en la
gréfica 4.1.3 se muestra que las dos cepas produjeron enzima
en ambas condiciones, aunque el cultivo aerobio de la cepa
C-351 present6 tan baja actividad, que no fué detectada por
el método de aumento de reductores (grifica 4.1.4); esto es
debido a que las condiciones de aireaci6én en 10S cultivos en
matraces, son muy difficiles de regular, lo que no sucede en
el fermentador; por lo tanto, en matraces afn 10s cultivos
aerobios se ven limitados en oxfgeno. También se puede ob-
servar que a medida que aumenta la oxigenaci6n del cultivo,
se inhibe la produccién de enzima, Y aparentemente existe un
umbral, sobrepasado el cual la inhibici6n es total. Por otro
lado, 12 actividad de los cultivos microaerobios en matraces
(grifica 4.1.1) es mayor que 1a presentada por los cultivos
anaerobios en matraces {grifica 4.1.3); esto puede explicar-
se, a pesar de que no se dispone de datos de concentracién
celular para estos experimentos, asumiendo que Ias condicic



nes microaerobias permitieron un mayor desarrollo celular,
sin inhibir 1a producciébn de enzima, permitiendo asf una ma-
yor produccibn total de &sta, mientras que en la fermenta-
cibn anaerobia de la grafica 4.1.3, aunque se favorece la
produccidn de enzima, se reprim: la propagacifn celular. Es
to puede apoyarse en los resultados obtenidos en la fermenta
€cifn en matraces mostrada en este inciso (grifica 4.2.1):
aunque esta fermentacidn se pretendi6 realizar en condiciones
anaerobias, comparando los parimetros de crecimiento celular
con los de las otras fermentaciones en la tabla 4.2.1, es e-
vidente que esta fermentacién no estuvo muy limitada en ox{-
geno, y por lo tanto, tuvo una alta producci6én de biomasa,
que a su vez di6 origen a una produccién 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 produccién de enzima en cultivos en matraces agita-
dos en medio de glucosa.

De todo lo anterior se concluye que: la produccidn
de enzima estd estrechamente relacionada con el nivel de oxi
genacibén del medio, reprimiéndose completamente cuando Este
€s muy alto; sin embargo, en condiciones completamente anae-
robias, debido a la poca produccibn de biomasa, la produc-
cifn total de enzima no es muy alta y por lo tanto, la mayor
productividad de enzima se da en condiciones microcaerobias,
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TABLA 4.2.1
INFLUENCIA DE LA AIREACION EN LA PRODUCCICN DE ENZIMA

CONDICICNES RESULTADOS

Grifica Medio Alreacidn Agitacién  Inéculo pH Xgax Act-ax Y

x/s ¥ '
(rpm) v ¢ : - ~
P {3y} (g/1)inicial (g/})(uPG/ml) (hr™1) o
4.2.1 1lactosa anaerobia - - - 3.90 2.78 0.30 0.09
(matraces)
- lactosa aerobia 300 5 0.08 5.2 3.99 0 - 0.10
(fermentador)
4.2.2 1lactosa anaerobia 300 5 0.08 5.1 0.5 0,92 0.05 6.03
(fermentador)
4.2.3 suero aerobia 400 5 0.08 6.25 12.72 0 0.39 o.M

(fermentador)
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4.3.- Influencia de 1la pectina sobre la produccibn de enzima
Para investigar si la pectina en el medio muestra
un efecte inductor sobre 1la pectinasa en condiciones altamen
te aerobias, se realiz6 una fermentacidon en medio de lactosa
{1%) con pectina en el fermentador (grifica 4.3.1), Yy se com
Pard con la fermentacién aerobia en lactosa mencionada en el
inciso anterior; este mismo estudio se realizf en suero, e-
fectuando una fermentacién aerobia en medio de suero con pec
tina en el fermentador {grifica 4.3,2), comparfindola con la
fermentacibn aerobia en suero del inciso anterior (grifica

4.2.3); las condiciones y los resultados de estas cuatro fer
mentaciones se resumen en la tabla 4.3.1.

La tabla 4.3.1 muestra claramente que cuando se a-
diciona pectina al medio, aGin en condiciones altamente aero-
bias, sf hay produccidén de endo-poligalactouronasa; este e-
fecto se observa tanto en medio de lactosa como en medio de

suero, sin embargo, la produccibén de enzima €S Renor en sue-
0 que en el medio sintético.

El hecho de que 1a pectina induzca la produccién

de enzima en condiciones aerobias, es de csuma importancia en

vista de que el objetivo de este trabajo es producir endo- po
ligalactouronasa paralelamente al proceso de produccién de
biomasa a partir de Suero, y este mecanismo permite lograrlo
sin detrimento del rendimiento de este Gltimo producto; por
esta razén, en todas las fermentaciones Siguientes se adicio

n6é pectina al medio con objeto de obtener 1a mixima produc-
cién posible de enzima.

La grifica 4.3.3 muestra 1a actividad pectinolfti-
ca medida por disminucidn de viscosidad, producida en condi-

z16nes microaerobias en cultivos en matraces con medio de



lactosa y con medio de lactosa {1.8%) con pectina (0.21).

En esta gréfica no se observa un efecto evidente de induc-
cibn por la pectina, lo cual parece indicar que la actividad
enzimitica obtenida gracias a las condiciones de baja oxige-
nacibn, no se ve me)orada al agregar pectina al medio de cul
tivo; sin embargo, debe considerarse que ya que el método de
disminuci6n de viscosidad no €S muy preciso para cuantificar
actividad enzimitica, principalmente cuando ésta es muy alta,

esta grifica no es determinante para asegurar 1o antes pro-
puesto.



TABLA 4.3.1

INFLUENCIA DE LA PECTINA SOBRE LA PRODUCCION DE ENZIMA

CONDICIONES RESULTADOS
Grifica Medic Aireacifn Agitacién énﬁculg pH X‘ax Act.ax YXIS u
(*™P®)(4) (/1) inicial (g/1)(uPG/ml) (hr™ 1)
- lactosa aerobia 300 5 0.08 5.2 3.99 0 - 0.10
4.3.1 lactosa aerobia 300 5 0,08 3.4 3.18 1.07 0.37 0.08
con
pectina
4.2.3 suero aerobia 400 5 0.08 6.25 12.72 0 0.39 0.1
4.3.2 suero aerobia 500 10 3.18 6.45 10.43 0.32 0.31 0.1§
ron

pectina

- 6L
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4.4.- Efecto del tratamiento térmico del suero sobre el cre-
cimiento y 1la produccién de enzima

Se decidid estudiar si el tratamiento térmico dris
tico de la esterilizacién sobre el suero, tenfa alghn efecto
adverso sobre el crecimiento y la produccién de enzima. Pa-
ra ello se efectub una fermentacidn en medio pasteurizado de
suero con pectina en condiciones aerobias; se decidié tener
un pH inicial mfs bajo en el medio para protegerlo de una po
sible contaminacibn con algunas bacterias; la grafica 4.4.1
es el resultado de esta fermentacibn; las condiciones y los
resultados se muestran en la tabla 4.4.1, y con fines compa-
rativos también se muestran en &sta las condiciones y resul-
tados de la fermentacibn aerobia de suero con pectina del in

Cc1so anterior (gr&fica 4.3.2), en al cuzl el medio fué este-
rilizado.

La actividad enzimitica obtenida en la fermentacién
de suero pasteurizado se vi6 claramente mejorada con respec-
to a la fermentacién de suero estéril, efecto que puede ob-
servarse en la tabla 4.4.7i. Sin embargo, no se puede asegu-
rar si este incremento se debe a la sustitucibén del trata-
miento de esterilizaci6n por el tratamiento menos dristico
de pasteurizacifn, ya que en este (ltimo caso también se mo-
dificb el pH inicial del medio. De haber influencia del pH
inicial en la produccibn de enzima, ahi podrfa radicar la di
ferencia obtenida er 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-
dio a 1o iargo de la termentacidn, con los valores de activi
dad en las gréficas 4.3.2 y 4.4.1 en las que la cafda del pH
€s muy pronunciada, se puede notar que aparentemente existe
una relacibn entre los valores de pH y los de actividad: a
medida que el primero disminuye el segundo se incrementa.




B4

En las graificas 4.3.1 y 4.2.2 esta relacién, aunque es menos
evidente, también parece existir, sin embargo, en estos casos
la cafda de pH es mucho menos pronunciada, pero el pH inicial
del medio es mis bajo y a su vez, la actividad enzimitica em
pieza a incrementarse grandemente desde el inicio de la fer-
mentacién. De todo esto se puede concluir que es probable
que exista una relacifn entre el pH del mcdio y la produccibn
de enzima, sin embargo, no hay evidencias s6lidas para asegu
rarlo; en la literatura tampoco se encontraron estudios al
respecto para esta especie, sin embargo, se sabe que el pH
€T®inante en ia produccidn de pectinasas de especies
del género Aspergillus (79).

det

[y}]
w

En relacibn a la produccidén de biomasa, los resul-
tados de concentraci6n final vy rendimiento obtenidos en la
fermentacidn 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
tamientc térmico o al pH inicial del medio; no obstante, so-
bre la relacién entre el pH inicial del medio de suero y la
produccibn de biomasa sf 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 ademis que no encontraron di-
ferencias importantes en e} cre

3 ] - simmm me LW
CIRICAlo &n 5ueTo ©s5teril ¥y

en suero sin esterilizar; de Sinchez y Castillo (107) repor-
tan 5.0 como el pH 6ptimo para la produccibn de biomasa, si
se iniciaba la fermentacifn con un valor diferente a éste,
la concentracibn final de biomasa obtenida y la proporcién

de laztosa ut

B

tizada disminufan considerablemente; Moresi y
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colaboradores (62) en cambio, encontraren através de un pro-
fundo an4lisis estadfstico que el efecto

DOCO 1mportante,

del pH inicial era

En consecuencia, con la discusign anterior se pue-

de sefialar que de este estudio y los reportes sefialados, no

puede afin establecerse una correlacidn definitiva entre pH i
nicial y su patrén de cambio a lo largo de la fermentacién
con el rendimiento de biomasa ¥, mucho menos,

con la produc-
cibn de endo-poligalactouronasa.

Para llegar a una propues-

ta serfa necesario efectuar un estudio experimental detalla-

do del efecto del PH.  De igual manera, ios efectos del tipe

de suero y el tratamiento térmico merecen un estudio

mis 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 1la propagacién de la levadura y la sinte-
sis enzimfitica.



Griafica

4.4.1

4.3.2

TABLA §.4.1

EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO DEL SUERO SOBRE EL CRECIMIENTO
Y LA PRODUCCION DE ENZIMA

CONDICIONES RESULTADOS
Medio Agitacidén 1Inbculo  pH X Act Y
Vv C inicial ™K a3x X/s
(rpm) (V) (g/1} (g/1)  (uPG/ml)
suero 500 10 0.29 5.7 13.68 0.80 0.42
con
pectina
pasteurizado
suero 500 10 3.18 6.45 10.43 0.32 0.31
con
pectina

esteril

(hr™ ")

0.08

0.15

98 -
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4.5.- Efecto de la suspensién de aire en la produccibn de en
zima en medio con pectina

Sduccidn de enzima, se
actosa (1) con pecti-
na, donde aproximadamente la mitad de la fermentacibn se rea
1iz6 en condiciones aerobias,
naerobias.

Para tratar de aume ta

vt
P
4]

¥
€studi6 una fermentacién en medio de }

Yy el resto bajo condiciones a-

En la grifica 4.5.1 se myestran los resultados
de esta fermentacion.

El mismo estudin ce realiz8 cn medio pasteurizado

de suero con pectina: en una fermentacién se realizaron dos
€tapas, la primera aerobia Y 1a segunda anaerobia, Y en otra

fermentacibn se efectuaron tres etapas, la primerz 3¢ ie

.
4 d&éidoia,

la segunda anaerobia Yy la Gltima nuevamente aerobia. Los re

sultados de la primera fermentacibn se presentan en la grifi

ca 4.5.2; esta fermentacibn no Se¢ concluyé debido a que espu
m6 y posteriormente 5¢ contamind; los datos Teportados son

los obtenidos hasta antes de que espumara. La grifica 4.5.3
RMuestra la segunda fermentacién.

La tabla 4.5.1 resume J]as condiciones y los resyl-
tados de las tres fermentaciones anteriores; en esta tabla
se dan resultados parciales para cada una de la
resultados de cada fermentacifn completa.

5 fases y los

En estas fermentaciones podemos observar que no
hay una evidencia clara de que la anaerobiosis incremente el

efecto inductor de 1a Pectina sobre la produccién de enzima,

RO puede asegurarse, debido a 1a poca claridad de los resyl-
tados, que la combinaci6n de ambas condiciones, z2nz:zrobiocsis
Y presencia de pectina en e} medio, incrementen la produc-

€i6n de enzima con respecto al efecto de una sola de las con

diciones; sin embargo, en caso de haber tal incremento é&ste



n a
rablemente la produccifn de biomasa, Esto concuerda con el
resultado reportado en 1la grifica 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 disminucién de viscosidad.
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TABLA 4.5.1
EFECTO DE LA SUSPENSION DE AIRE EN LA PRODUCCION DE ENZIMA EN MEDIO DE PECTINA

CONDICIONES RESULTADOS
Gréfica Medio Agitaci6n Inbculo pH Fase Ax ACtnax YX/S
v C inicial
(rpm) (V) (g/1) (g/1) (uPG/m1)
aerobia 1.86 0.16 2.1
lactosa
4.5.1 con 500 5 0.18 4.3 anaerobia 0.23 0.58 0.02
pectina
Total 2.09 0.58 G.25
suero aerobia 5.51 0.55 0.44
con
4.5.2 pectina 500 10 0.16 6.6 anaerobia 0.82 0.52 0.16
pasteuri
zado Total 6.33 0.55 0.36
aerobia 6.77 0.49 ¢.41
suerc
con anaerobia 0.06 0.53 0.02
4.5.3 pectina S00 10 0.30 5.6
pasteuri aercbia 4.i5  0.33 0.25
zado
Total 10.96 0.53 0.30

06 -
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4.6.- Consideraciones generales sobre las fermentaciones

Las tablas 1.6.1 y 4.6.2 resumen las condiciones
mids importantes y 1os resultados de las fermentaciones pre-
sentadas en 1os incisos anteriores; las columnas de "tiempo
de fermentacién™ se refieren al tiempo en el que la lactosa
alcanz6 su nivel mis bajo, es decir, el tiempo en que la fer
mentaci6én pudo haberse considerado conclufda. 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 gr&ficas 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 produccifn de enzima, como puede observarse en
tedas 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 anaerchia, vie
ton disaminuida su concentracién mfxima de biomasa, y en cam-
bio, no se obtuvo ningGn beneficio en la produccién de enzi-
ma, ademds esta condici6én prolongé el tiempo de fermentacién;
en cambio, la cantidad de actividad enzimitica producida en
las fermentaciones aerobias con pectina, igualé a la produci

da en condiciones anaerobias pero mejoré considerablemente
los parimetros de crecimiento.

El rendimiento de biomasa mis alto que se obtuvo
en suero fué€ de 0.42, el cual es inferior a los rendimientos



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 1a atribu-
yen a que en estas condiciones, no se puede satisfacer la de
manda de oxfgeno de la levadura como se hace en las condicio
nes de laboratorio; Bernstein y col. (12), también en fermen
tacibn a gran escala, obtuvieron rendimientos de entre 0.45
y 0.52, y también hacen menci6én a la dificultad de oxigenar
adecuadamente una fermentacién de grandes dimensiones. More
si y col. (15,61,62) reportan que una de las condiciones mis
determinantes en el rendimiento de biomasa, es la aireacién
del medio; Wasserman y col. (103,i01) coinciden en esto. Lo
mis probable es que el bajo rendimientc obtenido en este es-
tudio, se haya debido a una limitaci6n en la capacidad del e
quipo para proporcionar un buen coeficiente de transferencia
de masa a velocidades apropiadas de agitacibn, 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-
RO se ve en las grificas 4.2.3, 4.3.2 y 4.4.1. Esta defi-
ciencia no pudo ser corregida, debido a que al aumentar la

aireacibn se producfa espuma en una cantidad que era muy di-
ficil de controlar.

Cabe hacer notar que, en todas las fermentaciones
de suero (gréficas 4.2.3, 4.3.2, .41, 4,5.2y 4.5.3) al 1
nicio de ia fermentacibn el pH sufria un ligero aumento pa-
ra despufs descender; aunque en algunos casos este aumento
no es muy obvio, es evidente que al menos no descendfa des-
de el inicio de la fermentaci6én. Esto coincide con 10 re-
portado por Castillo y col. (30); este fenbémeno no se obser-
va en el medio sintético de lactosa. Otro fenbmeno que sblo




se observ6 en las fermentaciones de suero, es el pico de de-
manda de oxIgeno que se presentd entre la fase de acostumbra
miento y la fase de crecimiento logarftmico (gréficas 4.2.3,
4.3.2, 4.4.1 y 4.5.2). Wasserman y col. {99) reportan que
K. fragilis al fermentar el suero, consume ripidamente ei a-
cido lActico presente en el medio, antes de consumir la lac-
tosa; este hecho puede explicar la razén de que los dos fend
menos observados en el inicio de las fermentaciones de suero
{aumento del pH y pico de demanda de oxfigeno), s6lo se pre-
sentan en suero y no en el medio sintético, en vista de que
el primero contiene &cido lictico y el segundo no; por esta
razbn, la levadura al inicio de la fermentacifn posiblemente
consum2 el icido lictico, disminuyendo la acidez del medio y
por lo tanto el pH se ve incrementado; en lo referente al pi
co de demanda de oxfgeno, el consumo ré&pido del icido 1ficti-
co al inicio de la fermentacifn, provoca una alta demanda de
oxigeno momentanea, y posteriormente se presenta una fase de
acostumbramiento necesaria para iniciar el consumo de lacto-
sa; esta fase de acostumbramiento estf acompafiada de una dis
minucibn de la actividad ametab6lica y por lo tanto, la deman
da de oxfgeno se ve disminuida momentancamente, para incre-

mentarse a medida que la capacidad de metabolizar la lactosa
va en aumento.
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TABLA 4.6.1

TABLA COMPARATIVA DE LAS FERMENTACIONES EN MEDIO DE LACTOSA

Grifica  Condiciones Xnax ACtpax Yxrs i t de ferm t
(g/1) {uPG/m1) (hr 1) (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 - 0.10

sin pectina

4.3.1 aerobia 1.18 1.07 0.37

0.08 38
con pectina

4.5.1 aercbia-anaerobia 2.09 0.58 0.25
con pectina

t Tiempo en el que se alcanz0 la minima concentracibn de lactosa.
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TABLA 4.6.2
TABLA COMPARATIVA DE LAS FERMENTACIONES EN MEDIO DE SUERO

*
Grifica Condiciones Xpax ACt gax Yx/s » t de ferm
(g/1) (uPG/ml) (hr ) (hrs)
4.,2.3 aerobia 12.72 0 0.39 0.1 94

sin pectina

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 6.08 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 fermentacibn no se concluy$
t+ Tiempo en el que se alcanz6 la minima concentracibn de lactosa.

- 86 -
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4.7.- Composicién proteica de la biomasa

De la fermentacifn en medio pasteurizado de suero
con pectina (grafica 4.4.1), se recuper$ la mezcla de bioma-
sa y proteinas del suero y se le determin6 protefna cruda
(N X 6.25); el resultado, promedio de dos determinaciones,

fué 45.581. Este valor es similar a los reportados en la 1i
teratura (tabla 2.2.2).

4.8.- Estabilidad de la enzima

El producto final de la fermentacibén de medio pas-
teurizado de suero con pectina (grifica 4.4.1), se guardb en
congelacién durante dos meses. La actividad enzimftica al
suspender 1a fermentaciSn fué de 0.72 uPG/ml; al cabo de los
dos meses se determind nuevamente la actividad y el resulta-
do fué 0.76 uPG/m1, lo cual implica que se conservs Integra
la actividad en este lapso de tiempo, y por lo tanto, la em-
do-poligalactouronasa de K. §ragilis es una enzima muy esta-
ble. Esto coincide con lo reportado por Luh y Phaff (54).

4.9.- Purificacifn de la enzima

Del caldo de la fermentacifn de medio pasteurizado
de suero con pectina (gréifica 4.4.1), el cual tenfa una acti
vidad enziaftica de 0.76 uPG/ml y una actividad especifica
de 0.13 uPG/mg de proteina, se recuperé la endo-poligalacto-
uronasa por precipitacién con (NH.).50.; el volumen original
era de 108 ml y la enzima precipitada se redisolvié para ob-
tener un volumen total de 20 ml com una actividad de 2.49
uPG/ml, lo que implica que se recuper6 el 60.67% de la acti-
vidad total; finalmente esta solucifn se dializé y se obtuvo
una solucifn con 2.18 uPG/ml y una actividad especifica de
0.50 uPG/mg de proteina, lo que implica que 12 enzima se pu-
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rificé 3.85 veces utilizando un método sencillo y barato.

4.10.- Aplicacibn de la enzima en la clarificacifn de jugo
de manzana
La solucién dializada de enzima con una actividad
de 2.18 uPG/ml del inciso anterior, se utiliz6 para las
pruebas de clarificacifn de jugo de manzana. La solucibn de
enzima comercial que se prepar§ para comparar la endo-poliga

lactouronasa de K. frag<ilis, tenfa una actividad de 2.17
uPG/ml.

En la tabla 4.10.1 se suestran los valores de tur-
biedad en unidzdes 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
despuls de clarificados.

De la tabla 4.10.1, resulta evidente que la enzima
probada es pricticamente tan efectiva como la comercial; sun
que la turbiedad es en todos 10s casos menor para el jugo
tratado con pectinasa comercial, que la del jugo tratado con
12 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 tratsdo con l1a enzima probada, es bastante
menor que 1z del jugo de marca comercial, y por lo tanto su
aplicacibn en el proceso industrial es factible. E1 proceso
industrial de clarificacién 2 50°C, se realiza en un lapso
de tiempo de 3 2 6 hrs (14). A esta misma temperatura y en
una hora se alcanz6 la mfxima clarificacién lograda con 1a
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endo-poligalactouronasa. Sin embargo, queda por aclarar si
la enzima tiene la capacidad de clarificar por sf misma, o
requiere de la ayuda de la pectinestearasa nativa de 1la man-
zana; si esto Gltimo sucede, la clarificacién no se verfa a-
fectada por el proceso industrial normal, ya que la clarifi-
cacibn del jugo de manzana se efect(ia antes de la pasteuriza

cibn (65), la cual podria inactivar a la pectinestearasa.

El hecho de que la pectinasa de K. fragilis, sea
una enzima de tipo endo y que por lo tanto pueda disminuir
ripidamente la viscosidad de una solucién de pectina, hace
factible el uso de esta enzima en 1a fabricacién de concen-
trados de jugos de frutas. Su capacidad macerativa (43,49,
69) hace factible su aplicaci6n en varios procesos indus-
triales como: extracci6bn de aceites esenciales, obteacifn
de jugos, néctares y papillas de frutas, etc.



RESULTADOS DE LA CLARIFICACION DE JUGO DE MANZANA

t incubacién T

(hrs) (°C)
0.5 58
1 50
2 50
2 30
4 30

TABLA 4

Jugo con endo-PG
de K. {ragilis

0.023
0.0te6

0.029

0.047

0.022

J10.1

Absorbancia a 650 nm

Jugo con pecti
nasa comercial

0.017

0.013

¢.009

0.014

0.011

JUGO DE MANZANA DE MARCA COMERCIAL 0.081

Control

1.679

- o1 -

1.699

1.303
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FIGURA 1.10.1

APLICACION DE LA ENIIMA EN LA CLARIFICACION
DE JUGO DE MANZANA
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5.- CONCLUSIONES

- La cepa L-278 present6 mayor actividad enzimati-
ca que la cepa C-351 en condiciones an&logas de cultivo,

- Ambas cepas presentaron mayor actividad enzimfti
ca en cultivo de glucosa que en cultivo de lactosa, 1o cual
concuerda con lo reportado por Luh y Phaff (54). Sin embar-
go, las diferencias no son importantes y por lo tanto, es
factible 1la produccifn de la enzima utilizando lactosa como
sustrato.

- La produccién de enzima estf estrechamente rela-
cionada con el nivel de oxigenacién 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
produccidn de biomasa, la produccifn total de enzima no es
mauy alta; por lo tanto, la mayor productividad de enzima se
da en condiciones microaerobias.

- La pectina muestra un claro efecto inductor so-
bre 1a produccifn de la enzima en condiciones altamente ae-
robias, tanto en medio de lactosa como en Ssuero.

- El efecto de 1a anaerobiosis aunado al efecto im
ductor de la pectina, no mejora la produccifn de enzima com
respecto a una sols de las condiciones, y en cambio, la anae
robiosis reduce de manera importante la produccibén de bioma-
sa y el rendimiento, y prolonga el tiempo de la fermentaciba.
En vista de que, el objetivo de este trabajo es producir em-
do-poligalactouronasa, paralelamente al proceso de produc-
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cifn de biomasa a partir de suero sin detrimento de su rendi
miento, entonces es evidente que la mejor opcifn para lograr

lo es através de una fermentacifn totalmente aerobia con pec
tina en el medio.

- E1 tipo de tratamiento térmico preparativo del
medio de suerc parece afectar la produccibn de enzima. Este
punto merece un estudio mis detallado.

- Es probable que exista una relacién entre el pH
del medio y la produccién de enzima, sin embargo, con los
resultados obtenidos en este estudio no es posible asegurar-
10. Se recomienda efectuar un estudio posterior que permita
una mayor definicién.

- 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 comprobd que la endo-poligalactouronasa de K.
fragilis es una enzima estable al almacenamiento, lo cual

concuerda con lo reportado por Luh y Phaff (54).

- La pectinasa obtenida mostrd ser tan efectiva en
la clarificacién de jugo de man:ana, como la pectinasa comer
cial. Es factible que su aplicacidn se pueda extender a
otros usos como: elaboracidn de jugos concentrados, extrac-
cién de aceites esenciaies y obtencibn de jugos, néctares o
papillas por su actividad macerativa.

- De este estudio se concluye que: es factible pro
ducir una pectinasa de aplicacién industrial paralelamente a
12 obtencifn dc um producto de alto contenido proteico, con



- 106 -

la utilizacibn de materia prima de origen completamente ali-

menticio y una levadura que no representa ninglGn riesgo toxi
colbgico.
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