i

Development of new technolgies for the
 whole utilization of marginal and primary yeast
: as sources of food (YAF

: PGTF
Project INTO4/K04




UNITED NATIONS DEVELOPMENT PROGRAM

PEREZ-GUERRERO TRUST FUND FOR ECONOMIC AND

TECHNICAL COOPERATION AMONG DEVELOPING
COUNTRIES, MEMBERS OF THE GROUP OF 77

PROJECT INT04/K04

DEVELOPMENT OF NEW TECHNOLOGIES AND PRODUCTS FOR THE WHOLE
UTILIZATION OF MARGINAL AND PRIMARY YEASTS AS SOURCES OF FOOD
(YAF)

FOREWORDS

Project INTO4/K04 started in June 14th 2004, just 366 days before the
elaboration of present Final Report. During the whole year several activities
have been carried out and different results obtained.

In a previous partial report documents dealing with Analytical techniques for
yeast quality control, Industry diagnosis and a Questionnaire for yeast-
producing industries were delivered and disclosed at UNDP-Havana web site.
Present document includes:

-Wrap-up Meeting Acta with a brief description of activities carried out in
Mexico

-A lecture presented by Dr. Wagner one of the project partners at X CYTAL
Congress (Argentinean Congress of Food Science and Technology) First
International Symposium of New Technologies, Mar del Plata.

-A paper to be published in Food Science and Technology/LWT entitled “Cell
wall proteins of Kluyveromyces fragilis. Surface and emulsifying properties” a
collaboration work between UNLP and ICIDCA

-A poster send to biotechnology Congress in Merida, Yucatan entitled
Emulsifying capacity of proteins extracted from yeast a result of a collaboration
among researchers of ICIDCA (Cuba), University of Quilmes (Argentina) and
UAM-I (Mexico) included in this document.

-A Monographic document in nine chapters entitled “Las levaduras. Realidad y

potencialidades” (The Yeasts. Reality and Potentials)



Finally a brief report about future perspectives on this subject are included and

a brief summary of a potential continuity project.
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WRAP-UP MEETING, MEX1co DF MARCH 9TH-10TH, 2005

The meeting began at 10:00 am at Division of Health Sciences of Autonomous
University of Mexico, Iztapalapa Unit with the following attendance:

Dr. Oscar Monroy, Head of the Division

Eng. Gustavo Saura Laria, Project Director, ICIDCA

Dr. Isabel Guerrero Legarreta, Autonomous University of México

Dr. Jorge R. Wagner, National University of La Plata (UNLP), Argentina

Lic. Miguel A. Otero Rambla, ICIDCA

Eng. Julio A. Martinez-Valdivielso, ICIDCA

The first speaker was Eng. Gustavo Saura Laria, Project Director who presented
Industry Diagnosis, a document with two study cases: Cuban fodder yeast system
and distilleries.

Dr. Jorge Wagner representative of UNLP but nowadays working at University of
Quilmes, Argentina one of the associated partners presented their experiences in
the elaboration of protein enriched foods at pilot plant scale.

BSc Miguel A. Otero Rambla from ICIDCA presented Progress Reports dealing with
Analytical Techniques for yeast quality studies. Another ICIDCA attendant to Wrap-
up Meeting, Eng Julio Martinez gave his experiences regarding with the

optimization of yeast growth at industrial scale with distillery slops-Microbial



Growth Enhancer mixtures and their impact in process economics. This later is
included in present document. The former were delivered at partial reports
previously.

Dr Isabel Guerrero Legarreta from UAM-I, Mexico presented their results about
emulsifiers from yeast to be presented at Biotechnology Congress in Mexico

entitled Emulsifying activity of protein extracted from yeast.

Eng. Gustavo Saura Laria
Director INT04/K04 PGTF Project
Havana, june 28th 2004
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ASOCIACION ARGENTINA
TECNOLOGOS ALIMENTARIOS

Mesa Redonda: Caracteristicas Estructurales y Funcionales de
Proteinas Alimenticias

Propiedades termicas y funcionales
e proteinas de levadura

Jorge R, Wagner
Departamento de Ciencia y Tecnologia
Universidad Nacional de Quilmes
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*» Levaduras residuales

Saccharomyces cerevisiae, residual de bebidas alcohélicas

* Levaduras primarias

Candida utilis (conocida como Torula)
Asimilan azucares de licores sulfiticos residuales
(industria de papel, mieles de hidrdlisis de la madera).

Kluyveromyces fragilis y Kluyveromyces lactis

Capacidad de asimilar lactosa. Tratamiento de
lactosuero.

Mas de 50% de proteinas ricas en L-lisina.

Saccharomyces cerevisiae

Levadura panadera. Elaboracion de bebidas alcohdlicas.
Puede cultivarse para alcanzar altos % proteinas y
vitaminas complejo B.
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Proteina de levadura para consumo humano

Proteinas unicelulares (Single Cell Proteins o SCP)

YEAST SCP

Ventajas

v'Alto contenido proteico
v'Buen balance aminoacidico

Inconvenientes

» Contenido de acidos nucleicos
» Baja digestibilidad de pared celular
» Limitadas propiedades funcionales
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Acidos nucleicos en levadura

5 a 13 % de acidos nucleicos

Basicamente RNA ribosomal (8026 de AN total)

Contenido de RNA aumenta con la tasa de crecimiento

Alto consumo de &cidos nucleicos en la dieta (>2g/dia)

— A4cido Urico — gota, artritis

Mdximo: 15 g yeast SCP / dia



Composicion quimica de biomasa de levadura

Componente S. cerevisiae K. fragilis

Humedad, % 7228+ 1.5 79.80 1.2

Proteina’ % bs 413+ 1.5 50.76 + 1.8

N no proteico, % bs 1.4+0.11 1.59 = 0.07

RNA, %0 bs 6.03 +0.77 7.54 + 0.61

Carbohidratos
Totales, % bs 40.28 + 1.02 31.21+1.65

Cenizas %o bs 6.22 + 0.69 5.98 + 0.43
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Composicion aminoacidica de proteinas de levaduras

Aminoéacido Kluyveromyces Saccharomyces Patron FAO
fragilis cerevisiae 1985

Arginina 4,9 5,0 -
Histidina 2,5 4,0 -
Isoleucina 55 55 4,2
Leucina 4,9 7,9 4,8
Lisina 8,8 8,2 4,2
Metionina 1,5 2,5 2,2
Fenilalanina 3,9 4,5 2,8
Treonina 55 4,8 2,8
Triptofano 1,5 1,2 1,4
Valina 6,6 55 4,2

Kluyveromyces fragilis AA limitante Metionina 1Q = 68%

Saccharomyces cerevisiae  AA limitante Triptofano 1Q = 86%
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Estructura celular de levadura
Pared celular

Periplasma

Membrana plasmatica

Citoplasma
Enzimas OED
Organelas Pl i
RNA-ribosomas Mteaen TR

DNA-NUcleo
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Adecuacion de las proteinas de levadura para
consumo humano masivo

» Incremento de la digestibilidad proteica
(ruptura de pared celular)

> Disminucion del contenido de dcidos nucleicos

» Concentracion de proteinas

> Mejoramiento de la funcionalidad
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Métodos de reduccion de RNA

v'Reduccion de la tasa de crecimiento de la levadura

v Tratamiento alcalino pH>9

Hidrodlisis de enlaces fosfodiéster de AN dando compuestos
de menor PM.

v'Métodos enzimaticos AUTOLISIS
Activacion de nucleasas intracelulares, 45 - 55°C
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Aislamiento de proteinas de
biomasas de levadura

Primer paso: Desintegracion celular

1) Métodos Mecanicos

Stress en liguido: Ultrasonido
Homogeneizacion a alta Presion
Agitacion

Stress en solido:  Molinado a bolas
Alta presion

2) Métodos No Mecanicos

Lisis fisica: desecacion, congelacion-descongelacion, choque
osmotico, descompresion, esterilizacion

Lisis quimica: tolueno, tensioactivos, alcalis

Lisis enzimatica: lisozima, autolisis controlada



Micrografia de Saccharomyces cerevisiae
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Propiedades térmicas de proteinas de levadura
Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Barrido 10°C/min

K. fragilis

Termogramas
Levaduras enteras
S.cerevisiae 30 260 en agua

Levadura T, °C Ea Z, mint
(a p=10°C/min) Kcal/mol
S. cerevisiae 66.65 + 0.98 63.80 + 1.25 3.23 x 104

K. fragilis 63.21 + 0.86 42.92 + 1.17 3.07 x 1028
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Grado de desnaturalizacion vs temperatura

Saccharomyces cerevisiae

o
o

IS
o

Grado de desnaturalizacién (%)

Kluyveromyces fragilis

1
10 15

Tiempo (min)
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Estabilidad térmica
Efecto de integridad celular
Efecto del tipo de levadura

—=— 5C entera

—eo— Kf entera

- -O0- - Sc proteina
N - -o- - Kf proteina
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Esquema bdsico de aislamiento de proteinas de levadura

Suspension acuosa Levaduras

:

Ajuste a pH

.

Homogeneizacion

!

Centrifugacion

Insoluble (pared celular)

A 4

Extracto de levadura

|




Saccharomyces cereviseae (SC) y Kluyveromyces fragilis (KF)

Extracto de levadura
| Composicion

Tratamientos

muestra Incubacion Precipitacion I
I NO pH 4,5 T amb
' i C’ 1 h1 pH 4,5 Tamb - Il 1] 1\

EDTA |

Il 50°C, 1h pH 4,5 T amb | I I
| I Il \%

pH 4,5 90°C 15
Tratamiento

KR & &

% Acidos nucleicos

vV 50°C, 1h

min

8

% Proteina (N x 6.25)
8
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Tratamientos vs propiedades termicas

Entalpia de desnaturalizacién (AH, J/g)

Temperatura desnaturalizacion, Tp (°C)

=
i
—

=
N
T

o [4)] [o)] )] ~
o (6] o (§] o
T T

iy
a1

=
(o))
T

=
o
L

B S. cerevisiae
[ K. fragilis

Il
Muestra

Solubilidad 20-37%
WHC: 3.6-6.9 mL/g
WIC: 1.6-3.9 mL/g
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Esquema bdsico de aislamiento de proteinas de levadura

Suspension acuosa Levaduras

:

Ajuste a pH

.

Homogeneizacion

!

Centrifugacion

Insoluble (pared celular)

A 4

Extracto de levadura

l




Pared celular de levadura

l

Solubilizacion de proteinas a pH alcalino

Insoluble  ~ > Soluble
(glucanos-quitina) (mananoproteinas)
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Fraccionamiento mananoproteinas de pared

Soluble
Sephadex G-50

Absorbance at 280 nm ——»

|

\. Fr2

Fr 3

s\

0

500

1000 1500 2000
Elution volume (mL)

2500

3000

Frl
Sephacryl S-300-HR
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Composicion de fracciones proteicas de pared celular

Fraction

Total Protein,
TP
(%, Nx 6.25)

aSoluble
Protein
(%)

Carbohydrates,
CH (%)

Moisture
(%)

625+24

334120

19.8+2.6

48+0.38

232110

50.0+14.0

33.8+1.2

6.7+11

31.0+1.3

53%15

295+2.1

129+13

57.3+6.4

3.8+x1.2

16.6 +3.2

7.1x£0.1

543+1.2

68.5+5.0

15.4+0.6

11.6+0.4

548+23

448+ 3.8

16.1+2.4

3.1+£18

Fr 1 mayoritaria 65%

Fr 2

10%
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Actividad interfacial

—u—Frl
—o— Fr2
—A—FrB
—v—FrC

0,02 0,04 0,06 0,08

0,10

Bulk protein concentration (mg/mL)
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Propiedad emulsionante y estabilidad al cremado

Ensayos en Quick Scan

I
o

BS % (mean values)
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EFECTO DE CONDICIONES DE DESINTEGRACION CELULAR
CONCENTRADOS PROTEICOS DE LEVADURA
Kluyveromyces fragilis

Tratamiento pH Presion, Mpa Tp °C AH, J/g
Control 5.5 50 S4.4 10.0
[ 416 49.5 6.2
1 50 53.5 2.9
11 54 49.3 0.7
v 44 49.8 2.9
\Y 50 57.6 2.8
VI 56 58.2 4.2
Vil 46 50.0 4.7
54 54.2 5.4

50 53.7 4.5
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Hidrofobicidad y Estabilidad de emulsiones

Capacidad de absorcion y
retencion de agua
2.56 — 5.54 (ml agua/Zq)

Hidrofobicidad

Capacidad emulsionante
1.31 — 1.54 (ml aceite/q)
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Fraccionamiento completo de proteinas de levadura Sc

levadura homogeneizada Fracciones
pH 7,6 :
protelcas

1ler Centrifugacion > F1 (g glucanosy

quitina de pared)

> F2 (mananoproteinas de

pared y lipoproteinas de
membranas)

(nucleoproteinas y
* enzimas)
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Composicion de fracciones de levadura

Fraccion

PMSF

Proteinas (%)

Carbohidratos (%) Humedad (%)

F1

Sin
Con

17.93 £ 0.26
20.51 £1.45

70.22 + 3.30 9.23 £ 0.05
65.59 + 2.82 9.15+1.84

F2

Sin
Con

39.64 + 3.33
42.40 £ 2.11

10.36 £ 0.97 12.16 £ 0.56
8.40 £ 0.46 13.07 £ 0.50

F3

Sin
Con

63.76 £ 3.33
60.10 + 2.13

3.85+£0.67 6.66 + 0.16
6.51 £ 0.54 6.55 + 0.37

F4

Sin
Con

49.48 £ 1.08
57.78 + 2.16

13.87 £ 1.80 10.81 £ 0.88
13.92 + 3.08 11.13 £ 0.06

PMSF: fenilmetilsulfonilfluoruro como inhibidor de proteasas




Temperatura, °C
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TENSIOMETRIA DE GOTA
[proteina]=0,5 mg/mL)

Fraccién
Fraccidn
Fraccién
Fraccion
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Estabilidad al cremado de Emulsiones O/W
Medida de Backscattering - Equipo QuickScan.

—s=— Fraccion 1
——o— Fraccion 2
—a— Fraccion 3
—a— Fraccion 4
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Conclusiones:

v’ Las levaduras son fuente de proteinas de alto valor bioldgico y funcional

v’ Las propiedades térmicas, composicion y funcionalidad de proteinas de levadura
dependen del tipo de levadura y método de obtencion

v’ Las proteinas aisladas son mds sensibles a la temperatura que las mismas proteinas en
células enteras lo cual explica se rdpida desnaturalizacion luego de la ruptura

v’ La activacion de nucleasas intracelulares permite [a obtencion de proteinas de levadura

con bajo nivel de RNA

v’ Las proteinas aisladas de levadura tienen limitadas propiedades de hidratacion pero
buenas propiedades superficiales

v’ Las proteinas de pared celular de levadura son muy buenos emulsificantes debido a su
composicién en mananoproteinas (proteinas unidas a [3-glucanos)
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ABSTRACT

Yeast cell wall proteins were extracted from homogenized suspensions with 0.75
mol/L NaOH, yielding after precipitation at isoelectric pH a pale-brown sediment.
Lyophilized sample was fractionated on Sephadex G-50 to yield three fractions (Fr 1,
Fr 2 and Fr 3). Fr 1, which had the highest yields and protein content, showed the
highest molecular weight and best surface properties. Fr 2 and Fr 3 were mainly
composed by polysaccharide-protein complexes. Fr 1 was further subfractionated on
Sephacryl S-300 to produce three fractions (Fr A, Fr B and Fr C). All subfractions,
turned out to be highly foamy during evaporation. The highest yields were obtained
for Fr A, which also showed the highest molecular weight. Fractions Fr 1 and their
subfractions Fr B and Fr C exhibited good surface activity and high emulsifying
activity. Emulsions prepared with these fractions were the most stable against
creaming and coalescence. Fr 2 cream phase presented a gel-like behavior as a

consequence of polysaccharides acting as thickening agents.

Keywords: Yeast proteins, cell wall proteins, fractionation, emulsifying properties,

surface properties.
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INTRODUCTION

Proteins rank among the most used components for they may have the
majority of the desirable attributes related to food preparation (Fligner & Mangino,
1991). Functional properties related to proteins include solubility, water retention,
viscosity, gel formation and emulsification. These properties, being among the most
important in food preparation and stability, are related to a protein ability to reduce
interface tension between hydrophilic and hydrophobic components and strengthened
film rigidity (Kay and Mac, 1979).

Most oil-in-water emulsions stabilize through the adsorption of a protein
layer at oil/water interface, which produces a barrier surrounding the dispersed drops.
An additional macromolecular stabilization could be related to non absorbed
polysaccharides acting as thickening or structural agents in water phase (Dickinson,
E. 1991, Chen et al., 1993).

Yeast and yeast derivatives have been widely used in the formulation of food
systems. Interest in yeast proteins has increased as a result of a continuously growing
fermentation industry which produce yeast biomass as a byproduct. The isolation of
yeast proteins is an attractive alternative for the utilization of yeast biomass through
its use as emulsifying, gelling, foam stabilizing agent, etc. in food systems (Dziezak,
1987).
A considerable amount of work on yeast protein functionality has been reported,
mainly on Saccharomyces cerevisiae, nevertheless more knowledge is needed to
asses their potentialities as food ingredients (Kinsella, 1986; Guzméan-Juérez, 1982,
Pacheco and Sgarbieri, 1998).

In the last years the interest on other yeast species has increased. It is the case

for Kluyveromyces (K. fragilis, K. lactis), which can propagate in cheese whey due to
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their lactose assimilation ability. Few works on protein obtention from
Kluyveromyces sp. were been conducted (Otero et al., 2000).

In most of the studies on yeast proteins, protein concentrates or isolates were
obtained from so-called yeast extracts, which are produced after cellular rupture and
mainly composed of nucleoproteins ubiquituous inside the cell (Kinsella, 1986). The
outer parts of the yeast cells, the cell walls, remain as an insoluble waste for which so
far no commercial use has yet been established except as a supplement for animal
feed (Guzman-Juarez, 1982). According to Freimund et al. (2003), the composition
of Saccharomyces cerevisiae yeast cell wall is 39-56% polysaccharides (mainly
glucans and mannan), 20-29% proteins (free and as mannoproteins) and 11-13%
lipids. Important bioactive, medicinal and physical properties related to glucans have
been studied exhaustively studied (Bohn and BeMiller, 1995; Hromadkova et al.,
2003), however there is scarce information on functional properties of cell wall
proteins. It was reported that cell wall proteins of Saccharomyces cerevisiae have
possible applications as a bioemulsifier in foods (Cameron et al., 1988; Torabizadeh
et al., 1996; Barriga et al., 1999).

The aim of this paper is the extraction, purification and fractionation of total
cell wall proteins from Kluyveromyces fragilis and their evaluation as functional

ingredients in food industry, specially those related to surface activity.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Kluyveromyces fragilis cells were grown on sugar cane molasses as a source
of carbon and energy, at a concentration of 40 mg/mL of total reducing substances
supplemented with 5.62 mg/mL (NH4),SOs and 1.60 mg/mL (NH4),HPO, as
nitrogen and phosphorus sources respectively in a bioreactor. Propagation was
carried out in continuous mode for 24 h at 32°C, pH 4.0 and at a dilution rate (D=p)
of 0.25h™.

Cells were harvested by centrifugation in a Sharpless Open type continuous
centrifuge at 5000 g (Alfa-Laval, Tumba, Sweden), washed twice with distilled water

and stored at 10°C until use.

Homogenization and protein extraction

As shown in Figure 1, yeast cells were re-suspended in distilled water (150 mg/mL),
adjusted to pH 9.5 with 1 mol/L NaOH and homogenized twice at 50 MPa (Manton
Gaulin 8MBA, APV, UK) according to the method described by Otero et al. (1996).
Yeast homogenate was diluted to 100 mg/mL of total solids with distilled water and
centrifuged at 5000 g. Precipitate was washed twice with distilled water, resuspended
to 200mg/mL and boiled for one hour to remove water soluble compounds. The
sediment after centrifugation at 500 g was suspended in 0.75 mol/L NaOH at
ambient temperature for 3 h and centrifuged under same conditions as above,
yielding an insoluble fraction named Fraction I (F I). Supernatant was adjusted to pH

5.0 with acetic acid, centrifuged as mentioned and brownish precipitate freeze-dried
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(Fraction II, F II). Yield of this fraction was 11% with respect to initial yeast

biomass.

Fractionation of ammonium soluble compounds

Two g of lyophilized sample F II were suspended in 90mL of 0.7 mol/L
ammonium hydroxide, filtered under vacuum through a T-1000 filter (Leitz Filter
Werke GmbH, Bad Kreuznach, Germany), centrifuged at 49200 g in a Beckman J2
HS centrifuge (Beckman Instruments GmbH, Miinchen, Germany) for 10 min at

10°C and supernatant collected..

Gel Filtration Chromatography

The above supernatant was applied to a Sephadex G-50 (fine) 112 x 6.5cm
column (Pharmacia Biotechnology International, Uppsala, Sweden), and eluted with
0.36 mol/L ammonium hydroxide. Using an Ultrorac 7000 fraction collector (LKB
Intruments AB, Bromma, Sweden) monitoring at 280 nm three main fractions were
collected (Fr 1, Fr 2 and Fr 3 in Figure 2a). Fractions were evaporated under vacuum
and freeze dried.

Fr 1 from Sephadex fractionation was applied (200 mg to 10mL of 0.7 mol/L
ammonium hydroxide) onto a Sephacryl S-300 HR 100 x 2.5cmm column and eluted
with the same eluant as above. Resulted fractions (Fr A, Fr B and Fr C in Figure 2b)

were also evaporated under vaccum and freeze dried.

Chemical Analysis
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Carbohydrate content was analyzed by phenol-sulfuric method (Dubois et al.,
1956) while the total protein content was determined by microkjeldahl (N x 6.25)
(Nkonge and Murray Ballance, 1982). Protein solubility was determined in 0.01
mol/L sodium phosphate buffer, pH 7.0. Dispersions (5 mg sample/mL buffer) were
gently stirred for 1 h at room temperature, centrifuged at 10000 g for 10 min, and
protein content measured by the Bradford method (Bradford, 1976). Solubility was
expressed as grams of soluble protein/100 g of sample. All solubility determinations
were conducted in duplicate.

Moisture content was determined by heating samples at 105°C to constant
weight. The lipid content of F I and F II was determined by Soxhlet method using
diethyl ether. RNA content of these fractions was determined by following the

experimental procedure of Rut (1973).

Surface Activity

Surface (air-water, A/W) and interfacial (corn oil-water, O/W) tensions of solution of
each fraction were determined at 25° C using a CSC DuNouy 70535 tensiometer
using the ring method (Couper, 1993). Supernatants from protein solubility
determination were used to obtain solutions of 0.01-0.1 mg protein/mL in 0.01 M
sodium phosphate buffer, pH 7.0. As a result of adsorption of the surface active
protein, the surface (or interfacial) tension decreased from the value for the clean

interface v, to a value y. Therefore, the interfacial and surface pressure at equilibrium
(T's and T, respectively, where i stants for interfacial and s represents surface) were
calculated as

T'e =70 - Y'e (MN/m)
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Te="70- 7 (mN/m).
where the symbols 0 and e represent the initial and equilibrium stages, respectively.

Determinations were performed at least in triplicate.

Preparation of o/w emulsions

The emulsions were prepared by homogenization of 10 mL of a sample
dispersion (10 mg/mL, 0.01 M sodium phosphate buffer, pH 7.0) and 10 mL of corn
oil using an Ultraturrax (T-25, S25N10G device, IKA Labortechnik, Karlsruhe,

Germany) at 20.000 rpm for 30 s. at 25° C.

Emulsifying Activity Index (EAI)

The EAI was estimated according to the methods of Pearce and Kinsella
(1978) which relates the absorbance at 500 nm of diluted emulsions to the interfacial
surface area of protein films surrounding the emulsified oil droplets. Aliquots (50 pl)
of each emulsion were immediately diluted 50-fold in 0.01 mol/L sodium phosphate
buffer pH 7.0 containing 0.1 g SDS/100 mL solution, then Asyy was measured. EAI
(in m*/g) was defined as

EAI=4.606 Asg Dilution/ L ¢ C

where L was the light path (1 cm); ¢ the volumetric oil fraction and C is the protein

concentration. Results represent the mean of at least three experiments.
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Droplet Size Distribution

The droplet size distribution was determined on the initial emulsions from
0.03 to 300 pm by laser scattering using a Mastersizer Micro Particle Analyzer
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, United Kingdom). Sauter Mean diameter (D3,)
was calculated from droplet size distribution expressed in differential surface.

Determinations were conducted at least in duplicate.

Emulsion Stability

Emulsion stability was analyzed using two different methods: creaming
stability and oiling-off coalescence stability.

Creaming stability was determined in quiescent conditions at 25° C using a
Vertical Scan Analyzer (QuickScan, Beckman-Coulter, USA). Samples were put in a
cylindrical glass measurement cell and the Backscattering (BS%) profiles were
studied each minute during one hour as a function of the sample height (total height
60 mm) . Initial Backscattering (BS;) values were determined from initial profile of
emulsions (t=1 min) as the mean value through the tube length. Creaming kinetic
was followed by measuring the mean values of BS% as a function of time in the
bottom zone of the measurement cell (zone 5-7 mm). Relative volume of cream
phase at 60 min (V;), with respect to total emulsion volume, was estimated from the
BS 9% profiles. Oiling—off stability was studied by centrifugation of 10 mL of
emulsion for 30 min at 1000 g. The oil separated was removed with a Pasteur pipette
and coalescence determined by weight difference. Coalescence was expressed as the

fraction of separated oil with respect to total oil in the emulsion.
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Rheological Properties of Emulsion Cream Layers

Rheological behavior of the emulsion cream layer obtained after
centrifugation (30min, 10000 g, 20°C) was studied by measuring the viscoelastic
parameters G’ (storage modulus), G’ (loss modulus) and tan 6 (G*’/G’) as a function
of frequency within the linear viscoelastic range. Measurements were carried out at a
strain of 5% and 20° C in an oscillatory Haake CV20 rheometer (Haake

MessTechnik, GmbH Co, Karlruhe, Germany) with parallel plates setup.

Emulsion microstructure

A 20 pL aliquot of cream phase of emulsion (dilute six-fold in the same
buffer in which the proteins were dispersed) was placed on a glass slide and covered
with a 22 X 22 cover-slip. Samples were observed with a light microscope (Leica DC

100, Germany) fitted with an adapted digital camera at 100 X magnification.

Statistical analysis

Statistical analysis of data was performed by analysis of variance (ANOVA).
Differences between means were analyzed by the Fisher's test (Systat version 5.0).

Significance was considered at oo = 0.05

RESULTS AND DISCUSSION

Following the homogenization and extraction of yeast cells according to the

procedure schematized in Figure 1, two fractions were obtained: a polysaccharide-

10
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rich debris (F I) and an extract of cell wall proteins (F II). Table 1 shows the
composition of these primary products. Proteins and carbohydrates were the main
components of F II. Due to the fact that this fraction was obtained by extraction of
cell wall in basic condition and precipitated in acidic medium, its carbohydrates
would be composed mainly of alkali-soluble, acid-insoluble polysaccharides
(mannans, glucans) free or linked with wall proteins. According to studies on
Saccharomyces cerevisiae cell wall composition, the alkali-soluble, acid-insoluble
polysaccharide fraction are composed of (1-3)- B-D-glucan, mannan, and some (1-6)-
B-glucan (Manner & Meyer, 1977).

From gel filtration on Sephadex G-50 of F II, two UV-absorbing fractions
(Fr 1 and 3) were produced (Figure 2a). The volume eluted between the two
absorbing peaks was also collected (Fr 2), yielding a white powder after drying.
Table 2 offers the yields of the three fractions obtained after gel filtration on
Sephadex G-50. It can be seen that the total yield of the fractions was 61.5%, which
indicates the non-protein fraction removed from fraction II was probably composed
of free polysaccharides =~ 38.5%. The most interesting peak is that corresponding to
Fr 1, which represented both the highest amount of all fractions and turned out to be
very foamy during evaporation. Foaming properties seem to be quite important in the
food industry for a number of applications (Halling, 1981).

Fr 1 exhibited a high molecular weight (> 3x10* Da) and a new fractionation
was attempted on Sephacryl S-300 HR. The further fractionation of Fr 1 yielded
three new fractions labeled as Fr A, Fr B and Fr C. Figure 2b shows a typical
chromatogram for this sample (in a range of 1 x 10* Da to 1.5 x 10° Da) and Table 3
shows the yields of each subfraction with respect to the original Fr 1. The fraction
with the highest yield was Fr A. All fractions showed the same foamability as Fr 1

when they were vacuum evaporated. This behavior could be due to the fact that these

11
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fractions (Fr 1, Fr A, Fr B, Fr C) contained a considerable level of protein content
(total protein, TP=54-62%) and similar total protein-carbohydrate ratio (TP/CH) > 3
(Table 4, p<0.05). Nevertheless these fractions showed different values of protein
solubility (p<0.05). We can observe that Fr A, the main protein fraction obtained
from Fr 1, exhibited the lowest solubility at pH 7 probably due to its high content of
insoluble high molecular weight carbohydrates. On the other hand, the presence of
protein-polysaccharides complexes with a high content of carbohydrates in Fr 2 and
Fr 3 was observed (TP/CH of 0.7 and 1.1, respectively). The protein solubility was
high for Fr 2 but very low for Fr 3 indicating structural differences between these
two complexes.

Fr 1, Fr 2, Fr B and Fr C exhibited surface and interfacial activity at
different bulk protein concentrations (Figure 3 a, b). Fr 3 and Fr A exhibited very
poor surface activity (data not shown) probably due to their low content of soluble

proteins (Table 4). Fr 1 showed the highest surface pressure, ns (Figure 3 a), which
explains the frothing observed during evaporation and freeze-drying. Also, Tcie values

were higher for Fr 1 and its subfractions Fr B and Fr C (Figure 3b), indicating
similar interfacial behavior. These results suggest the presence of proteins with high
ability to adsorb at the oil/water and air/water interfaces. Concerning Fr 2, being
composed mainly of carbohydrates with a protein/carbohydrates ratio of 0.7, it is not

surprising that its interfacial activity at equilibrium was lowest (7' in Figure 3b).

Emulsions prepared with the different fractions showed initial characteristics
determined mainly by their droplet size distributions. All emulsions exhibited a
bimodal distribution except for emulsions prepared with Fr 3 and Fr A, which

presented a Sauter mean diameter, D3;>25 pm; all the rest had initial values of D3, in

the range 14.7-15.2 pm (Table 5).

12
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To determine the stability of emulsions prepared with different samples, the
back scattering (BS %) profiles were analyzed according Palazolo et al. (2004). Only
the profiles corresponding to 1, 10, 30 and 60 min were showed (Figure 4 a-f).
Except for emulsions from Fr 3 and Fr A, the others showed an initial back
scattering (BS;) higher than 60%, results that are in agreement with the high
emulsifying activity (EAI > 24 m*/g in Table 5) and interfacial activity (Figure 3b).
High values of BS; and EAI for Fr 1, Fr 2, Fr B and Fr C correspond to the
presence of a high number of small drops (D3; < 15.2 pm, Table 5, p<0.05). In
Figure 4 these are represented by the drops drifting to the upper part of the measuring
cell as the profiles shift to higher lengths, which indicates cream phase formation.
Creaming kinetic was analyzed in the lower part of tube by means of BS% decrease
as a function of time (Figure 5). Emulsions from Fr 1, Fr 2 and Fr B showed high
creaming stability during the first 20-30 minutes of monitoring, Fr C to a lesser
extent. On the contrary, Fr 3 and Fr A showed highly unstable creaming stability. In
this regard, drop size seemed to be the most important factor concerning stability.
Therefore, for those more unstable emulsions (Fr 3 and Fr A in Figures 4c-d), higher
Ds; values were measured (226.9 um, Table 5).

On the other hand, even with low protein content and interfacial pressure Fr 2
fraction exhibited a good emulsifying activity. This may be attributed to the presence
of highly soluble protein-polysaccharide complexes (Samat el al., 1993). Fractions
showing lower capacity to stabilize against creaming (Fr 3 and Fr A) exhibited
similar behavior with respect to coalescence in quiescent condition. This fact became
evident as a sharp drop in back scattering along the cream phase in the upper part of
the measuring tube due to drop size increase (Figures 4c-d).

During homogenization, emulsions from Fr 1 tended to foam as a function of

its high surface activity (see 7' in Figure 3a). Foam could be observed in the upper

13
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part of initial back scattering profile (Figure 4a, t=1 min., near top) as a peak that
slowly fades away during the studied interval (Palazolo et al., 2004). The formed
foam was relatively stable and had not any effect on Fr 1’s emulsion stability against
coalescence. Coalescence resistance was also studied by speeding up the process
through centrifugation and a similar behavior was observed. Only emulsions from Fr
3 and Fr A exhibited oiling-off (27.9% and 5.6 %, respectively, Table 5). In such a
sense, stability against coalescence (with or without centrifugation) of emulsions
prepared from Fr 1, Fr 2, Fr B and Fr C is mainly driven by the resistance of the
protein layer surrounding oil drops (Wagner & Guéguen, 1999), but controlled as
well, by the initial drop size distribution. According to McClements (1999), larger
drops have a higher efficiency of collision and tend to coalesce faster.

On the other hand, despite protein content in Fr A being quite similar to those
observed in Fr B and Fr C (Table 4), its emulsions were unstable against
coalescence and creaming. This behavior could be a consequence of it low protein
solubility (Table 4). In previous works (Kato & Nakai, 1980; Voutsinas et al., 1983)
it has been reported that high solubility and surface hydrophobicity are important
factors on emulsion capacity. During Fr 1 subfractioning (Figure 3), Fr A resulted
with a high molecular weight, which suggests the presence of aggregates, probably
induced by acid precipitation.

Figure 6 shows microstructure of cream phase of Fr 1, Fr A and Fr B
emulsions. The lower drop size in Fr B was evident and likely due to lower
molecular weight and higher interfacial activity of its proteins. The insoluble protein
aggregates present in Fr A, lead to interfacial film deformation and rupture (Figure
6b). Thus, their existence due to strong protein-protein and/or protein-polysaccharide

interactions prevented the formation of stable emulsions.

14
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Additional information on drop-drop interactions and film strength was
obtained through rheological studies upon creams resulting from emulsion
centrifugation. Viscoelastic behavior was only detected in emulsions from Fr 1, Fr 2
and Fr C (Figure 7), while the rest became liquid (data not shown). Fr 1 and Fr C
cream layers exhibited viscoelastic properties typical of weak gels (Figure 7 a, c, d)
with G”>G’ below a frequency of about 0.2 Hz and G’>G” above a frequency of 0.2
Hz. On the contrary, Fr 2 cream phase presented a gel-like structure with G’> G’
and tan 0<1 throughout the entire frequency range (Figure 7 b, d). This behavior
could be a consequence of polysaccharides acting as thickening or structural agents
more than floc formation agents as is probably the case in Fr 1 and Fr C mainly
constituted of proteins. On the other hand, the high coalescence in emulsions from Fr
3 and Fr A explains the liquid behavior in their creams. The liquid cream phase of
Fr B emulsion could be due to the high hydration of proteins absorbed onto interface
(McClements, 1999). Cream layers derived from Fr 3 and Fr A presented a small
volume of cream phase with respect to the emulsion volume (V; in Table 5) since
coalescence lead to water molecule exclusion due to high drop collision efficiency
and hydrophobic interactions.

Highly hydrated cream layers (V. > 0.8, Table 5) presented different
rheological behavior. This result can be explained through cream phase properties in
each case. Gel-like structure in Fr 2 would be due to strong interactions between
water molecule and hydrophilic groups in polysaccharides, the main components of
this fraction. Concerning the emulsions from Fr 1, Fr B and Fr C, proteins are
adsorbed at the interface and form rigid films, as is suggested by EAI values and
coalescence resistance. Floc formation through protein-protein interactions would

explain the viscoelastic performance of creams derived from Fr 1 being different

15
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from those obtained from Fr B where no flocs were observed (Figure 6), and
therefore with liquid rheological behavior.

It is very interesting to compare jointly all the measured properties of Fr A,
Fr B and Fr C with respect to Fr 1. Fr 1 was the main proteinaceous fractions
obtained from Kluyveromyces fragilis cell wall by alkali extraction, acid precipitation
and the first chromatographic separation. When Fr 1 was fractionated on a second
chromatographic assay, Fr A was the main fraction (65%, Table 3). Thus,
comparable properties for these samples would be expected. Also, even though
composition of Fr 1 and Fr A were similar, the surface and emulsifying properties
were different (Table 5, Figures 4-5, p<0.05). On the contrary, Fr B and Fr C, which
represented only 7.5 and 5% of Fr 1 subfractions, exhibited values of D3, BS; and
emulsion stability similar to Fr 1. Protein species of Fr B behaved as surface agent
(high EAI and low Dj, values) while those of Fr C behaved as structural agent
(viscoelastic behavior of cream layer). Therefore surface and emulsifying properties
of each fraction were mainly influenced by the nature of protein molecules more than
by the total protein content.

Results on composition and emulsifying properties of bioemulsifier from
Saccharomyces cerevisiae have been repoted by Barriga et al. (1999). This emulsifier
was resolved into two major component, which were labeled o and . The a
component, with the high emulsifying activity, was identified as a cell wall
mannoprotein and had a high protein-carbohydrate ratio when compared with the
component. The § component, consistent with its high content of carbohydrate and
low content of protein, was very water-soluble and exhibited a low interfacial
activity. Nevertheless, this component can contribute to the emulsion stability.

According to their composition and interfacial behavior, o and B componets from S.

16
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cerevisiae would be comparable with those of Fr 1 and Fr 2 from K. Fragilis even
though the methods of isolation and properties evaluation were very different.

In conclusion, different proteinaceous fractions were obtained from
Kluyveromyces fragilis cell wall by alkali extraction, acid precipitation and
chromatographic separation. Their surface and emulsifying properties can be
explained on the bases of protein/carbohydrate ratio and water solubility. These

results provide useful information for further applications at the food industry.

ACKNOWLEDGMENT

This work was partially supported by cooperation projects CU/A00-BIX/011
(SETCIP, Argentina and CITMA, Cuba) and INT04/K04 (PGTF). J. R. Wagner and
M. C. Puppo are members of Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas (CONICET) and G. G. Palazolo is fellow of Comision de Investigaciones

Cientificas de la Provincia de Buenos Aires (CIC).

17



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

LITERATURE CITED

Barriga, J.A.T., Cooper, D.G., Idziak, E.S. & Cameron, D.R. (1999). Components of

the bioemulsifier from S. Cerevisiae. Enzyme and Microbial Technology, 25, 96-102.

Bohn, J.A. & BeMiller, J.N. (1995). (1-3)-B-D-glucan as biological response
modifiers: a review of structure-functional activity relationships. Carbohydrate

Polymers, 28, 3-14.

Bradford, M.B. (1976). A rapid and sensitive method for the quantification of
micrograms quantities of protein utilizing the. principle of protein-dye binding.

Analytical Biochemistry. 72,248-254.

Cameron, D.R., Cooper, D.G. & Nufeld, R.J. (1988). The mannoprotein of
Saccharomyces cerevisiae is an effective bioemulsifier. Applied and Environmental

Microbiology, 54 (6), 420-1425.

Chen, J.; Dickinson, E. & Iveson, G. (1993). Interfacial Interactions, Competitive

Adsorption and Emulsion Stability. Food Structure. 12, 135-146.

Couper, A. (1993). Surface tension and its measurement. In Physical Methods of

Chemistry Vol 1XA; Rossiter, B.W., Baetzold, R.C., Eds.; John Wiley & Sons: New

York, Chapter 1.

18



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Dickinson, E. (1991). Competitive adsorption and protein-surfactant interactions in
oil-in-water emulsions: In Microemulsions and Emulsions in Foods.; Nokaly, C-L,
Cornell, D., Eds.; American Chemical Society, Symposium Series 448: Washington,

pp 114-129.

Dubois, M.; Gilles, K.H.; Hamilton, J.; Rebers, F. & Smith, F. (1956). Colorimetric
method for determination of sugars and related substances. Analytical Chemistry,

28, 349-356.

Dziezak, J. (1987). Yeast and yeast derivatives: applications. Food Technology, 32,

122-124.

Fligner, K.L. & Mangino, M.E. (1991). Relationship of composition to protein
functionality. In Interactions of Food Proteins: Parris, N., Barford, R., Eds.; ACS

Symp. Series 54 1.

Freimund, S., Sauter, M., Kappeli, O. & Dutler, H. (2003). A new non-degrading
isolation process for 1,3-B-D.glucan of high purity from baker’s yeast

Saccharomyces cereviseae. Carbohydrate Polymers, 54, 159-171.

Guzman-Juarez, M. (1982). Yeast proteins. In: Development in Food Proteins-2, pp.

263-291, B.F.J. Hudson ed, Applied Science Publishers, London and New Y ork.

Halling, P.J. (1981). Protein-stabilized foams and emulsions. Critical Reviews in

Food Science and Nutrition, /5, 155-163.

19



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Hromadkové, Z., Ebringerova, A., Sasinkova, V., Sandula, J., Hiibalova, V. &
Omelkova, J. (2003). Influence of the drying method on the physical properties and
inmunomodulatory activity of the particulate (1—3)-B-D-glucan from

Saccharomyces cerevisiae. Carbohydrate polymers, 52, 9-15.

Kato, A. & Nakai, S. (1980). Hidrophobicity determined by fluorescence probe
method and its correlation with surface properties of proteins. Biochimica and

Biophysica Acta, 624(1), 13-20.

Kay, H. & Mac, R. (1979). Influence of pH and salt concentration on nitrogen
solubility and emulsification properties of soy flour. Journal of Food Science, 44,

770-774.

Kinsella, J.E. (1986). Functional properties from yeast nucleoprotein for uses.
Methods for isolation. In Food Biochemistry. D. Knorr (Ed.) pp. 363-391. Marcel

Dekker, New York.

Manner, D.J. & Meyer, M.T. (1977). The molecular structures of some glucans from

the cell walls of Schizosaccharomyces pombe. Carbohydrate Research, 57, 189-203.

McClements, D.J. (1999). Food emulsions: principles, practice and techniques. CRC

Press: New York, pp 213-220 .

Nkonge, C. & Murray Ballance, G. (1982). A sensitive colorimetric procedure for
nitrogen determination in micro Kjeldahl digest. Journal of Agricultural and Food

Chemistry, 30, 416-420.

20



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Otero, M.A.; Vasallo, M.C.; Verdecia, O.; Fernandez, V.M. & Betancourt, D. (1996).
A process for the complete fractionation of beaker’s yeast. Journal of Chemical

Technology and Biotechnology, 67, 67.

Otero, M.A., Wagner, J.R., Vasallo, M.C. Garcia, L. & Afion, M.C (2000). Thermal
behavior and hydration properties of yeast protein from Saccharomyces cerevisiae

and Kluyveromyces fragilis. Food Chemistry, 69, 161-165.

Otero, M.A.; Wagner, J.R.; Vasallo, M.C.; Garcia, L.; Anon, M.C.; Jimenez, J.C. &
Lopez, J.C. (2002). Thermal denaturation kinetics of yeast proteins in whole cells.

Food Science and Technology International, 8 (3): 163-167

Pacheco, M.T.B. & Sgarbieri V.C. (1998). Hydrophilic and Rheological properties of

Brewer’s yeast protein concentrates. Journal of Food Science, 63 (2) 238-243

Palazolo, G.P. Sorgentini, D.A & Wagner, J.R. (2004). Emulsifying properties and
surface behavior of native and denatured whey soy proteins in comparison with other

proteins. Creaming stability of o/w emulsions. Journal of American Oil of Chemists’

Society, 81, 625-632.

Pearce, N.K & Kinsella, J.E. (1978). Emulsifying properties of proteins: evaluation

of a turbidimetric technique. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 26, 716-

723.

21



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Rut, M. (1973). Determination of nucleic acids on yeast and yeast related products.

Kvasny Prumysl, 19, 131-133.

Samat, S.K., Singhal, R.S., Kulkami, P.R. & Rege, D.V. (1993). Protein-
polysaccharide interactions: a new approach in food formulation. International

Journal of Food Science and Technology, 28, 547-562.

Torabizadeh, H., Shojaosadati, S.A. & Tehrani, H.A. (1996). Preparation and

characterization of bioemulsifier from Saccharomyces cerevisiae and its application

in food products. Lebensmittel Wissenschaft und Technologie, 29, 734-737.

Voutsinas, L. P; Cheung, E. & Nakai, S. J. (1983). Relationships of hydrophobicity

to emulsions Properties of heat denatured proteins Journal of Food Science, 48, 26-

32.

Wagner, J.R. & Guéguen, J. (1999). Surface functional properties of native, acid

treated and reduced soy glycinin.2. Emulsifying properties. Journal of Agricultural

and Food Chemistry, 47,2181-2187.

FIGURES CAPTIONS

Figure 1: Extraction scheme of cell wall proteins from Kluyvemomyces fragilis cells.

Figure 2: a) Gel filtration chromatography of F II on Sephadex G-50. Column: 112

x 6.5 cm. Eluant: 0.36 mol/L ammonium hydroxide. Sample: 2000 mg. b)
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Subfractionation of Fr 1 from Sephadex G-50 in Sephacryl S-300-HR. Column 100

x 1.6 cm. Eluant: 0.36 mol/L ammonium hydroxide. Sample: 200 mg.

Figure 3: Values of surface pressure (a) and interfacial pressure (b) at equilibrium,
as a function of bulk concentration of yeast fractions: Fr 1 (m), Fr 2 (o), Fr B (A),
Fr C (V). Each value is the mean of at least three determinations. Vertical bars are

standard deviation values.

Figure 4: Back scattering profiles of emulsions prepared with different yeast
fractions: a) Fr 1, b) Fr 2, ¢) Fr 3, d) Fr A, e) Fr B, f) Fr C, corresponding to 1 min

(—), I0min (...... ), 30 min (- - - -) and 60 min (- - -). Tube length: 60 mm.

Figure 5: Creaming process of emulsions prepared with yeast fractions Fr 1 (o), Fr 2
(A), Fr3 (o), Fr A (e), Fr B (A), Fr C (m). To follow the destabilization, variation of
mean values of BS (%) as a function of time was analyzed from back scattering
profiles. Measurement zone corresponding to 5-7 mm was indicated in Figure 4a as

an horizontal bar. Maximum standard deviation was 5%.

Figure 6: Microstructure of emulsions prepared with Fr 1 (a), Fr A (b), Fr B (¢).

Arrows indicate insoluble aggregates and film deformation. Magnification: 100 X.

Figure 7: Viscoelastic modulus (G’, m; G’’, @) of creamed layers of emulsions from
Fr 1 (a), Fr 2 (b), Fr C (c) as a function on oscillation frequency; (d) Variation of tan
0 (G"'/G’) of creamed layers from emulsions: Fr 1 (o), Fr 2 (o), Fr C (A). Standard

deviation of each value is indicated as vertical bar.
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Table 1: Composition of products obtained from Kluyveromyces fragilis

Composition Polysaccharide-rich debris (F I) Cell wall proteins (F II)

(/100g) “
Kjeldahl protein 3704 36.0+0.8

(N x 6.25)
Carbohydrates 88.3+1.2 48.7+ 1.5
RNA 2003 49+0.7
Lipids 1.5+03 6.4+0.5

“ On dry matter basis
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Table 2: Yields of different fractions from Fraction II obtained on Sephadex G-50
chromatography. Original weight of FII was 2000 mg.

Fraction Recovered weight Yield (g/100 g)
(mg)
Fr1 1120 56.0
Fr2 70 3.5
Fr3 40 2.0
Overall 1230 61.5
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Table 3: Yields of different subfractions from Fraction 1 obtained on Sephacryl S-
300 HR. Original weight of Fr 1 was 200 mg.

Fraction Recovered weight Yield (g/100 g)
(mg)
Fr A 130.0 65.0
Fr B 15.0 7.5
Fr C 10.0 5.0
Overall 155.0 77.5
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Table 4: Composition (g/100g) in protein, carbohydrates, moisture of wall protein

fractions obtained from Kluyveromyces fragilis cells.

Fraction Total Protein, TP  “Soluble Protein Carbohydrates, CH Trz/tiCoH Moisture
Fr1 62.5+24 33.4+£20 19.8+2.6 3.2 48+0.8
Fr2 23.2+1.0 50.0+14.0 33.8+1.2 0.7 6.7+1.1
Fr3 31,0+ 1.3 53+1.5 295+2.1 1.1 129+1.3
Fr A 57364 3.8+1.2 16.6 £3.2 3.4 7.1+£0.1
FrB 543%1.2 68.5%+5.0 154+0.6 3.5 11.6 0.4
FrC 548+23 448 £3.8 16.1+2.4 34 3.1+£1.8

“ Expressed on basis of total protein
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Table 5: Emulsifying properties of wall protein fractions obtained from
Kluyveromyces fragilis cells. Maximum standard deviation for
initial back scattering (BS;), oiling-off and relative cream volume

(V;) values was 5%.

Initial emulsion characteristics

Cream phase at 24 hs in
quiescent condition

Fraction Olh(l,l g-off
D (%) Rheology
32 2

(Lm) BS, EAI (m®/g) Vi behavior
Fr1 15.2+0.2 67.5 29.8+1.2 0 0.87 weak gel
Fr2 14.7+0.2 75.1 24.1+£1.0 0 0.80 gel
Fr3 32.3+0.3 43.6 8.7+0.5 279 0.56 liquid
Fr A 26.9+0.3 48.3 14.0£0.7 5.6 0.66 liquid
Fr B 14.7+0.2 68.9 37.8+1.4 0 0.88 liquid
Fr C 15.1+£0.2 65.8 27.4+1.1 0 0.82 weak gel
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Figure No: 1
Legend: Figure 1: Extraction scheme of cell wall proteins from Kluyvemomyces fragilis cells.

Yeast suspension

Homogenization, N=2, 50MPa, pH 9.5

Dilution
Centrifugation
Precipitate Cell-free homogenate
Extraction in 0.75 N NaOH, 3 h
Washing
Centrifugation
> Extract
pH 5
Centrifugation
\ 4 Freeze dry
Polysaccharide-rich
debris (F I)

Cell wall proteins (F Il)

Figure 1



Figure No: 2
Legend: Figure 2: a) Gel filtration chromatography of F 1l on Sephadex G-50. Column: 112 x 6.5 cm.
luant: 0.36 mol/L ammonium hydroxide. Sample: 2000 mg. b) Subfractionation of Fr 1 from Sephadex G-
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Figure No: 3
Legend: Figure 3: Values of surface pressure (a) and interfacial pressure (b) at equilibrium, as a
unction of bulk concentration of yeast fractions: Fr 1 (j), Fr 2 (), Fr B (£), Fr C (¥). Eac
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Figure No: 4
Legend: Figure 4: Back scattering profiles of emulsions prepared with different yeast fractions: a)
Fr1,b)Fr2,c)Fr3,d)FrA, e)FrB,f) FrC, corresponding to 1 min (----), 10 min (....), 30
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Figure No: 5
Legend: Figure 5: Creaming process of emulsions prepared with yeast fractions Fr 1 (&#9675;), Fr 2
D), Fr 3 (&#9633;), Fr A (&#9679;), Fr B (&#9650;), Fr C (&#9632;). To follow the destabilization,
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Figure No: 6
Legend: Figure 6: Microstructure of emulsions prepared with Fr 1 (a), Fr A (b), Fr B (c). Arrows in
icate insoluble aggregates and film deformation. Magnification: 100 X.
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Figure No: 7
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CAPACIDAD EMULSIFICANTE DE PROTEINAS EXTRAIDAS DE LEVADURA
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Jorge R. Wagner®, Araceli Tomasini Campocosiol®, Isabel Guerrero Legarretal®
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Aires, Argentina

Palabras clave: levaduras, capacidad emulsificante, proteinas

Introduccion. Los procesos industriales en los que se
emplean levaduras suelen dejar como subproductos
levaduras residuales de posible utilizacion. Tal es el caso de
las levaduras empleadas en la industria de produccion de
alcohol. Por otra parte, los emulsificantes son aditivos
alimentarios de alto valor agregado. En el presente trabajo se
estudiaron las proteinas extraidas de una levadura, y la
capacidad y estabilidad de emulsificacion del extracto
proteico.

Metodologia. Como sistema modelo se utilizd una cepa
comercial de Sacharomyces cerevisiae, levadura instantanea
producida por Tanggal Pembuata; una vez confirmada su
pureza se crecio en cultivo sumergido empleando el medio
reportado por Campelo y Belo (2004) modificado con 30 g
glucosa L™ y una solucién de sulfato de zinc, cobre,
magnesio y fierro, pH 5.5, en un birreactor Applikon de 2 L
incubado a 30° C, 250 rpm y una tasa de aireacion de 0.006L
de aire h™. Se tomaron muestras de 10 mL, a diferentes
tiempos y se determind el peso seco. La biomasa total
producida en el reactor se recuper6é al final de la
fermentacion para extraer proteinas. Para esto, se
resuspendid en un bufer de fosfatos 0.1 M, pH 7.0 y se
someti6 a sonicacién por 30 minutos. El contenido de
proteina se analizé por el método de biuret; se realiz6 SDS-
PAGE del extracto (Laemmli, 1970), asi como la capacidad
y estabilidad de emulsion (Xiong y Kenny, 1999).

Resultados y Discusion. La mayor produccidn de biomasa,
4.1 g L, se obtuvo a las 48 h de cultivo, por lo que en ese
tiempo se detuvo el cultivo y se recuper6 la biomasa
producida en el birreactor. La pmax (Maxima tasa de
crecimiento) fue de 0.038 h™. Se encontraron 18 fracciones
proteicas en SDS-PAGE, de 12.9 a 116.9 kDa (Figuras 1y
2), representando un intervalo muy amplio. Por tanto es
posible que la capacidad de emulsificacién varie
ampliamente entre fracciones. El extracto proteico mostré
una alta capacidad de emulsificacion, 47.2 mL/mg, superior
a la de las proteinas miofibrilares (40 a 45 mL/mg),
consideradas entre las de méas alta capacidad de
emulsificacion. Sin embargo, la estabilidad de la emulsion
producida fue muy corta, de 6 min, en comparacion con la de
las proteinas miofibrilares de cerdo, de alrededor de 75
minutos.
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Fig. 1. SDS-PAGE de extracto proteico de levaduras:
A) .marcadores; B) extracto proteico
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Fig. 2. Densitograma de los geles SDS-PAGE

Conclusiones. Los resultados obtenidos bajo las condiciones
de cultivo probadas permitieron obtener 4 g biomasa L™ en
48 h, aunque al momento se estan cambiando algunas
condiciones de cultivo con el fin de mejorar tanto la pmax
como la cantidad de biomasa producida en el biorreactor.
Con esta biomasa se logré obtener una proteina de excelente
capacidad de emulsificacién, aunque formando emulsiones
muy inestables. Debido al amplio intervalo de pesos
moleculares de las proteinas presentes en el extracto, es
necesario estudiar la capacidad de emulsificacion en
intervalos de pesos moleculares mas cortos, asi como el tipo
de proteinas presentes, su estructura e hidrofobicidad.
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DE LA HISTORIA DE LAS LEVADURAS, LOS HITOS Y EL ESTADO DEL ARTE

Oscar A. Almazan del Olmo, PhD
Agustin J. Cabello Balbin, BSc

Tal vez seria posible y acertado decir a mas de la Historia, “de la Prehistoria”,
porque muy probablemente las levaduras existen e influyen desde temprano en la
evolucién de nuestro planeta, precediendo aun la consolidacion existencial del
propio Homo erectus (y después del habilis y el sapiens).

Afirmamos esto porque, si bien no se conocen fdésiles de levaduras, sin embargo se
han encontrado esporas fungicas en materiales fosilizados y las levaduras muy
probablemente estuvieron asociadas con ellas, aunque no se hayan reconocido.
Probablemente sea una larga espera para este descubrimiento, se han observado
antiquisimas diatomeas, algas y otros microorganismos; eventualmente puede
hallarse un ascos de levadura, quizas descansando pacificamente en su tumba de
ambar.

El propio caracter omnipresente y omniactivo de las levaduras refuerza esta tesis
que proponemos; es posible encontrarlas en los mas disimiles habitats (ref), desde
los desiertos (levaduras cactofilas) hasta la Antértida (criptococus), también
asociadas a insectos, flores, frutos, suelos, plancton; junto con su ilimitada
capacidad de metabolizar desde hexosas, pentosas, acidos organicos, hasta
hidrocarburos y habiles en producir desde alcoholes, grasas, hasta proteinas
heterdlogas (ref), los que las hace evidentemente capaces para haber sobrevivido
no solo a las condiciones extremas de clima que experimentd este planeta como
las glaciaciones, sino haber tomado parte activa en el salto acuo-terrenal de la
vida y en la propia evolucion hacia formas superiores de existencia.

Una de las mejores definiciones de las levaduras en general es:

“Aquellos hongos, Basidiomicetos o Ascomycetos, cuyo estado vegetativo es

unicelular, que se multiplican por gemacién o fision, que pueden o no formar



esporas durante un estado sexual y que no han sido denominadas como otro tipo
de hongos” (ref); a lo que afadimos “presentes en cualesquiera de los
componentes animales, vegetales y minerales de este mundo nuestro”.

Es inobjetable y evidente que su relacion con nosotros se pierde en la memoria
histérica de nuestra especie; lo que permite especular que ellas “nos esperaron”,
mucho para servirnos, pero también para enfermarnos.

Aqui, sin pretensiones enciclopédicas ni de alcance absolutamente abarcador,
ambas de sensata imposibilidad por la propia riqueza y diversidad de la relacion del
hombre con las levaduras, hablaremos de los hitos de mayor trascendencia de ese
vinculo en que estas fueron, desde el mismo inicio, servidores fieles del placer y el
subsistir humano (el vino y el pan) y en ocasiones de su salud, mantenidos
nosotros por muchos siglos desapercibidos del enorme e incansable potencial que
explotabamos, originalmente consecuencia del conocer empirico derivado de
afortunadas coincidencias fortuitas.

Todos coincidimos en que la posibilidad de transformar granos humedos, jugos,
etc., en embriagadores néctares ricos en alcohol, acontecié aleatoriamente. Los
primeros que reportan y sistematizan elaborar y disfrutar de bebidas como el vino
y comer pan fermentado fueron los egipcios 6 algunas de las otras civilizaciones
del fértil y creativo Creciente. Conocieron las levaduras pero no su identidad.

Lo confirma que los primeros datos histéricos sobre las fermentaciones recogen
que los egipcios elaboraban pan, vino y cerveza y que este conocimiento era
compartido por los otros pueblos (ref) de la regién con los que se relacionaban y
por aquellos que habitaban naciones lejanas con que comerciaban, por ejemplo la
India.

La presencia de panes se confirma por el hallazgo en Egipto de pequefios bloques
planos que datan de al menos 6000 afios ane; si una masa de trigo humeda se
deja reposar, por alguna razén, fermenta espontaneamente y el resultado sera un
pan fermentado “crecido” espontaneamente. El olor del pan “crecido” es similar al
de la cerveza fermentada y de aqui que el empleo de la levadura residual de las

cubas de las cervecerias para hacer pan fue probablemente un paso corto y obvio.



Los modelos de panaderias y cervecerias encontrados en las tumbas egipcias
muestran que ambos procedimientos estaban bien establecidos al menos 4000
anos antes de nuestra era.

Esta asociacion de las levaduras de la fermentacién del vino y la cerveza con la
fabricacién del pan, pudo inducir en algunas religiones la demanda litlrgica de
abstenerse, en ocasiones especificas, de ingerir pan elaborado con levaduras.

Tal es el caso de la “Festividad del Pan Acimo” de los judios, para conmemorar el
mes de Abib en que escaparon de Egipto, en la que se establece “No coman
ningun pan hecho con levadura durante los siete dias que dura este festival”
(Exodo 34.18); resultado posiblemente de considerar esa levadura recuperada de
la fermentacion alcoholica algo “impuro” por su origen y por tanto indigno de
celebracion u ofrenda divina.

No hay dudas de que la tecnologia de la fabricacion de bebidas alcohdlicas,
desconociendo el agente de fermentacion, fue bien desarrollado por las
civilizaciones tempranas. La elaboracion de vinos se confind naturalmente a
aquellos paises donde el clima favorecia el cultivo de uvas, como Francia, ltalia,
Espafia, entre otros; sin embargo los sombrios bosques alemanes y sus
descampados campos brinddé una ventaja a los cultivadores de cebada sobre los
viticultores y las tribus germanicas que combatieron a los romanos bebian cerveza.
La produccion de cerveza se desarrolld con rapidez en las condiciones climaticas de
Inglaterra, los Paises Bajos y Escandinavia, al igual que en Alemania. En Escocia,
con un aun mas inclemente y desapaciblemente frio que en Inglaterra, sus
naturales prefirieron una bebida mas ardiente y produjeron el whisky de fuerte
sabor.

Por su parte la cafia de azucar, que realiza un largo viaje de casi 30 siglos desde
sus origenes en Nueva Guinea, a la India, desde donde las tropas de Alejandro
Magno la llevan a Persia, mas tarde a Siria y de alli los arabes en sus conquistas la
trasladan a Egipto, Africa del Norte y toda la cuenca del Mediterraneo y Espafa; en
Sicilia se cultiva y se produce azlicar de cafia en el Medioevo los barcos

portugueses la llevaron a Madeira y los espafioles siguen el ejemplo levandola a



Canarias, desde donde Cristobal Colon en 1493 la trae, en su segundo viaje
descubridor, a América, a Santo Domingo (La Espafiola) en el Caribe. A mediados
del siglo XVI los portugueses la introducen en Sudamérica, en Brasil.

En este recorrido desde su origen la cafia fue acompafada por la practica de
fermentar su jugo y sus coproductos para obtener bebidas de muy diferentes
caracteristicas y contenido alcohdlico.

Pero fue en América donde se materializa la institucionalizacion del producto
paradigmatico de la fermentacion alcohdlica de los productos de la cafia de azlcar:
el ron.

Aunque parezca sorprendente no fue en las Antillas donde se realizan las grandes
producciones de ron a partir de las mieles de la cafia de azucar en el siglo XVIII,
sino en las Trece Colonias inglesas de América del Norte, principalmente en
Pennsylvania, a partir de las mieles finales importadas, primero de las West Idies 6
Antillas Inglesas y después de Cuba.

Esta bebida adquiere en pocos afios una curiosa, especial y “distinguida”
connotacion, cuando su Majestad Britdnica hace mandatorio en el siglo XVII, que
cada marino de su armada tenga derecho a recibir una racién diaria de ron,
(curioso, no era de whisky sino de ron de cafa).

En ninguna de estas producciones de bebidas fermentadas se habia apreciado que
todo dependia de un organismo vivo -las levaduras.

La primera persona que realmente vio una célula de levadura, a través de su
inusual microscopio, construido de una sola y pequefa esfera de cristal pulido fue
el holandés Antonie van Leewenhoek a mediados del siglo XVII. Observé cuerpos
globulares, redondos u ovales, en una gota de cerveza fermentada- los que
designé como “pequefios animalucos”.

Fue Erxleben en 1818 quien expresé por primera vez su punto de vista, de que la
levadura era un organismo vivo, responsable de la fermentacién. Cagniard-Latour
en Francia en 1835 y Schwann y Kutzing en Alemania en 1837 observaron la

presencia de organismos unicelulares en el sedimento de las cubas de



fermentacién y aunque los organismos no fueron identificados, expresaron que la
fermentacion era el resultado de su actividad durante el crecimiento.

Finalmente Louis Pasteur en 1857 en sus trabajos “Etudes sur la Biere “ y “Etudes
sur le vin” (Estudios sobre la cerveza y Estudios sobre el vino) mostré que la
presencia de estos organismos era esencial para el proceso de fermentacion. Sin
ellos, sefialaba, la fermentacibn  no ocurre y si otros microorganismos,
morfologicamente diferentes, estdn presentes, no tiene lugar la fermentacion
deseada y los vinos se deterioraban. Pasteur dio el golpe final a la idea de la
generacion espontanea como una teoria viable. En 1876, en su Tratado “La
fermentacion est la vie sans air”, describe ademas el metabolismo fermentativo (y
respiratorio).

Estas conclusiones de Pasteur no fueron aceptadas inmediatamente, a ellas se
opusieron violentamente Liebig y Wohler y su escuela de quimicos (ref),
manteniendo el criterio de que las fermentaciones eran el resultado de reacciones
puramente quimicas, ridiculizando la idea de un organismo vivo como responsable
de ellas.

¢Puede alguien decir que Liebig estaba totalmente errado?

Hoy es conocido que la fermentacion y la formacion de nuevas células proceden a
través de una serie de reacciones, catalizadas por enzimas, dirigidas tanto a la
formacién de etanol a partir de glucosa, la biosintesis de proteinas, acidos
nucleicos y otros componentes celulares. Todas estas reacciones controladas por la
accion coordinada de series de enzimas, formadas por otras enzimas, cuyas
acciones estan codificadas y controladas totalmente por instrucciones derivadas de
compuestos quimicos. Tal vez Pasteur y Liebig estaban ambos acertados.

Por el mismo tiempo, Hansen en Dinamarca, investigaba la naturaleza de las
levaduras de cerveceria y panaderia. Hizo numerosos aislamientos de cultivos
puros de levaduras del género Saccharomyces, no obstante en ese tiempo los
cerveceros preferian mezclas de cepas por ser menos susceptibles a posibles

variaciones.



Hansen estudié por 30 afios las caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas de las
levaduras y establecid en 1896 el primer sistema comprensible de taxonomia de
las levaduras (ref).

Algo después los Buchner hicieron extractos de levaduras libres de células,
moliendo levaduras con tierra de diatomeas. Su preparado “en zyme” (significando
“en levadura”, término acufiado en 1897 por Buchner) era capaz de generar
dioxido de carbono a partir del azicar. El término enzima se adopt6 para describir
proteina aislada de materiales vivos, que pueden, en ausencia de las células que
las originan, catalizar un cambio en el sustrato a productos en condiciones
fisiol6gicas.

Poco después Eduard Buchner (1860-1917), quimico aleman, galardonado con el
Premio Nobel de Quimica por su descubrimiento de que el liquido obtenido
después de triturar la levadura con fina arena de cuarzo tenia, cuando se filtraba,
las mismas propiedades que la levadura activa a los efectos de producir la
fermentacion de los azucares. Este experimento demostraba que la fermentacion
era el resultado, no de una accién fisiol6gica producida dentro del organismo de la
levadura, sino de una accion quimica causada por una sustancia segregada por la
propia levadura. Esta sustancia, descubierta por Buchner en 1897, se llamd
zimasa, y los derivados quimicos de origen y accion fisiolégica similar se llaman
enzimas (Biblioteca de Consulta Microsoft ® Encarta ® 2005).

Aqui debemos comenzar a especificar la historia de la levadura que era separada,
una vez concluida la sintesis del etanol, por medios muy diversos, todos
caracteristicamente artesanales; en la segunda mitad del siglo XVIII aparecié en
Europa esta produccién, que se realizaba filtrando, mediante una tela, los fondos
de los fermentadores de cerveza, exprimiéndose manualmente para eliminar los
restos del licor fermentado, resultando de ello una pasta de levadura semiprensada
que era vendida a los panaderos. El sabor amargo que le impartia el IUpulo
resultaba un inconveniente.

Un hito lo constituye, sin dudas, que todas las referencias estudiadas indican que

la produccion de levadura se estableci6 como industria independiente a fines del



siglo XVIII, realizdndose por primera vez las fermentaciones con el propdsito Unico
y directo de obtener el microorganismo. Esto hizo preciso desarrollar sistemas mas
efectivos de recuperacion de la levadura, que redujeran las pérdidas propias del
sistema de filtrado y “exprimido” manual. En 1828 se instalé por Trebbenhoff la
primera prensa de palanca (ref).

En los inicios del siglo XIX Mantuer (ref) introduce el empleo del maiz como
sustrato para la fabricacion de levadura panadera en sustitucion del centeno que
era mas caro. Es interesante que el enorme interés que despert6 esta tecnologia
desatara el surgimiento del “espionaje industrial”, al punto de que el holandés
Huarbren de Delft reconociera publicamente que se introdujo en la fabrica de
Mantuer, vestido con uniforme de obrero, para conocer el proceso (ref).

En el periodo entre 1850 y 1870 tiene lugar una acelerada multiplicacion de las
fabricas de levadura panadera; se presentan numerosas patentes para los
procesos de fermentacion y separacion, hasta que en 1867 aparece el Filtro Prensa
para la recuperacion de levadura inventado y desarrollado por A. L. G. Delme en
Halle.

Resulta especialmente interesante conocer que fue el sistema de impuestos de la
época, mas que los estudios técnico-cientificos el promotor de los cambios
tecnoldgicos mas importantes. Asi, hasta ese momento de la historia la produccion
de levaduras se realizaba anaerObicamente, sin embargo, fueron los severos
gravamenes sobre la produccién de alcohol en exceso los que promovieron la
aplicacion del aire y no los estudios acerca del metabolismo celular. Similar
circunstancia motiva los esfuerzos en la busqueda de mayor productividad
volumétrica en razon de que los impuestos se aplicaban en correspondencia con el
tamafio de los fermentadores.

Todo indica que el primer productor de levadura aerdbica fue el inglés K.W.
Howman en 1896, desarrollo respaldado por trabajos cientificos de von Maercker,
Delbrick, Hayduck, Hausen y otros (ref).

La tecnologia del cultivo aerébico de levaduras pasa de Inglaterra a Holanda,

Dinamarca, Suecia y por ultimo a Alemania, curioso circuito movido por razones



politico-militares, promoviéndose en estas dos Ultimas, en el cambio del siglo XIX
al XX la aparicion de las separadoras centrifugas para la recuperacion de las
levaduras producidas, fabricadas por las firmas -Laval y Wesfalia respectivamente.
La primera patente que ampara el empleo de las melazas como sustrato para la
fabricacién de levaduras aparece en Austria en 1895.

Por otra parte, los trabajos de Delbrick en ese periodo fueron los que iniciaron la
alternativa de empleo de las levaduras como fuente proteica para uso forrajero,
pero también como opcion en la alimentacion humana. En la misma época fue
Hemenberg el primero en reconocer “que las levaduras salvajes del género
Torulopsis en medios de melazas diluidas y fuertemente aireadas producian
cantidades minimas de alcohol, crecian a alta velocidad y asimilaban
perfectamente fuentes inorganicas de amonio” (ref). Este tipo de levadura por su
utilidad recibio el nombre de 7orulopsis utilis.

En la primera década del siglo XX se produce también un solido desarrollo de los
sistemas de aireacién, unos rotatorios de diferentes disefios, otros de cuerpos
porosos, asi como sistemas combinados, todo en la busqueda de una eficaz
transferencia de oxigeno, con costos energéticos razonables.

Se abre asi un camino nuevo, diferente del que transitaron por siglos, sin rivales,
las levaduras del género Saccharomyces como productoras de bebidas y panes;
comienza el de Torulopsis y Candida, que no debe entenderse como alternativo 6
excluyente, sino que la historia ha mostrado como complementario.

La crisis alimentaria originada por la | Guerra Mundial hace que se apele a la
Candida utilis y a la Saccaromyces cerevisiae como fuente alternativa de alimentos
para la poblacion, no solo en Europa sino también en el Caribe. Se reporta la
entrada en operacion de varias fabricas que alcanzan una capacidad de produccion
de 10 000 toneladas por afio. En 1916 las instalaciones europeas tuvieron que
detener la produccion al agotarse las fuentes de melazas, las antillanas las
fabricaron hasta el final de esa conflagracion mundial.

Las experiencias acumuladas -tanto positivas como negativas- de esta primera

tentativa de produccidon masiva de proteina unicelular para uso humano propicio el



retorno entre 1934 y 1935 del tema de las proteinas unicelulares (PUC) en
Alemania; mientras en esta oportunidad Scholler, Leidel y colaboradores llevan el
liderazgo de los desarrollos técnicos de la recuperacion centrifuga y el secado del
producto via tambores rotatorios; Fink, Lechner y su equipo enfocan los aspectos
cientificos (ref), especialmente el empleo de nuevas materias primas mas baratas
y de mayor disponibilidad, lo que permite conocer que diferentes especies del
género Candida pueden metabolizar pentosas, lejias sulfiticas residuales, vinazas
de destilerias, prehidrolizados de paja, etc.

En esta década del 30 del siglo XX se desarrollan procesos de aireacion de alta
efectividad en la transferencia de oxigeno en el complejo sistema soélido
(levadura)- liquido (sustrato)- gas (aire) , como los equipos de los sistemas
Scholler/Seidel, Waldhof/Clan y el Phrix basados en ingeniosas soluciones
ingenieriles.

El periodo de los primeros 45 afios del siglo XX acumula un inmenso volumen de
datos cientificos y comerciales vinculados a las técnicas de produccion,
recuperacién, formulacion y conservacion de las levaduras tanto destinadas a la
alimentacion humana y animal como las dirigidas a la fabricacion de bebidas y la
panificacion. Para estas ultimas las levaduras prensadas, de 27-33 % de materia
seca, que deben ser almacenadas a 4 ©C, donde pierden 5-10 % de viabilidad
semanalmente, que obliga a que tengan que ser empleadas dentro de los 30 dias
posteriores a su fabricacion y que tengan que ser transportadas bajo refrigeracion
se produce a fines de la década del 50 del pasado siglo el salto cualitativo del
desarrollo y generalizacion de la fabricacion de las “levaduras secas activas”, que
mediante una pelletizacion previa de la masa celular, seguida de un secado a bajas
temperaturas en equipos de lecho fluidizado permiten obtener pequefios pellets o
esferas de menos de 7 % de humedad, con plena actividad metabolica, altamente
estables, que no requieren refrigeracion y pierden apenas un 1 % de actividad por
mes en condiciones de almacenamiento a temperatura y humedad ambiente. Muy
atiles tanto para pequefias como grandes panaderias, para la fabricacion

domeéstica de pan y su viabilidad es tan alta como 2,2-2,5x10% levaduras viables



por gramo; resultando que la técnica tradicional de conservar una porcion de masa
panadera fermentada para iniciar la proxima lote se ha olvidado ya en el arte de
hacer pan.

Estos beneficios a la industria panadera se estan extendiendo a la industria
cervecera, enoldgica y de produccion de alcohol etilico; ya se fabrica levadura seca
activa para cada una de esas industrias y esto constituye, sin dudas, un
importante punto de cambio en lo actual y en lo futuro de la aplicacion industrial
de las levaduras.

Un trascendental y nuevo hito en la evolucion de las biotecnologias, que impacté
notablemente el desarrollo de la produccién de las levaduras, tiene lugar como
consecuencia de que terminada la Il Guerra Mundial, cuando se hace necesario
encontrar un agente bactericida de mas amplia actividad que las sulfas, la
penicilina (que dormia desde 1928) resulté exactamente lo que todos buscaban.
Antes de la fermentacion de la Penicilina los requerimientos de la pureza de los
cultivos en los procesos de fermentacion no se controlaban estrictamente. En la
produccion de alcohol la concentracion de productos eran suficientemente altas
para deprimir el crecimiento de la mayoria de los contaminantes y los procesos
empleados para fabricar levadura eran favorecidos por condiciones de valores de
pH y dindmica de crecimiento menos apropiados para los microorganismos ajenos.
Asi los ingenieros debieron -para fabricar la penicilina— enfrentar el disefio y
operacion de fermentaciones de cultivos puros, en fermentadores intensamente
aireados, que eran ambiente ideal para el crecimiento de contaminantes
oportunistas.

Ademés de disefiar una operacion de fermentacion aséptica, los ingenieros
debieron también disefiar sistemas de compresion y suministro de aire y métodos
eficientes de agitacion y aireacion de la fermentacion.

Las reacciones metabdlicas de los microorganismos son exotérmicas y se
desarrollaron meétodos para mantener la temperatura en los fermentadores dentro
de un estrecho rango. Igualmente, se encontraron y resolvieron otros problemas

de instrumentacion y control de procesos.



Este desarrollo marc6é, en mi opinion, el inicio de la verdadera ingenieria
biogquimica. Y sus resultados impactaron inmediatamente la produccion de
levaduras y sus industrias relacionadas.

El resultado es un periodo especialmente activo, en la década de los 60, de
fermentadores mas eficientes, sistemas de purificacion de materias primas, la
diversificacion de los substratos, para posibilitar la expansion exponencial de sus
volumenes de produccion, métodos de separacion, termdlisis y secados de alto
nivel tecnologico, dirigidos no solo a obtener levaduras no solo en cantidades
masivas, sino con muy reducidos niveles de pérdidas, con una seguridad real de su
pureza, en modo mas efectivo, confiable y a menores costos.

Hace aproximadamente 50 afios, y tal vez como consecuencia indirecta de los
desarrollos mencionados, se hizo cada vez més evidente que era necesario trabajar
con sistemas bien definidos, que pudieran ser controlados con precision.

Una de las alternativas fue la transiciébn de procesos discontinuos, cerrados, de
simple etapa o ciclicos (como la alimentacion incrementada aplicada desde los
afos 20), a procesos “abiertos” y totalmente de flujo continuo.

Solamente en un sistema “abierto”, de flujo continuo, se puede alcanzar el “estado
estacionario” y bajo estas condiciones constantes puede controlarse total e
intencionadamente el proceso en su integralidad.

Los procesos continuos de fermentacion combinan cuatro caracteristicas de la
produccion industrial moderna: alta productividad con respecto a la utilizacion de
la capacidad instalada, y el empleo de la fuerza laboral, la comprensién
fundamental de los procesos y consecuentemente su pleno control, la posibilidad
de su automatizacién integral y altos rendimientos en la conversion de las materias
primas.

El cultivo de flujo continuo representa, por tanto, un mayor nivel técnico y la base
de la transicion desde los procesos empiricos al genuino control cientifico.

El cultivo continuo fue un hito, de enorme trascendencia en el desarrollo de la

biotecnologia industrial en general y de las levaduras en particular.



Ambas piezas claves, que se materializan entre los afios 50 y 60 del pasado siglo
transformaron el mundo de la produccion de levaduras.

Se desarrollan grandes sistemas de fermentacion, de elevada productividad
volumétrica y altas capacidades unitarias: Lefrancois, , Schoeller Bleckman, Sulzer,
Mitsubishi, con diversas formas de aireacion y homogenizacion, con y sin agitacién
mecdnica, disefiados para dos alternativas: altas y bajas concentraciones celulares
en el estado estacionario, capaces de asegurar niveles de aireacion superiores a
1,2 volumenes de aire por volumen de medio por minuto (vwm) y productividades
de 1,5 a 4,5 kg de masa biologica por metro cubico de fermentador por hora, con
intensidades de aplicacion energética de 0.4 a 0.5 kwh por kg de levadura.

Las fabricas se disefian con sistemas termoquimicos y de purificacion centrifuga
del substrato, procesos de evaporacion de pelicula descendente 6 ascendente,
termolizacion de la levadura, secado por atomizacion y sistemas de envase
altamente productivos, con niveles muy elevados de automatizacion y alternativas
de control quimico y biologico novedosos de alta confiabilidad.

En el desarrollo de las levaduras en la década del 70 y 80 del pasado siglo, es
posible identificar tendencias muy claras, caracterizadas por la eleccion de las
materias primas y el destino del producto.

Una tendencia lidereada por la British Petroleum, a la que se sumaron los
consorcios petroquimicos franceses, italianos, rumanos y soviéticos, que
aprovechando la prevalencia de precios reducidos del petroleo crudo (de menos de
$ 2.00 US$/barril) se proponia la produccion, empleando Candida sp., de
concentrados proteicos a partir de parafinas.

La BP instalé y oper6 entre 1975 y 1980 una planta semicomercial de capacidad de
10 t por dia, que evidencié la viabilidad de producir levadura seca con 45 % de
proteina verdadera, comprobando ademas de su uso en la dieta porcina y avicola,
a mas de estudios iniciales de toxicidad aguda en humanos con resultados
alentadores. Estas investigaciones de la BP, a una escala significativamente alta
gue prometia un exitoso escalado de los resultados, fueron complementados por

estudios realizados por la Total, la Agip e instituciones cientificas de Rumania y la



entonces Unidn Soviética, en esta especificamente en la Republica Federativa de
Rusia.

Estas iniciativas preveian el empleo de las levaduras obtenidas para la alimentacién
humana alternativa, de bajo costo, para paises subdesarrollados muy pobres vy
como base proteica de los forrajes de animales monogastricos. En la década del 80
se erigieron instalaciones fabriles en Inglaterra, Francia, Rusia, entre otros, de
capacidades cercanas a las 200 000 TM de levadura seca por afo.

El disefio e ingenierizacion de plantas de tales dimensiones resultaron en
apreciables contribuciones a la industria de las levaduras, en la forma de nuevos
disefios de fermentadores, diversidad metabolica, usos novedosos de substratos,
métodos de alcanzar aireaciones que aseguraran crecimientos estrictamente
aerobios y una extensa informacion sobre la alimentacién con PUC a hombres y
animales.

No obstante la fabricacion de proteina unicelular a partir de aceites, parafinas,
metanol, metano, etc, concluyd practicamente en los primeros afios de la década
del 90 con el cierre de la casi totalidad de las facilidades en todo el mundo.

Las razones fundamentales: el incremento del precio del petréleo crudo y la
confirmacién de la presencia de residuos carcinogénicos en la PUC producida de
parafinas y aceites.

Otra tendencia de produccién de levadura, muy vigorosa en la década del 70,
especialmente en Europa del Este, era la obtencion de licores ricos en
carbohidratos a partir de la hidrdlisis quimica, a altas temperaturas y presiones, de
residuos lignoceluldsicos, que se empleaban como substratos para el crecimiento
de levaduras de diferentes géneros y especies.

La valoracién econdmica hizo evidente a la larga, en la propia década del 80, la
inviabilidad comercial de esta alternativa, que se extinguié con la desaparicion del
campo socialista.

Una tercera linea, iniciada en modo comercial a finales de la década del 70 del

siglo XX, fue la produccion masiva de PUC empleando mieles finales del proceso de



produccion de azucar de cafa. Proceso altamente viable, capaz de rendir una PUC
de estructura y caracteristicas especialmente sana y de confiabilidad elevada.

Cuba resulté la individualidad que con mayor desarroll6 esta alternativa en el
periodo de 1975 a 1990 con la instalacion de 10 fabricas, capaces de alcanzar, en
conjunto, 120 000 t/afio de levadura seca con mas de 45 % de proteina verdadera
y 92 % de humedad. El proceso, disefiado por cientificos cubanos, junto a la tarea
de disefio, ereccidn y puesta en operacion estable por casi dos décadas, propicio la
obtencion de una cultura tecnoldgica, que en los afios iniciales del siglo XXI
permitid la rapida implantacion comercial exitosa de una tecnologia para la
produccion, en esas mismas instalaciones fabriles, de levadura para uso forrajero
empleando como substrato, en sustitucion de las mieles finales de cafa, las
vinazas residuales de la produccién de alcohol etilico, con un innegable impacto
economico, social y ambiental.

No quedaria completa la imagen del quehacer historico de los esfuerzos y los
destinos de producir levadura alimentaria si no mencionamos los reiteradamente
fallidos esfuerzos de 1&D iniciados en la segunda mitad de los afios 60 del pasado
siglo, para lograr un proceso viable técnica y econ6micamente para la conversion
en biomasa proteica los residuos celulésicos mediante la simultdnea sacarificacion
biolégica y sintesis celular, originados en la Universidad Estatal de Louisiana , que
finalmente se desvanecen en los afios finales de los 80, sin concrecion practica,
pero que para mi resultan aun hoy una alternativa atractiva, quizas en espera de
un momento propicio.

Volvamos un poco atras. Un hito cientifico de indiscutible y extraordinario impacto
sobre toda la Ciencia de la Vida result6 cuando en abril de 1953 Watson y Crick
presentaron su teoria acerca de la estructura molecular de los acidos nucleicos y el
mecanismo de copiado para el material genético con sus tres principales procesos:
replicacion, transcripcion y transduccién. El suefio de bioquimicos, bidlogos e
ingenieros bioquimicos de poder “disefiar a la medida 6 “pedir a la orden”
microorganismos, mediante la ingenierizacion de sus cbédigos genéticos vy

transformar sus procesos metabdlicos, se convirtié en realidad.



Esto abrié la posibilidad de hacer que microorganismos simples, con reducidos
requerimientos energéticos y de procesos y elevadas tasas de reproduccion, fueran
capaces de sintetizar valiosos y complejos productos, con mayores rendimientos y
productividades y dramaticamente bajos costos de produccion

Desde entonces el empleo de levaduras en la biotecnologia ha aumentado a un
ritmo cada vez mayor. La razén es clara, las levaduras poseen ventajas ciertas
sobre las bacterias para la produccion de proteinas heterdlogas y casi cualquier
proteina, sintetizada por un gen suficientemente pequefio para poder ser incluido
en el genoma de una célula de levadura, pudiendo ser asi sintetizado por la
levadura y excretado si se desea.

Recientemente, hace apenas 10 afos, han ocurrido dos importantes desarrollos: la
inclusion de secuencias de DNA cada vez mas largas en cromosomas artificiales de
levaduras y su transformacién en levadura y el uso de otras levaduras ademas de
Saccharomyces cerevisiae para la produccion de proteinas heterdlogas.
Especialmente las levaduras metilotroficas, Pichia pastoris, Hansenula polimorfa 'y
algunas otras, muestran grandes promesas; mediante la sintesis de las proteinas
deseadas por un gen sustituido por aquel para alcohol ¢ oxidasa en el genoma de
la levadura e inducido entonces mediante el cambio de la fuente de carbono a
metanol, puede sintetizar con mucho mas altos rendimientos la proteina
razonablemente pura.

Pero no olvidemos que el uso de las levaduras en biotecnologias, para este y otros

propositos, esta en su infancia.

DEL ESTADO DEL ARTE Y ALGUNAS TENDENCIAS RECIENTES

A mas de lo dicho hasta aqui, los dltimos afios del siglo XX y los primeros del XXI
muestran tendencias realmente interesantes y de innegable utilidad en la accion y
relacion levaduras —hombre. como se vera de modo muy claro y preciso en los
Capitulos siguientes de esta Monogrfia.

Las levaduras se emplean actualmente para la produccion comercial de cantidades

relevantes de alcohol dehidrogenasa, gliceraldehido-3-hidrogenasa, hexoquinasa,



lactato hidrogenasa, glucosa-6-fosfato hidrogenasa, asi como Coenzima A,
nucleotidos difosfopiridinos y mono, di y tri-fosfatos de adenina, guanina, citidina y
uridina. Tres enzimas derivadas de las levaduras, que tienen un apreciable
significado comercial, se emplean en modo creciente: la invertasa, la lactasa y la
melibiasa.

Cada vez mas, en estos inicios de siglo, las levaduras muestran habilidades —que
inteligentemente aprovechadas— tienen un indisputado espacio en la salud, la
nutricién y la produccion industrial.

Ejemplo de esto es la propiedad de las levaduras de acumular cantidades variables
de los minerales presentes en su medio de cultivo; por tanto el contenido de
minerales de células de levadura cultivadas en un medio particular de propagacion
puede ser ajustado para resultar de significacibn como suplemento de salud 6
nutricional para animales y humanos.

Un ejemplo de esta técnica, que ha recibido especial atencion desde alrededor del
afo 2000, es el empleo de levaduras para obtener Selenio organico para ser
empleado como suplemento alimenticio debido a su similitud con la forma en que
este elemento se encuentra en la naturaleza, lo que lo hace méas disponible para
un util metabolismo y acumulacion. Este Selenio orgénico de las levaduras es
digerido y metabolizado por la via de las mismas rutas de los aminoéacidos
azufrados y es especialmente apreciado por su papel en el incremento del valor
nutricional de los productos de origen animal para los humanos, asi como en la
relacion en la elevacion del contenido de antioxidante mineral en la dieta del
hombre..

Otro caso similar ocurre con el Cromo, constituyente activo del Factor de
Tolerancia a la Glucosa ( GTF por sus siglas en inglés ) que resulta un cofactor
necesario para potenciar insulina en la glucosa que se mueve de los tejidos
circulatorios a los periféricos, también la deficiencia de Cromo se asocia con la
pobre respuesta inmune en animales, especialmente sujetos a condiciones de
estrés, su suplementacion puede aumentar la efectividad de las vacunas y/o

reducir la incidencia de enfermedades. La potenciacion inmune en animales de



granja con la suplementacion de minerales y vitaminas es una ciencia naciente y
aqui tienen las levaduras un espacio indisputado.

El papel de las levaduras en la via del Hidrégeno como opcién cierta y de mayor
evidencia de viabilidad, para el establecimiento de una alternativa de solucion,
ecolégicamente segura, a la crisis energética, es cada vez de mayor significacion y
trascendencia.

Hoy y mafiana el impacto de las levaduras en la solucién de los problemas béasicos
de la humanidad: la alimentacion, la energia y la proteccion del entorno, pasan de
ser quimeras y resultar realidades, que no por tener un origen que se pierde en la
memoria de la raza humana, dejan de sorprendernos hoy y que nos sorprenderan
cada dia mas en el futuro.

En los Capitulos siguientes de esta Obra veremos ejemplos tangibles de la accién
de esos utiles, incansables e impredecibles organismos.

No es arriesgado profetizar que las siempre crecientes necesidades de la
humanidad, seran sin dudas satisfechas, en buena medida, por las ilimitadas

posibilidades de estos microorganismos Yy el talento del hombre.
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CAP 1 ESTRUCTURA CELULAR Y FUNCIONES

Roxana Garcia MSc

Direccion de Biotecnologia, Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Caia
de Azlcar (ICIDCA).

INTRODUCCION

Al revisar las innumerables acepciones generalizadas para definir a las levaduras, pudiéramos
en una frase describirlas como hongos que crecen en forma de células solitarias y se
reproducen por gemacion. Por supuesto, este constituye un concepto muy amplio de esta
taxa, que se distingue sobre la base de un sinnimero de aspectos morfo-fisioldgicos mas
complejos como la presencia o ausencia de capsulas, el tamano y forma de las células, el
mecanismo de formacion de células hijas (conidiogénesis), la formacidon de pseudohifas e
hifas verdaderas y la presencia de esporas sexuales en conjunto con datos fisioldgicos.

La morfologia se emplea principalmente para distinguir las levaduras al nivel de género,
mientras que la habilidad para asimilar y fermentar varias fuentes de carbono, utilizar nitratos
como fuente de nitrégeno; asi como la composicion de acidos grasos en su membrana
citoplasmatica, polimorfismos en el &acido desoxirribonucleico (ADN) cromosémico y
mitocondrial y secuencias nucleotidicas del acido ribonucleico (ARN) ribosomal (Chen et aj,
2001), son recurridos junto con la morfologia para identificar especies.

Son abundantes en la naturaleza encontrandose en el suelo, aguas naturales y contaminadas,
plantas e insectos, mayoritariamente (Spencer y Spencer, 1997). En comparacion con los
otros grandes grupos de microorganismos, las levaduras presentan escasa diversidad (39
géneros, 350 especies) y no constituyen una unidad taxondmica propiamente dicha, sino que
se encuentran dentro de diversos grupos de hongos filamentosos como Ascomicetos,

Basidiomicetos'y Deuteromicetos.

Su tamafio puede variar desde 1 hasta 12 um de diametro, resultando la especie
Saccharomyces cerevisiae (Figura 1) una de las mas grandes, especialmente cuando se
encuentra en fase hexaploide. Sus formas suelen ser redondeadas, elipsoidales, elongadas,

cilindricas y algunas adoptan formas excepcionales como la especie Trigonopsis variabilis con



células triangulares y yemas en sus angulos exteriores bajo determinadas condiciones

nutricionales.
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Figura 1. La levadura Saccharomyces cerevisiae. A: Agrupacion de células bajo el microscopio
electrénico de barrido. B: Fotomicrografia de corte transversal de una célula bajo el

microscopio electrénico de transmision.

Ademas del aspecto que muestre su forma vegetativa, pueden formar pseudomicelios,
micelios verdaderos, blastosporas, clamidosporas, tubos de germinacién, artrosporas vy
ascosporas en dependencia de la especie, cada una de estas con disimiles aspectos. El
maximo exponente de su ambigiiedad morfoldgica es el pleomorfismo, fendmeno mediante el
cual una especie puede presentarse en estado micelial o como células libres en dependencia
de las condiciones de temperatura, concentraciones de CO,, pH, niveles de cisteina u otros
compuestos sulfhidrilicos. Los casos tipicos lo constituyen Candida albicans'y Cryptococcus
neoformans.

Por ser un organismo eucarionte posee un alto grado de compartimentacién celular
caracterizado por la presencia de su material hereditario dentro de un nucleo verdadero y
estructuras subcelulares enmarcadas por membranas dentro de su citoplasma (Figura 2).
Estos organelos proporcionan compartimentos discretos en los cuales tienen lugar actividades
celulares especificas. La subdivision resultante permite a las células de levadura funcionar
eficientemente a pesar de su gran tamafno (cerca de cientos de veces mayor que el volumen

de las bacterias).
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Figura 2. Organizacion celular en Saccharomyces cerevisiae

En este capitulo describiremos las estructuras celulares mas importantes y su conexion con
los eventos de mayor relevancia para garantizar el adecuado funcionamiento de la célula,
tales como: la perpetuacion de la informacion genética, el control celular, la sintesis y
procesamiento proteico, energética y metabolismo celular, movimientos celulares, asi como la

interaccion de la célula con su entorno ambiental.

EL NUCLEO

La presencia de un nucleo constituye la principal caracteristica que distingue a las células
eucarioticas de las procariotas. Al albergar el genoma celular, funciona ya sea como almacén
de la informacién genética, asi como centro de control celular. La replicacidon y trascripcién
del ADN, asi como el procesamiento del ARN tienen lugar en su interior; Unicamente la etapa

final de la expresion génica (traduccion) se localiza en el citoplasma.

La envoltura nuclear y el trafico entre nucleo y citoplasma.

La envoltura nuclear esta compuesta de membranas interna y externa, unidas a complejos de
poros nucleares y a una lamina nuclear subyacente. Actlia como barrera preventiva al paso
libre de moléculas entre el nucleo y el citoplasma y proporciona una armazon estructural a

este organelo manteniéndolo como un compartimiento bioquimico diferenciado.



Los canales a través de la envoltura nuclear estan provistos de complejos de poros nucleares,
que permiten el intercambio regulado de moléculas. El trafico selectivo de proteinas y ARNs a
través de estos complejos, no solo establece la composicion interna del nucleo, sino que
juega un papel critico en la regulacién de la expresion génica en levaduras.

Estos complejos de poros nucleares no son mas que grandes estructuras que proveen las
Unicas rutas a través de las cuales las moléculas pueden viajar entre el nucleo y el citoplasma
de forma regulada. Las moléculas pequefias son capaces de difundir libremente a través de
canales abiertos en este complejo. Las macromoléculas son transportadas selectivamente en
un proceso dependiente de energia.

El transporte selectivo de proteinas hacia y desde el nucleo es un proceso complejo donde las
proteinas destinadas a ser importadas por el nicleo contienen sefales de localizacién nuclear
que son reconocidas por receptores que dirigen el transporte hacia el complejo de poros
nucleares. Las proteinas que son transbordadas bidireccionalmente entre el nucleo y el
citoplasma contienen sefiales de exportacion nuclear que las localizan para el transporte
desde el nucleo hacia el citoplasma, un ejemplo de estas es la proteina Ran enlazada al
guanin-trifosfato (GTP), la cual determina la direccion del transporte. La actividad de algunas
proteinas, como algunos factores de la trascripcion, esta controlada por la regulacién de su
importacidn hacia el nucleo.

Los ARNs mensajeros (ARNmens), ribosomal (ARN/sb) y de transferencia (ARN&ransf) son
exportados también a través de estos poros como complejos de ribonucleoproteina desde el
nlcleo para funcionar en la sintesis proteica.

Al separar el genoma del citoplasma, la membrana nuclear permite que la expresion génica
sea regulada por mecanismos Unicos a eucariontes: los ARNs mens sufren un procesamiento
post-transcripcional (empalme alternativo) antes de ser transportados del nucleo al
citoplasma (Nasmith, 2005). Por su capacidad para limitar el acceso de proteinas al material
genético, la membrana nuclear también proporciona oportunidades para el control de la

expresion genética al nivel de trascripcion.

Organizacion interna del nucleo



El ndcleo es mas que un contenedor en el cual la cromatina, ARNs y proteinas nucleares se
mueven libremente en una solucidn acuosa. En lugar de esto, presenta una estructura interna
que organiza el material genético y localiza algunas funciones nucleares a sitios especificos. El
aspecto mas obvio de la organizacion interna del nucleo es el nucleolo, el cual como se
discute en la siguiente seccidn, es el sitio en el cual los genes del ARN/ib son transcritos y las
subunidades ribosomales ensambladas. Han sido sugeridos elementos adicionales de la
estructura interna del nicleo por la organizacién de los cromosomas y la localizacion
potencial de funciones como la replicacién del ADN y el procesamiento de los pre-ARN
mitocondriales (ARNm/f) a distintos dominios nucleares.

El ndcleo en interfase contiene heterocromatina altamente condensada inactiva
transcripcionalmente, asi como eucromatina no condensada. Los cromosomas en interfase
son organizados dentro del nicleo y divididos en grandes dominios plegados que funcionan
como unidades independientes. En la mayoria de las levaduras, especificamente en S,
cerevisiae, los cromosomas son pequeios y dificiles de visualizar, pero existen pruebas
genéticas que indican la existencia de al menos 17 pares y varios fragmentos en células
diploides (Castrejon et a/, 2004). EI ADN cromosémico (ADNcrom) constituye alrededor del
80% del total y para una cepa diploide de esta especie posee un tamafio estimado de 2x10*
Kb (Figura 3).

Algunos procesos nucleares, como la replicacion del ADN y el metabolismo de los pre-ARNmit

pueden estar localizados en ciertos dominios o estructuras subnucleares especificas.

Figura 3. ADN cromosémico en Saccharomyces cerevisiae.



El nucleolo

La subestructura mas prominente dentro del nucleo es el nucleolo, sitio de la trascripcion y
procesamiento del ARNsb, asi como del ensamblaje de los ribosomas (Shaw y Doonan,
2005). Constituye una fabrica de produccién de ribosomas, disefiada para satisfacer la
necesidad de una produccién a gran escala de ARNs rib y ensamblaje de subunidades
ribosomales.

El transcripto primario de los genes del ARN/ib es el pre-ARNrib de 45S, el cual es procesado
para rendir ARNs/ib de 18S, 5.8S y 28S mediante ARNs nucleolares pequefos (Gonsalvez et
al, 2005). Las subunidades ribosomales son ensambladas dentro del nucleolo a partir de

ARNs y proteinas ribosomales (Correia et a/, 2004).



El nucleo durante la mitosis

En las levaduras este proceso se denomina mitosis cerrada (Cooper, 2000), ya que a
diferencia de otras células eucaridticas la envoltura nuclear no se quiebra y permanece
intacta (Figura 4), en este proceso los cromosomas hijos migran a polos opuestos del nucleo,
el cual se divide en dos.

La condensacion de los cromosomas mitoticos esta correlacionado con la fosforilacion de las
histonas H1 y H3, se activa un complejo de proteinas por fosforilacion de Cdc2 llamadas

condensinas envolviendo el ADN en una estructura compacta.
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Figura 4. Caracteristicas distintivas de la mitosis en levaduras con respecto a otras

células eucarioticas.

Material genomico extranuclear

Se ha puesto de manifiesto en S. cerevisiae, Zygosaccharomyces baili, Zygosaccharomyces
bisporus, Zygosaccharomyces rouxii Y Schizosaccharomcyes pombe la existencia de un
plasmido de ADN circular de 2 um de tamaio (Sgpl), que contiene, aproximadamente 6,3 Kb,
y que se presenta en una cantidad variable de copias comprendida entre 60 y 100 en el
citoplasma (Dobson et a/, 2005). Su estructura esta formada por dos bucles conectados entre
si por una zona de doble hélice antiparalela y se ha reportado como una secuencia de ADN

de gran aplicacion en trabajos de Biologia Molecular.

En el citoplasma de algunas levaduras aparecen dos moléculas de doble cadena de ARN

(controladas por genes del nucleo), asociadas a una proteina que actia a modo de cubierta



protectora, y que le confieren a este grupo microbiano el denominado factor &iller (Tamas et
al, 2003). Las cepas que manifiestan este caracter producen una toxina que actua sobre la
pared y la membrana celular de las cepas sensibles, alterando su potencial electroquimico
hasta causar su muerte. Ademas producen una proteina defectuosa que compite con la forma
activa en los sitios de unién a la membrana celular que las hacen insensibles a la toxina.

En S. cerevisiae se han descrito tres toxinas diferentes: K1, K2 y K3 (Buzzini et a/, 2003). Las
cepas industriales que se inoculan para iniciar los procesos de fermentacion deben poseer
este factor para poder desplazar a las cepas indigenas de levaduras. Algunas especies actian
sobre otros géneros como por ejemplo Hansenula saturnus sobre Z. bailii (un contaminante
de vinos) y S. cerevisiae contra algunas cepas de C. albicans, Candida krusei, Kluyveromyces

phaffii, entre otras.

CLASIFICACION DE PROTEINAS Y  TRANSPORTE. EL RETICULO
ENDOPLASMATICO, APARATO DE GOLGI Y LISOSOMAS

Debido a la organizacion interna compleja de las células de levaduras, el ordenamiento y
sefializacidén de las proteinas hacia sus destinos apropiados resultan tareas considerables. El
primer paso de el ordenamiento proteico tiene lugar mientras la traduccién se encuentra en
progreso, donde muchas proteinas destinadas para el reticulo endoplasmatico (RE), el
aparato de Golgi, lisosomas, membrana plasmatica y secrecion desde la célula son
sintetizadas en los ribosomas unidos a la membrana del RE. En la medida que avanza la
traduccidn, las cadenas polipeptidicas son transportadas hacia el RE, donde tiene lugar el
plegamiento de las proteinas y procesamiento. De éste, las proteinas son transportadas en
vesiculas al aparato de Golgi, donde son luego procesadas y ordenadas para transportarlas a
los lisosomas, membrana plasmatica, o para su secreciéon desde la célula. Estos
compartimientos celulares, resultan por tanto distinguibles de otros organelos citoplasmaticos
por estar involucrados en comun en el procesamiento y conexion de las proteinas mediante el

transporte vesicular.

El reticulo endoplasmatico



El reticulo endoplasmatico es una red de tubulos y sacos (cisternas) envueltos por
membranas que se extienden desde la membrana nuclear hasta el citoplasma. En su totalidad
estd enmarcado por una membrana continua y constituye el organelo mas grande de la
mayoria de las células ecucariotas. Sus membranas pueden constituir cerca de la mitad de
todas las membranas celulares y el espacio que enmarca (lumen o espacio cisternal) puede
representar cerca del 10% del volumen total de la célula. Existen dos tipos distintos de RE
que ejecutan diferentes funciones: el RE rugoso, cubierto por ribosomas en su superficie
exterior, que funciona en el procesamiento de las proteinas y el RE liso, no asociado a
ribosomas, e involucrado en el metabolismo de los lipidos. En levaduras, muchas proteinas
como chaperonas moleculares, proteinas de estrés y otras que regulan la homeostasis en la

célula son procesadas via RE (Papp et a/, 2003).

El aparato de Golgr

Este complejo funciona como una fabrica en la cual las proteinas que llegan desde el RE son
procesadas y organizadas para su transporte hacia sus destinos eventuales: lisosomas,
membrana plasmatica o secrecidn; adicionalmente, son sintetizados glicolipidos vy
polisacaridos. Esta estructura esta por tanto involucrada, en el procesamiento de un amplio
rango de constituyentes celulares que viajan a través de vias secretorias (Conibear y Stevens,
1995) (Figura 5).
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Figura 5. Regiones del aparato de Golgi



Las proteinas son transportadas desde el RE hacia la cadena Golgi ¢is, para luego viajar al
depdsito del Golgi, sitio de mayores actividades metabdlicas de este aparato. Una vez
modificadas, las proteinas transitan desde este punto a la red trans, donde son clasificadas y
empacadas en vesiculas para el transporte hacia los lisosomas, la membrana plasmatica
(Nothwehr y Stevens, 1994) o el exterior celular.

Dentro de este aparato se efectia también la glicosilacion de las proteinas, modificando los
N-oligosacaridos adicionados a las proteinas en el RE. Las proteinas destinadas para los

lisosomas son especificamente fosforiladas en residuos de manosa.

El mecanismo del transporte vesicular

Las vesiculas de transporte juegan un papel central en el trafico de moléculas entre
diferentes compartimientos recubiertos por membranas de la via secretoria y se encuentran
similarmente involucradas en el transporte de materiales tomados en la superficie celular. El
transporte vesicular es asi una actividad celular especializada, responsable del trafico
molecular entre una variedad de compartimientos especificos encerrados por membrana
(Novick et a/, 1980) y su selectividad constituye la llave para mantener la organizacion
funcional de la célula. Un ejemplo muy estudiado en levaduras es la regulacion de la proteina
de membrana transportadora de Mn** regulada por mecanismos vesiculares dependientes de
ubiquitina (Equez et a/, 2004).

Lisosomas

Funcionan como el sistema digestivo de la célula, sirviendo tanto para descomponer material
tomado del medio extracelular, asi como componentes obsoletos de la propia célula. Son
organelos encerrados por membrana que contienen una variedad de enzimas (hidrolasas
acidas) capaces de degradar todo tipo de polimeros bioldgicos como proteinas, acidos
nucleicos, carbohidratos y lipidos. En levaduras pueden adquirir un alto grado de
especializacién, como por ejemplo los proteasomas (Wolf, 2004) centralizados en actividades
proteadsicas para mantener la regulacion celular, asi como la disposicion de materiales
celulares de desecho. En su forma mas simple son visualizados como vacuolas esféricas

densas, pero pueden mostrar variaciones considerables en cuanto a tamafo y forma como
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resultado de las diferencias de los materiales que han sido tomados para la digestion. Los
lisosomas por tanto representan organelos diversos morfoldgicamente definidos por la

funcién comun de degradar material intracelular.

BIOENERGETICA Y METABOLISMO. MITOCONDRIA Y PEROXISOMAS

Adicionalmente a estar involucrados en la clasificacion y transporte de proteinas, los
organelos citoplasmaticos constituyen compartimientos especializados en los cuales tiene
lugar una variedad de actividades metabdlicas. La generaciéon de la energia es la principal
actividad de todas las células y dos organelos citoplasmaticos estan especificamente
destinados al metabolismo energético y produccion de Adenosin-trifosfato (ATP) en
levaduras: la mitocondria, responsable de generar la mayoria de la energia util derivada de la
ruptura de lipidos y carbohidratos y el peroxisoma que contiene enzimas involucradas en una
variedad de vias metabdlicas diferentes, incluyendo la degradacion de acidos grasos.

La mitocondria y los peroxisomas difieren de los organelos discutidos anteriormente no solo
en sus funciones, sino también en su mecanismo de ensamblaje. Lejos de ser sintetizados en
ribosomas de membrana y translocados hacia el RE, las proteinas destinadas a estas
subestructuras celulares son sintetizadas en ribosomas libres en el citosol e importadas
dentro de sus organelos blanco como cadenas polipeptidicas terminadas. Las mitocondrias
contienen sus propios genomas los cuales incluyen algunos genes que son transcritos y

traducidos en su interior.

Mitocondria

La mitocondria juega un papel critico en la generacién de energia metabdlica en las células
eucarioticas. Ellas son responsables de la mayor parte de la energia Util derivada de la
ruptura de carbohidratos y acidos grasos, que es convertida a ATP mediante el proceso de
fosforilacion oxidativa. La mayoria de las proteinas mitocondriales son traducidas en
ribosomas citosdlicos libres e importadas al organelo mediante sefiales blanco especificas.
Son Unicas entre los organelos citoplasmaticos ya discutidos porque contienen su propio ADN,
el cual codifica ARNs de transferencia, ribosomales y algunas proteinas mitocondriales

(Schafer et a/, 2005). El ensamblaje de la mitocondria de esta forma involucra proteinas
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codificadas por sus propios genomas y traducidas dentro del organelo, asi como proteinas
codificadas por el genoma nuclear e importadas del citosol.

Esta rodeada por un sistema membranoso doble con una matriz que contiene las enzimas del
ciclo de los acidos tricarboxilicos, una membrana interna contiendo complejos de proteina
involucrados en el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa y su membrana

externa es libremente permeable a moléculas pequefias (Figura 6).

T T B T e

Figura 6. Mitocondria de célula eucariota. A: Corte transversal bajo microscopia
electronica. B: Dibujo tridimensional de un corte transversal. C: Representacion

esquematica de una célula eucaridtica con la mitocondria y ribosomas coloreados.

En levaduras, las mitocondrias son visibles en el citoplasma por microscopia electrénica como
objetos elongados, ovales y redondeados; algunas veces con estructuras internas poco
visibles, como en S, cerevisiae creciendo bajo condiciones limitadas de aireacidon y/o excesos
de glucosa. Pueden contener cristas desarrolladas bien o pobremente, dependiendo de la
especie de levadura, las condiciones culturales (Pereira et a/, 2003) y su metabolismo
oxidativo.

El tamafo del ADNmit en levaduras varia, desde 6.0 um en Torulopsis glabrata (PM 12.8 x
10) hasta 21-25 pm de largo (PM 46-52 x10°) en S. cerevisiaey 34 um (PM 71 x 10®) en
Brettanomyces custersii. Porta algunos de los genes que codifican enzimas de la cadena
transportadora de electrones, particularmente citocromos a y b, ademas de genes de
resistencia a altos niveles de antibidticos. Podemos citar para S. cerevisiae 24 ARNtransf

mitocondriales, 2 ARN/ib, tres subunidades de la citocromo c oxidasa (subunidades COI, II y
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IIT del complejo 1IV) y de la apoproteina citocromo b (incluyendo el locus cob-box) y dos
subunidades del complejo de sintesis del ATP (subunidades 6 y 9 de la ATPasa mitocondrial).
Contiene ademas numerosos fragmentos de lectura no asignados (URFs) y determina el
tamano de la proteina var 1, asociada con los mitoribosomas.

La naturaleza de las interacciones entre el nucleo y la mitocondria es mas sutil de lo que se
pensd afios atras: funciones que se atribuyeron al control total del genoma nuclear como la
fermentacion de carbohidratos, floculacion, esporulacién, germinacién, entre otras se ha

demostrado que también son asistidas por la funcidon mitocondrial.

Peroxisomas

Los peroxisomas son pequefios organelos cubiertos por membranas, conteniendo enzimas
involucradas en una variedad de reacciones metabdlicas como la oxidacion de acidos grasos y
algunos aspectos del metabolismo energético (van den Bosch et @/, 1992; van der Klei et al,
1991). A pesar de que son morfoldgicamente similares a los lisosomas, ellos son ensamblados
como las mitocondrias, a partir de proteinas sintetizadas en ribosomas libres y luego
importadas a los peroxisomas como cadenas polipeptidicas a término. A pesar de que no
contienen su propio genoma, se asemejan a las mitocondrias en que se replican por division,
diferenciandose ademas por poseer una matriz homogénea y membrana simple Unica.

En levaduras metilotroficas, crecidas en metanol como Unica fuente de carbono, el citoplasma
se empaca con peroxisomas conteniendo las enzimas alcohol oxidasa y catalasa, por ejemplo

Candida tropicalis cuando crece en n-alcanos.

Vacuola

La vacuola constituye un importante almacén de sustancias de reserva, que seran utilizadas
en caso de que las condiciones ambientales sean desfavorables (Weisman, 2003), contiene
ademas una gran cantidad de enzimas implicados en la digestidn intravacuolar de organulos

como mitocondrias no funcionales (Figura 7).
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Figura 7. Aspecto de la vacuola en células de levadura.

Estan rodeadas de una membrana sencilla, que porta numerosas particulas pequenas, las
cuales pueden ser ribosomas (Schwencke, 1991). Puede contener granulos de
polimetafosfatos (volutina), gotas de lipidos, numerosas enzimas hidroliticas como
proteinasas, ribonucleasas y estearasas, muchas de las cuales pueden estar localizadas
solamente en este organulo. Pueden acumularse S-adenosilmetionina, lisina, y otros

aminoacidos, purinas como isoguanina, acido Urico e iones de potasio.

El citoesqueleto y movimiento celular

Los organelos envueltos en membrana discutidos con anterioridad constituyen solo un nivel
de la subestructura organizacional de células de levaduras; el otro peldafio adicional esta
asegurado por el citoesqueleto, el cual consiste en una cadena de filamentos proteicos que se
extienden por todo el citoplasma de todas las células eucaribticas. El citoesqueleto
proporciona una armazon estructural para la célula, sirviendo como andamio que determina
la forma celular y la organizacién general del citoplasma. Adicionalmente a desempeiar este
rol estructural, es responsable de los movimientos celulares como el transporte interno de
organelos y otras estructuras (como los cromosomas mitéticos) a través del citosol. Esta
estructura es mucho menos rigida y permanente que lo que su nombre implica; por el
contrario, es un componente dinamico que se reorganiza continuamente en la medida que las

células cambian su forma durante la division.
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Estd compuesto de tres tipos de filamentos proteicos principales: filamentos de actina,
intermedios y microtubulos, los cuales estan entrelazados y unidos a organelos subcelulares y

la membrana plasmatica por una variedad de proteinas accesorias.

Estructura y organizacion de los filamentos de actina.

La proteina citoesquelética principal de las células de levaduras es la actina, la cual se
polimeriza para formar fibras delgadas y flexibles de aproximadamente 7nm de diametro y
hasta varios micrémetros de largo. Dentro de la célula, los filamentos de actina (también
denominados microfilamentos) estan organizados en estructuras de orden superior, que
forman paquetes o cadenas tridimensionales con las propiedades de geles semisdlidos. El
ensamblaje y desacoplamiento de estos filamentos, su eslabonamiento cruzado y asociacién
con otras estructuras celulares (como la membrana plasmatica) estan regulados por una
variedad de proteinas que se unen a la actina, las cuales son componentes criticos del
citoesqueleto (Koo et a/, 2004). Los microfilamentos son particularmente abundantes por
debajo de la membrana plasmatica, donde forman una cadena que proporciona soporte
mecanico, determina la forma celular y permite el movimiento de la superficie celular durante
la divisidn, (Kono et a/, 2005) favoreciendo ademas el anclaje en las regiones de contacto

célula-célula y célula-sustrato.

Filamentos intermedios

Los filamentos intermedios tienen un diametro de aproximadamente 10 nm, lo cual es
intermedio entre los didametros de los otros dos tipos de elementos principales del
citoesqueleto: fibras de actina (cerca de 7 nm) y microtubulos (cerca de 25 nm). En contraste
a estos otros elementos, los filamentos intermedios no estan directamente involucrados en
los movimientos celulares; en su lugar, ellos parecen jugar un papel basicamente estructural
aportando fuerza mecanica a las células (Skalli et a/, 1992).

Son polimeros de mas de 50 proteinas diferentes que se expresan en varios tipos de células y
se forman a partir de dimeros de dos cadenas polipeptidicas arrolladas en una estructura

espiral (Steinert y Roop, 1988). Los dimeros luego se asocian para formar tetrameros, que se
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ensamblan en protofilamentos que al arrollarse en estructuras en forma de cuerda forman

finalmente los filamentos intermedios.

Microtubulos y movimientos

Los microtubulos, el tercer componente principal del citoesqueleto, son bastones ahuecados
rigidos de aproximadamente 25 nm en diametro. Al igual que los filamentos de actina, son
estructuras dinamicas que experimentan ensamblajes y desacoplamientos continuos dentro
de la célula (Pardo y Nurse, 2005). Funcionan bien sea para determinar la forma celular o en
una variedad de movimientos celulares que incluyen el transporte intracelular, el
posicionamiento de vesiculas membranosas y organelos y la separacion de los cromosomas

formando el huso mitético (Figura 8).
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Figura 8. Microtubulos durante la formacion del huso mitético en S. cerevisiae

Se forman por una polimerizacion reversible de la tubulina, mostrando su inestabilidad
dinamica durante los continuos ciclos de ensamblaje y desacoplamiento como resultado de la
accién de proteinas motoras que utilizan la energia derivada de la hidrdlisis del ATP para
producir fuerza y movimiento, destacandose en levaduras las quinesinas.

En levaduras el producto del gen KAR3 es esencial para la fusion nuclear o cariogamia y es
miembro probablemente de una gran familia de quinesinas (Korolyev et a/, 2005) las cuales

estan asociadas con los procesos dependientes de microtibulos como la separacion del

16



cuerpo polar del huso mitético, elongacion del huso, meiosis, segregacion cromosdmica y

fusion nuclear.

La superficie celular

Todas las células, ya sean procariotas y eucariotas estan rodeadas por una membrana
plasmatica, la cual define la frontera de la célula y separa su contenido interno del ambiente.
Al servir como una barrera selectiva al paso de moléculas, esta cubierta determina la
composicion del citoplasma y define la identidad de la célula, por lo cual esta estructura es
una de las mas importantes de la evolucion celular. De hecho, la primera célula se piensa que
surgio a partir de una membrana de fosfolipidos que delimitaba un ARN autoreplicante.

La membrana plasmatica esta compuesta de lipidos y proteinas con una estructura basica de
bicapa fosfolipidica, impermeable para la mayoria de las moléculas solubles en agua. El paso
de iones y la mayoria de las moléculas bioldgicas a través de ella estd por consiguiente
mediado por proteinas, las cuales son responsables del trafico selectivo de moléculas dentro y
fuera de la célula. Otras proteinas de la membrana plasmatica controlan las interacciones
entre células y sirven como sensores a través de las cuales se reciben sefiales desde el
ambiente. La membrana plasmatica por tanto juega un rol dual: aisla el citoplasma y media las

interacciones entre la célula y su entorno.

Estructura de la membrana plasmatica

Como otras membranas celulares, la membrana plasmatica consta de lipidos y proteinas. La
estructura fundamental de la membrana es la bicapa fosfolipidica, la cual forma una barrera
estable entre dos compartimientos acuosos (el interior y exterior celular).

Las proteinas embebidas en la bicapa fosfolipidica ejecutan funciones especificas, que
incluyen el transporte selectivo de moléculas mostrando a la membrana como un mosaico
fluido (Figura 9), son libres de difundir lateralmente a través de esta bicapa aunque la

movilidad para algunas de ellas esta restringida por sus asociaciones con otras moléculas.
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Figura 9. Modelo de mosaico fluido para la membrana plasmatica

En levaduras las membrana posee tres componentes esenciales: los lipidos, mayoritariamente
fosfolipidos, que comprenden dos cadenas de acidos grasos no polares hidrofdbicas
esterificadas via glicerol a un fosfato polar y a una base organica; proteinas estructurales,
cataliticas para el transporte y enzimas y carbohidratos representados por glicolipidos o
glicoproteinas, que ocupan de un 3 al 6 % de la membrana.

La mayoria de los lipidos de membrana son fosfoglicerolipidos, fosfoesteres del diacilglicerol y
esfingolipidos (Zink et a/, 2005). La base organica puede ser colina, lecitinas, etanolamina,
serina o inositol. El ergosterol también afecta la fluidez de la membrana por interaccion de los
anillos planares rigidos con los colas hidrofdbicas de los residuos de acidos grasos, disminuye
la permeabilidad de la membrana a moléculas pequenas hidrofilicas y probablemente
incremente la flexibilidad y estabilidad mecanica de la misma; esta intimamente relacionado
con los procesos de tolerancia al etanol en levaduras.

La membrana plasmatica en levaduras es alrededor de un 50 % de su peso en proteinas.
Numerosos sistemas de sefales transmembrana se encuentran localizados en ella (Frieman y
Cormack, 2004) y el mas importante es el sistema de apareamiento. Los factores de
apareamiento a y a son péptidos para iniciar la conjugacion entre células haploides y el tipo
sexual opuesto, ellos arrestan el ciclo celular en G1, inducen la formacion de tubos de
copulacién y la expresidn de muchos genes esenciales para la conjugacion. Las proteinas
receptoras de membrana, codificadas por los genes STE2 y STE3 reconocen a estos factores

sexuales.
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Transporte de moléculas

Se ha comprobado que el control de la homeostasis y el trafico de membrana en células de
levaduras esta regido por la interaccion de los genes ARL1 y CCZ1 (Love et aj, 2004),
manteniendo la composicidn interna de la célula a través de una permeabilidad selectiva a
pequefias moléculas. La mayoria de las moléculas bioldgicas son incapaces de difundir a
través de la bicapa fosfolipidica, por lo tanto la membrana plasmatica forma una barrera que
bloquea el intercambio libre de moléculas entre el citoplasma y el ambiente externo de la
célula. Existen proteinas de transporte especificas (proteinas transportadoras y de canales)
que median el paso selectivo de moléculas pequefias a través de la membrana, permitiendo a
la célula controlar la composicién de su citoplasma.

Las moléculas hidrofébicas pequefias son capaces de cruzar la membrana plasmatica
mediante difusion pasiva a través de la bicapa fosfolipidica. Mediante esta via se intercambian
gases (0,, CO,), alcoholes, acidos organicos no disociados, bases y otras moléculas no
cargadas pequefias, agua e iones pequefios como H*, Na*, K*, CI".

El paso de la mayoria de las moléculas bioldgicas esta mediado por proteinas transportadoras
que permiten a moléculas polares y cargadas cruzar la membrana plasmatica sin interactuar
con su interior hidrofdbico, a esta difusion se le denomina facilitada.

Los canales para iones median el paso rapido de iones seleccionados a través de la
membrana plasmatica.

El transporte activo puede derivarse de la energia generada de la hidrdlisis del ATP
conduciendo al transporte de moléculas en contra de sus gradientes electroquimicos y se
muestra en levaduras mediante ATPasas con la bomba de H* (Goffeau, 1993). Otra variante
de este tipo de transporte en levaduras esta mediado por gradientes de H* que se usa

frecuentemente como fuente de energia que conduce el transporte activo de otras moléculas.

PARED CELULAR
A pesar de que los limites de la célula de levadura estan definidos por la membrana
plasmatica, ellas estan rodeadas de un arreglo insoluble de macromoléculas secretadas. Esto

conforma la pared celular rigida, que constituye una parte integral de la célula.
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En levaduras presenta una capa externa amorfa de mananos, fosforilados a diferentes grados
segln la especie, una capa media de B-glucanos solubles en alcali y una capa rigida interna
de B-glucanos insolubles en dlcali, esta ultima es la que le brinda la forma y rigidez a la
célula. Los glucanos con grupos enlazados en las posiciones (B1-3) y (B1-6) componen
alrededor de un 50 al 70 % de la pared celular en levaduras, sugiriéndose que estos pueden
impedir el acceso de la anfotericina B a la membrana plasmatica.

La pared contiene varias inclusiones de proteinas, presentes en cicatrices que muestran el
historial de la célula: la escara original de su nacimiento y escaras de gemacion que varian en
nimero y posicion de acuerdo a las especies. Presenta también glicoproteinas como
aglutininas que se unen unas a las otras en la superficie celular y permiten el contacto entre
células para formar diploides y otras proteinas importantes para mantener la integridad de la
pared celular (Pardo et a/, 2004).

La estructura quimica de la capa de manano externa es caracteristica de la especie de
levadura y puede ser empleada como ayuda taxondmica. Como ejemplo tenemos que
aproximadamente un 20 % de la pared celular en C. albicans es manano, mientras que la
pared celular de sus micelios contiene una cantidad sustancialmente menor de este azucar.
Esta especie posee tres serotipos, designados A, B y C que se distinguen uno de otros en la
base de sus mananos (Herrero et aj, 2004). El determinante antigénico para el serotipo A es
su cadena lateral de manoheptosa, en el B su cadena lateral de manohexosa.

Tienen peptidomananos solubles como componentes de su pared celular externa en una
matriz de a y B-glucanos. Los mananos, galactomananos, y menos frecuentes ramnomananos
son los responsables de la respuesta inmunoldgica a levaduras de interés médico, de hecho la
determinacion de la concentracion de mananos en suero de pacientes con candidiasis
diseminadas ha sido probada como técnica diagnostico de gran utilidad.

Las levaduras basidiomicetaceas contienen quitina en su pared; mientras que las
ascomicetaceas solo la presentan en las cicatrices de las yemas. En S, cerevisiae la sintesis de
quitina esta determinada por una cadena interactiva de genes (Lesage et a/, 2005) y su
deposicion esta regulada por Rcrl, proteina de membrana procesada en el RE. Las especies

de Schizosaccharomyces no contienen quitina, pero contienen pseudonigerano.
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Generalizando en cuanto a estructura quimica de la pared celular, podemos citar a Candida
albicans, una de las especies donde mas se ha profundizado en la composicion de esta
cubierta. Posee una pared celular que contiene aproximadamente de un 30 a un 60 % de
glucanos, 25-50 % de mananos (manoproteina), 1-2 % de quitina (localizada basicamente en
las cicatrices de gemacion en la pared celular de células madres), 2-14 % de lipidos y de un
5-15 % de proteina. En la Figura 10 observamos la representacion esquematica de esta

cubierta junto con la membrana citoplasmatica para la especie S. cerevisiae.

Yeast Cell Walls

Saccharomyces cerevisiae

cell wall polyoside

mannoprotein

periplasmic

eriplasmic space
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Figura 10. Representacion esquematica de las cubiertas externas en S. cerevisiae.

Al emerger las yemas o esporas, la pared celular externa de la célula madre se estrecha. De
forma concurrente son sintetizados nuevos materiales para la pared celular interior y
membrana plasmatica al sitio donde esta ocurriendo el nuevo crecimiento. Este material para
la pared celular se forma localmente por activacion de la sintetasa de polisacaridos cimdgeno.
Un adecuado tratamiento de las células, usando mezclas de enzimas hidroliticos procedentes
de otros organismos (como el caracol comestible, Helix pomatia y el moho Trichoderma
harzianum), en una solucion estabilizada osmdticamente, permite la degeneracién total o
parcial de la pared celular, obteniéndose respectivamente lo que se denominan, protoplastos
(degeneracion total) o esferoplastos (degeneracion parcial). En levaduras se habla de
formacion de esferoplastos ya que el empleo de estos enzimas hidroliticos sélo produce
degradacién parcial sobre la pared, no llegandose a una situacion de desaparicion completa

de la pared.
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La obtencién de esferoplastos de levaduras permite un facil aislamiento de organulos y
componentes celulares, asi como el estudio detallado de la propia estructura de la pared.
Igualmente, ha sido de gran importancia en investigaciones genéticas, ya que se ha logrado
la fusion y transformacién de protoplastos con material genético exdgeno.

La pared celular es permeada por alguno de los enzimas segregados por la levadura; el mas
importante es la invertasa, que hidroliza la sacarosa antes de que penetre en la célula; entre

ellos se encuentra también la fosfatasa.

capsulas

Muchas levaduras producen material capsular, usualmente fosfomananos, [B-mananos,
heteropolisacaridos conteniendo residuos de pentosas y acido glucurdnico, D-galactosa y
unas pocas como Hansenula ciferrij, producen compuestos hidrofébicos como esfingosinas
(Spencer y Spencer, 1997). Algunas especies de Cryptococcus producen almidon extracelular.
Cryptococcus neoformans produce un polisacarido capsular compuesto por al menos tres
polimeros distintos: glucuronoxilomanano, galactoxilomanano y manoproteina sobre la base
de la proporcién de los residuos de acido glucurdnico y xilosa, el grado en el cual la manosa
tiene sustitutos de cadena laterales, y el porciento de uniones O-acetil. En base a esto los
aislamientos de C neoformans pueden ser separados en cuatro grupos antigénicos
designados A, B, C, y D.

La cdpsula es antifagocitica, sirve como un factor de virulencia y persiste en fluidos
corporales, permitiendo a la levadura evadir la deteccién del sistema inmunoldgico del

hospedero.
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CAP 2. MATERIAS PRIMAS. CARACTERIZACION Y CALIDAD

Miguel A. Otero-Rambla

Direccion de Biotecnologia, Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia
de Azlcar (ICIDCA).

INTRODUCCION

Las levaduras, al igual que otros organismos vivos, requieren fuentes de carbono, nitrégeno,
fosforo, elementos trazas y factores de crecimiento para crecer y multiplicarse (Phaff et al
1979). Aunque las levaduras pueden crecer en ausencia de oxigeno prefieren hacerlo o lo
hacen mas eficientemente en presencia del mismo. Todas las levaduras salvajes utilizan la
glucosa, manosa y fructosa. Algunas otras especies pueden crecer a expensas de otros
azUcares y acidos organicos. Con relacion a las fuentes de nitrogeno, algunas especies
pueden metabolizar los nitratos, mientras que otras solo sales de amonio. En realidad,
tomadas como familia, pueden crecer en una amplia gama de compuestos nitrogenados
entre ellos aminoacidos D y L (LaRue y Spencer 1966).

Todas las levaduras requieren de elementos trazas. Algunas sintetizan sus propios factores
de crecimiento, otras no pueden hacerlo y es preciso suministrarselos en el medio de cultivo.
La funcidn del medio nutriente es idéntica a la de los medios de reaccidon quimica, es decir,
proporcionan los componentes quimicos necesarios y en las proporciones adecuadas para
que la reaccidon ocurra (Sykita 1984). En adicion, deben asegurar los componentes que
garanticen el crecimiento de los microorganismos en todas sus facetas, en la forma mas
accesible o lo que es lo mismo en medio liquido. Solo en casos especiales se usan medios con
nutrientes sdlidos o gaseosos. Ademas de los componentes esenciales, como fuente de
carbono y de energia y nitrégeno, el medio debe contener otros muchos nutrientes que se
requieren para la propagacion de las células microbianas. El ajuste de la composicién del
medio y las propiedades fisico-quimicas ayuda en el mantenimiento de las tasas maximas de
produccién y la direccion adecuada de un cierto proceso.

Los medios complejos o naturales difieren de los sintéticos en que ellos son preparados a
partir de materias primas naturales de origen animal o vegetal. La composicion exacta de
esos materiales es a menudo desconocida y los componentes individuales solo pueden

determinarse parcialmente, y aun asi, con gran dificultad. Un medio complejo se prepara



disolviendo las sustancias naturales en agua pura y frecuentemente, es preciso su
procesamiento posterior a través de hidrdlisis, clarificacion, complementacion con otros
nutrientes, factores de crecimiento y elementos trazas.

A escala de laboratorio, el consumo de los substratos es bajo, o que hace posible el empleo
de sustancias que por razones econémicas estan prohibidos en el ambito industrial.

Los precios de las materias primas son componentes primordiales de los costos de
produccién y operacion de todas las producciones microbioldgicas industriales. Estos costos
tienen que ser compensados con una escala de produccion y calidad de productos 6ptimas.
En el caso de las producciones basadas en productos de desecho, el factor limitante no es el
precio sino la calidad y disponibilidad de éste. Otros factores que afectan la utilizacion de una
materia prima basica, sea un desecho o no, son:

e necesidad de procesamiento antes de la etapa de cultivo y complejidad del tratamiento
requerido

e disponibilidad de la materia prima en cantidades suficientes

o facilidad de coleccion de ésta, si es un substrato natural

e requerimientos de agua y energia durante la produccion

e disponibilidad de equipamiento tecnoldgico para su procesamiento y manipulacion, y

la existencia de otro proceso mas rentable compitiendo por la misma materia prima

Veamos ahora con mas detalle, los componentes individuales de un medio de cultivo

AGUA

El agua es indispensable en los procesos bioldgicos por su importancia en el desarrollo de los
microorganismos Yy en general en todos los seres vivos. Mas del 70 % de la materia organica
viva, estd compuesta por agua. Los microorganismos, como parte de ésta, requieren de un
ambiente acuoso para efectuar el intercambio de nutrientes y productos de desecho que
acompafnan su crecimiento y reproduccion, los que, salvo muy raras excepciones, son
solubles en agua.

Todos los microorganismos requieren de un determinado valor de actividad del agua (Aw)
para poder crecer. Las levaduras y bacterias precisan de valores de A, relativamente altos,

mientras que los hongos pueden desarrollarse a valores mas bajos. La mayoria de los
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microorganismos exigen de valores de A, en el intervalo de 0,8 a 1,0 para su desarrollo y
reproduccién (Scott 1957, Welti y Vergara 1997).

Concepto de A,
La Ay de una solucion es la fraccidon molar de agua en esa solucioén, asi

Aw = Ny /Ny + Ng
Donde n,, nimero de moles de agua y ns es nimero de moles de la solucién
Otra forma de expresar la Ay es a través de la presion de vapor

Aw = p/po

Siendo P la presion de vapor del agua en el medio y Py la presidn de vapor del agua pura
(Chen 1990).
El valor de A, puede ser relacionado también con la humedad relativa

Aw = HR%/100
La velocidad de crecimiento de los microorganismos disminuye en la medida que decrece Ay
hasta paralizarse por completo a valores de A, = 0,60. La tasa maxima de crecimiento ocurre
en el rango de A, entre 0,98-0,99. La Tabla 1 ofrece los valores de A, a que pueden crecer
los diferentes microorganismos.
En los bio-procesos, el empleo del agua corriente esta limitado a los procesos de separacion
y lavado de las células etc. En la refrigeracidon, regulacién de temperatura y lavado de
equipamiento tecnoldgico es deseable el uso de agua de menor calidad y acoplada a sistemas

de reciclaje siempre que sea posible.

Tabla 1 Valores de Ay, para el crecimiento de los microorganismos

Microorganismo Actividad de agua (Aw)
Bacterias 0,91
Levaduras 0,88
Hongos 0,80
Hongos xerofilicos 0,65
Levaduras osmofilicas 0,60

REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES
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Fuentes de carborno

La levadura mas conocida, Saccharomyces cerevisiae y sus parientes mas cercanos asimilan y
fermentan las hexosas, sus dimeros, trimeros y tetrameros tales como: glucosa, galactosa,
maltosa, sacarosa, melibiosa, rafinosa, meleizitosa, pero muy raras veces los almidones o aln
sus dextrinas. La mayoria no asimila la lactosa, solo unas pocas especies lo hacen y todas del
género Kluyveromyces. Ademas de las hexosas y sus dimeros, Saccharomyces cerevisiae
parece emtabolizar solo unos pocos compuestos no fermentables incluyendo el acido lactico y
otros acido y alcoholes polihidroxilados. No es capaz sin embargo, de metabolizar las
pentosas.

Otras especies de levadura son capaces de crecer obre n-alcanos (Tanaka y Fukui 1989),
acidos grasos y sus ésteres (Spencer et al 1979), hidrocarburos aromaticos, flavonoides y

una miriada de otros compuestos carbonados.

Fuentes de nitrogeno

La casi totalidad de las levaduras utilizan las sales de amonio. El uso del amonio depende del
anién presente; los sulfatos se utilizan con mayor eficiencia en tanto los cloruros son
asimilados mas lentamente. Las levaduras no pueden fijar el nitrdgeno molecular.

Los nitratos no son asimilables por algunos de los mas importantes géneros de levaduras
como Saccharomyces, Pichia, Zygosaccharomyces. La levadura de cerveza crece bien sobre
amino acidos como glutamico y aspartico en un medio bien balanceado con factores de
crecimiento. Puede hacerlo sobre triptéfano muy pobremente y no utiliza la histiding, la
glicina o la cisterna.

Algunas especies de S. cerevisiae pueden utilizar la urea como fuente de nitrégeno en lugar
de las sales de amonio, sin embargo, lo hace con mas dificultad. Puede usar también otras
fuentes de nitrdgeno como pirimidinas y purinas como alantoina, adenina, guanina o citosina.
Las levaduras de este género y Candida, usan muy pobremente los péptidos y nada en lo
absoluto las proteinas.

En ocasiones pueden reutilizar parte de sus metabolitos excretados como oligopéptidos,

aminoacidos y amidas.

Fosforo
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Todas las levaduras, sin excepcion entre las conocidas hoy, utilizan los fosfatos inorganicos
como fuente de fdsforo. Este es integrado a la célula en forma de anidon monovalente H2PO4'.
Se prefiere como sal monobasica y se almacena siempre como metafosfato en las vacuolas.

El crecimiento rapido de las levaduras requiere de metafosfato por ser este uno de los
componentes del acido ribonucleico de los ribosomas, sitio de la sintesis de proteinas en la
célula. Cuando se encuentra en defecto en el medio de crecimiento, las células de levadura
reaccionan de la misma manera que lo hacen ante la ausencia o defecto de nitrdgeno,

acumulando polimeros de reserva.

Azufre

Las especies de Saccharomyces pueden utilizar tanto el sulfato inorganico como los sulfitos y
tiosulfatos. No pueden hacerlo sin embargo a partir de los aminoacidos sulfurados (cisterna,
cistina y metionina). Candida utilis sin embargo, puede utilizar ademas de estos compuestos
mencionados sulfuros y taurina también.

La incorporacidon a la célula del sulfato, requiere de consumo de energia por tanto debe
contener el medio algun componente que asegure su obtencidén y una fuente de nitrégeno

disponible. Los sulfatos pueden ser tomados tanto aerdbica como anaerdbicamente.

Otros elementos inorganicos

La mayoria de los elementos comunes son toxicos para la levadura. Algunos son
extremadamente tdéxicos como el cadmio, el mercurio o el arsénico. Magnesio, potasio,
estroncio, calcio, azufre y fésforo son inocuos o metabdlicamente necesarios a las levaduras.
El potasio es esencial y puede ser reemplazado parcialmente por sodio, litio, rubidio o cesio.
El magnesio es un activador de una multitud de enzimas alostéricas y ademas se requiere
para el crecimiento de las levaduras. Forma parte imprescindible de algunas reacciones
metabdlicas del ciclo de los acidos tricarboxilicos. El calcio estimula la fermentacion de los
azUcares siempre y cuando el magnesio esté presente.

Cobre, hierro y zinc son esenciales. El manganeso se requiere en cantidades pequefas pero
puede ser tdxico en grandes cantidades. El cromo forma parte del Factor de Tolerancia a la
Glucosa (FTG) y se han desarrollado levaduras ricas en este componente y en selenio, ambos

necesarios en la dieta humana y en general deficitarios (Soriano y Guerrero 2005).
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Factores de crecimiento

La biotina es esencial para Saccharomyces cerevisiae e interviene en los procesos de sintesis
de membrana. Otras especies como Hansenula anomala o Candida utilis, no tienen esta
necesidad. Las levaduras pueden precisar acido pantoténico, tiamina, inositol, niacina,
piridoxina, riboflavina, acido folico etc (Umezawa y Kishi 1989). El acido pantoténico es un
componente de la Coenzima A, esencial para la continuidad de la oxidacién del acido
pirivico, producto final de la ruta glucolitica durante la aerobiosis, en la degradacidon de
acidos grasos de cadena larga y también en la sintesis de los acidos grasos.

La tiamina estimula el crecimiento de la levadura panadera y algunas cepas de S. cerevisiae
las requieren. La levadura de cerveza (Ale) precisa tiamina o piridoxina, en tanto la
fermentacion sumergida (S. ovarum) no las requiere. Por su parte, las especies del género
Kluyveromyces caracterizadas por fermentar la lactosa, necesitan acido nicotinico, uno de los
componentes del NAD y NADP.

La piridoxina es esencial para algunas especies de Saccharomyces, Candida, Kloeckera, Pichia
etc.

La riboflavina y el acido folico son sintetizados por todas las levaduras. El acido p

aminobenzoico es necesario.

Oxigeno

Es también un nutriente para las levaduras. Las especies del género Saccharomyces pueden
crecer bajo condiciones microaerdfilas, sin embargo, no existen en las levaduras anaerdbicos
estrictos. Por el contrario muchas son aerobios estrictos y no pueden subsistir sin oxigeno. El
oxigeno es el aceptor final de electrones en la cadena respiratoria en la que se libera la
energia de los sustratos carbonados en forma de ATP a través de la fosforilacién oxidativa
asociada.

El oxigeno difiere del resto de los nutrientes por el hecho de que su solubilidad en agua es
extremadamente baja en relacion con los requerimientos de los organismos vivos, y que para
su incorporacion a la célula debe atravesar la interfase sdélido-liquido entre la burbuja de aire
y el medio que la contiene. La concentracion de oxigeno en la fase gaseosa afecta la tasa de

transferencia (OTR) pero no es suficiente conocer el oxigeno disuelto para determinar su
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efecto sobre el metabolismo, sino que debe determinarse su consumo real a través de alguna
medida indirecta como es la medicién del calor evolucionado o el CO2 formado. Este Ultimo
se produce en cantidades estequiométricas durante la actividad metabdlica y el crecimiento
por lo que el estudio del cociente respiratorio (0O2/CO2 es aproximadamente igual 1 durante la

aerobiosis) es un indicador adecuado a estos efectos.

FUENTES COMERCIALES DE NUTRIENTES

Dentro de las fuentes comerciales de nutrientes, las melazas sean de cana o remolacha, el
mosto de uvas, la cebada malteada, los licores sulfiticos, la masa panadera y en menor
medida los hidrocarburos, son probablemente las mas importantes. Los jugos de cafia y la
cafna troceada se pueden usar también en la producciéon de etanol como esta siendo utilizado
en Brasil (Goldemberg y Macedo 1994). Los hidrolizados de almiddn, por ejemplo de yuca, y
el suero lacteo (rico en lactosa) pueden ser empleados también como sustrato aunque su uso

no es extensivo en la actualidad.

Jugos de cafia

A partir de los resultados del programa de alcohol brasilefo, los jugos de cana han ido
ganando en el interés general como fuente directa de azlcares para la fermentacion
alcohdlica (Goldemberg y Macedo 1994). En 1975 se inauguro el programa PROALCOOL y su
mayor objetivo era reducir las importaciones de combustible automotor. Hoy numerosos
paises se han sumado a esta iniciativa (Buillon 2005, Koizimi 2005; Horta-Nogueira 2005).
Los jugos de cafia usados directamente son una alternativa para la produccién actual de
alcohol (Goldemberg y Macedo 1994, Damodaran 2002). La Tabla 2 muestra la composicion
promedio de los jugos de una fabrica de azlcar cubana que produce alcohol de jugos (Bello
et al 2005).

Tabla 2 Composicion media de los diferentes jugos de la fabrica de azucar

Heriberto Duquesne, Villa Clara, Cuba

Jugo °Brix Polarizacion Pureza, Lodos, %
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%
Primer molino 19.66 16.99 86.36 ND
Jugo Mezclado, 14.85 12.71 85.73 9.80
molinos 2-4
Jugo Mezclado filtros* 14.72 12.56 85.34 8.72
Jugo de los filtros 13.63 11.53 80.95 18.30

* mezcla de jugos de los filtros con jugos molinos 2-4

El sistema de molida de la cafia consta de varios molinos en el tandem, generalmente entre
4y 7. El primer molino rinde el jugo primario que contiene alrededor del 60 % del azlcar que
entra en la fabrica y se emplea en la fabricacion de azicar normalmente. Los jugos
secundarios son los mas adecuados para la fermentacion alcohdlica (Damodaran 2002). Su
pureza es muy alta en comparacidon con las melazas y otros siropes intermedios, lo que
redunda en mayores eficiencias de fermentacion (Saura et al 2005). La utilizacion de las
corrientes de jugos secundarios trae ademas otras ventajas para la fabrica de azlcar. Al no
tener que evaporar el volumen total de jugo en cana, el bagazo sobrante se puede desviar a
la cogeneracién eléctrica, el azicar producido es de mayor calidad al partir de jugos mas
puros.

La comparacion de la fermentacion de jugos y a partir de melazas, arroja diferencias de

eficiencia favorables a los primeros (Bello et al 2005).

Melazas de carfia y remolacha

Son los productos mas ampliamente utilizados para la produccion de levadura panadera.
Aunque se distinguen diferentes tipos de melazas provenientes de la cana, a saber: meladura
invertida (High test molasses), de refineria y la melazas como tal, solo estas Ultimas
responden al nombre genérico de melazas. Al igual que las melazas de remolacha, contienen
50 % de azucares residuales, azlcares invertidos (en las melazas de cafia) y sacarosa en las
de remolacha. Ambas contienen compuestos nitrogenados tales como: amino acidos, purines
y pirimidinas, asi como betaina en las melazas de remolacha. El contenido de nitrdgeno es
mayor en estas Ultimas, alcanzando entre 1 y 2 % de su materia organica y algo mas bajo en
la s de cafia (0.4-1.4 %).
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El nivel de biotina es de 2.7-3.2 ppm Yy significativamente inferior en las melazas de
remolacha en las que asciende solamente a 0.04-0.13 ppm. Esto obliga a suplementar las
melazas de remolacha con este factor de crecimiento, algo innecesario si de las melazas de
cafa se trata.

En general, las melazas son siropes viscosos, oscuros que se obtienen como residuo final de

la produccién de azlicar (Meade 1967).

La sacarosa, asi como glucosa y fructosa son los azlcares que se utilizan en la propagacién
de la biomasa microbiana o en su conversion en algun producto fermentativo como el etanol
(Munene et al 2000; Sikander 2002)

Las propiedades de las melazas fluctian de acuerdo con: la variedad de planta, la que a su
vez cambia en funcidon de la zona, época del afio y de las condiciones climaticas. Otros
factores que afectan la composicién de las melazas estan relacionados con el proceso fabril.

La Tabla 3 muestra la composicion promedio de las melazas cubanas.

Tabla 3 Composicion promedio de las melazas de cafia cubanas

AfRo °bx msg, | SRL, SRT % | Coloides, | Cenizas, | NA/A, %
%0 %0 % %
66/67 |90 85.3 24.8 65.3 4.5 11.2 0.53
67/68 |89 84.4 26.7 64.9 6.6 0.8 0.54
68/69 |88.7 |84.6 25 62.4 7.9 10.4 0.60
69/70 | ND 88.6 24.6 62.1 9.2 10.6 0.61
72/73 | ND 90.4 24.9 61.5 9.9 9 0.62
73/74 | ND 90.1 21.3 60.5 7.5 9.6 0.65
74/75 | ND 91 22.6 61.4 6.1 9.1 0.63
75/76 | ND 83.9 20.3 56.3 6.1 9.4 0.78
76/77 |88.9 |82.2 23.1 53.4 ND 9.8 0.87
78/79 |89.6 |80.3 18.1 46.6 9.1 9.5 0.75
80-89 |86 85.4 20.5 55.5 9.5 12.3 0.82
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Las melazas fueron el edulcorante mas popular en todo el siglo XIX. Usadas para endulzar
bebidas asi como en la reposteria, fueron también empleadas en el aderezo de carnes,
especialmente de cerdo y jamoén. Solo después de la Primera Guerra Mundial las melazas
cedieron su puesto al aziicar como el edulcorante universal.

Estos siropes no solamente se han utilizado en la fabricacion de rones, sino que también han
sido incorporadas a la alimentacion humana directa a través de una amplia gama de
productos horneados.

Dada su composicion rica en azUcares reductores (glucosa y fructosa) y compuestos
aminados, las melazas son propensas al deterioro quimico producido por la reaccion entre
estos compuestos mencionados (reaccion de Maillard). Los intermediarios y productos de
esta reaccion son fuertes inhibidores de los procesos microbianos como el 5-
hidroximetilfurfuraldehido.

La Tabla 4 muestra la composiciéon de una miel almacenada por 90 dias a 60 °C y su
influencia sobre la tasa maxima de crecimiento (umax) de levadura Candida utilis (Otero
et al 1994a).

Tabla 4 Influencia del almacenamiento de la miel final de cafa a 60 °C sobre la
tasa de crecimiento de la levadura Candida utilis NRRL Y-660

Tiempo, Coloides Sacarosa, | Glucosa, % | Lodos, % pmax, ht
dias irreversibles, %
%0
0 3.1 21.8 15.0 4.07 0.50
22 4.7 20.2 13.0 4.09 0.47
30 5.2 17.3 9.8 4.75 0.46
60 10.6 8.7 2.8 7.32 0.31
90 23.7 5.3 ND 9.07 0.20

Vinazas de destilerias de alcohol
En la produccién de etanol, las aguas residuales son un subproducto de las aguas de

enfriamiento de los condensadores y fermentacion, o residuos de las torres de destilacion
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(Martinez et al 2004). De las aguas residuales producidas por los complejos productores de
azlcar y etanol, las mas contaminantes debido a su elevado contenido de sustancias
organicas biodegradables y no biodegradables, son las vinazas. Estas se producen a una tasa
de 12 a 16 m® HL" de etanol. La Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) varia segun la
eficiencia en la fermentacién y la destilacidn, pero en general oscila entre 50 y 65 kgm™
(Martinez et al 2005a).

Sin embargo, las vinazas aun contienen una serie de nutrientes asimilables por la levadura
como residuos de etanol no destilado, glicerol etc. De ahi que, convenientemente suplidas
con sales inorganicas y estimuladores de crecimiento microbiano (Martinez et al 2005b)
pueden sustentar el crecimiento microbiano y por tanto, resultan una alternativa interesante
debido a la economia que introduce en la utilizacién de recursos y energia (Saura et al 2003;
Martinez et al 2004) y por razones de indole ecoldgica. La Tabla 5 ofrece la composicion de

diferentes vinazas (Decloux y Bories 2002).

Tabla 4 Composicion tipica de las vinazas de diferentes procedencias. Valores en
gL™ (Kampen y Saska 1999)

Vinazas de: Melazas de remolacha Melazas de cafa Maiz

pH 4.6-4.9 4.6-4.9 3.7-4.1
DBOs 30-40 28-38 22-32
Solidos totales 70-95 70-90 55-80
Glicerol 6.5-9.0 24-30 7-12
Betaina 15-20
Acido succinico 0.8-0.9 1.5-2.0 0.85-1.0
Inositol 0.4-0.9 0.9-2.8
Acido aconitico 0.9-1.3
Acido itacnico 0.7-1.1

Las vinazas que se producen en Cuba, difieren un tanto en cuanto a composicidén y esto
depende basicamente de la eficiencia en la destilacion de cada destileria en particular (ver
Tabla 5).
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Tabla 5 Composicion media de las vinazas cubanas

Materia seca, %bx 7+1.1
DQO, kg/m? 60 £ 15
pH 45+ 0.5
Acidez, % 0.56 + 0.08
Acidos volatiles, % 0.20 + 0.06
AzUcares reductores, % 1.64 + 0.97
AzUcares invertidos, % 1.34 £ 0.92
Reductores no fermentables, % 0.8 £ 0.03
Etanol, % 0.25 £ 0.05
Glicerol, % 19 £ 1.12
Cenizas, % 1.3 £ 0.04

Las mezclas de vinazas con melazas de cafia o estimuladores de crecimiento (Martinez et al

2005b) han demostrado ser un sustrato adecuado para la propagacion de levaduras

primarias con propositos forrajeros (Saura et al 2003, Martinez et al 2004), lo que ademas

sirve como tratamiento primario de éstas. Bajo estas condiciones, una destileria de 5000 L de

etanol por dia, produce vinazas suficientes para sustentar una produccién de 13 toneladas de
levadura por dia (Saura et al 2002a, 2002b, Otero et al 2002; Saura et al 2003). La calidad

de la vimos producida sobre este medio, no difiere significativamente de la obtenida de las

melazas directamente. La comparacion entre los dos productos puede observarse en la Tabla

6 (Martinez et al 2004).

Tabla 6 Composicion de la biomasa de levadura a partir de vinazas y mezclas

vinazas:melazas

Componente Vinazas Vinazas:melazas (80:20)
Proteina Kjeldahl , % 46.54 47.06
Acidos nucleicos, % 9.24 9.46
P como P,0s5, % 3.43 3.12
Cenizas, % 8.43 9.17

Aminoacidos, %
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Lisina 4.03 3.95
Serina 1.84 1.97
Treonina 2.20 2.56
Valina 5.31 5.46
Metionina + Cisteina 0.81 0.77

Cebada malteada

La cebada malteada, sustrato principal en la fabricacion de la cerveza, se producen por la
hidrolisis de los polisacaridos del grano y sus adjuntos amilaceos. Esto incluye glucosa,
maltosa, fructosa, sacarosa, maltotriosa y maltotetraosa, asi como pequefias cantidades de
otros azlcares. La cebada malteada contiene nitrdgeno amoniacal a-amino, aunque no lo
suficiente para soportar la fermentacion (Apex Publishers 2005). La cebada malteada es a la
produccién de cervezas como las uvas lo son a la del vino. Este cereal posee una gran
cantidad de enzimas que convierten el almidon en glucosa y contiene ademas proteinas
indispensables para la nutricion de la levadura.

Los constituyentes de la malta son mayormente carbohidratos compuestos por celulosa,
hemicelulosas, dextrinas, almidén y azlcares simples. En la fabricacion de la cerveza, la

fermentacion tiene lugar sobre los azlcares simples.

Alcoholes

Los alcoholes sintéticos, basicamente etanol y metanol, pueden ser utilizados como fuentes
de C y energia en los procesos bioldgicos. El etanol es miscible en agua en todas las
proporciones y produce una espuma ligera que facilita la distribucion de aire en el medio de
cultivo. Sin embargo, esta practica ha caido en desuso debido los actuales requerimientos de
oxigenantes para la gasolina en sustitucion del MTBE (Adam et al 2002; Beer et 2002; Deeb
et al 2003). El metanol también es soluble en agua y posee propiedades similares al etanol.
En los afios 80, la ICI (Imperial Chemical Industries) desarrollo un proceso el llamado
Pruteen de propagacion de bacterias metilotroficas para la produccion de proteina unicelular
para la alimentacion animal. La Tabla 7 ofrece algunos microorganismos capaces de

propagarse sobre metanol.
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Tabla 7 Microorganismos capaces de crecer sobre metanol como fuente de

carbono (Otero et al 1982)

_ _ Proporcion del peso seco
Microrganismo ,
Proteinas, % Acidos nucleicos, %

Kloeckera sp 45 55
Hansenula polymorpha 50 9.0

Torulopsis glabrata 83 16
Methylomonas methanolica 82 NR
Methylomonas sp /1.5 12.8

El glicerol puede ser igualmente utilizado para soportar la multiplicacién celular. La Tabla 8
(Martinez et al 2005b) muestra algunos parametros cinéticos del crecimiento de levadura

Candida utilis sobre etanol y glicerol y su comparacidon con mezclas vinazas/ melaza.

Tabla 8 Comportamiento cinético de Candida utilis NRRL Y-660 propagada sobre
etanol y glicerol en un medio de crecimiento minimo y diferentes mezclas de

vinazas-miel (Martinez et al 2005b)

Fuente de C umax, h™t Y X/s Reduccion de DQO
%0

Etanol 0.338 0641 |-

Glicerol 0.330 0.627 |-

Vinazas-miel (expresados como aporte de DQO)

70:30 0.429 0.382 38.90

80:20 0.391 0.323 39.37

85:15 0.338 0.325 41.90

PCM 0.03 g/L 0.274 0.307 65.32

PCM 0.05 g/L 0.278 0.315 64.28

Licores sulfiticos
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Estos desechos de la industria papelera contienen lignosulfonatos, acidos alddnicos, acido
uronico, polisacaridos y monosacaridos como glucosa, arabinosa, manosa etc. Manosa es el
azUcar mayoritario. Candida utilis crece excelentemente en esta fuente de carbono si esta
presente una fuente de nitrdgeno amoniacal y se afiade cloruro de potasio. Otras especies
como las del género Saccharomyces, si bien son capaces de crecer en este medio, no son

capaces de utilizar las pentosas.

Yuca (Manihot utilisima)

En los ultimos tiempos, la yuca principal producto agricola de muchos paises del Tercer
mundo y en especial de Africa y el Sudeste asiatico, esta siendo valorada seriamente para la
produccién de etanol a partir de los grandes volimenes cosechados y la ya establecida
industria de almidon de yuca (Asadu et al 2002a, 2002b; Barrigossi et al 2002).

Como sustrato carbonado, su cuello de botella radica en los precios de cultivo y preparacion.
El precio del tubérculo fluctia desde US$ 35.00/t en Tailandia hasta cerca de US$ 70.00/t
en Brasil, varias veces mas caro que el de la cafa, que por demas requiere una menor
preparacion.

La Fig 2 ofrece los precios de distintos productos agroindustriales como sustrato para la
produccién de etanol (Otero et al 2005).
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Fig 2 Costes de produccion etanol a partir de diferentes materias primas

La Tabla 9, por su parte, muestra la produccion estimada de yuca, harina de yuca y almidén
en el sur y Sudeste brasilefio para 2005 (Otero et al 2005).

La yuca, al igual que otros tubérculos como el sorgo dulce (ver mas adelante) requiere de
cierta preparacion antes de que las levaduras puedan fermentarla (Paolucci et al 2000). El
proceso de preparacidn pasa por el troceado de la masa en chjps para aumentar la
superficie, seguido del secado al sol. Una vez secos los c¢hips se someten a la liquefaccidon por
accion de una a-amilasa y posteriormente las dextrinas resultantes convertidas en glucosa

por una enzima del tipo glucoamilasa (Fontana et al 2001).

Tabla 9 Estimados de produccion de raiz de yuca, harina y almidén en Brasil en
2005*

estado Tubérculo Almidon Harina
Parana 4.08 0.562 0.229
Mato Grosso del Sur 0.78 0.128 0.034
Santa Catarina 0.59 0.015 0.067
Sao Paulo 0.86 0.045 0.085
Total 6.31 0.750 0.414

* millones de toneladas

La yuca es un cultivo de zonas tropicales y subtropicales. La temperatura media ideal para su
desarrollo oscila entre los 18 y los 35 °C y la temperatura minima que puede tolerar es de 10
°C. Pudiendo, bajo esas condiciones, desarrollarse en alturas hasta de 2 m. Es, ademas,
resistente a las sequias.

El cultivo puede permanecer en produccion desde 10 meses hasta 3 afos. Las cosechas son

mayores a medida que el cultivo tiene mas tiempo (Otero et al 2005).

Sorgo dulce (Sorghum bicolor)
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El tallo del sorgo dulce puede almacenar azucares hasta el 40 % del peso seco de éste. Estos
azlcares son mayormente sacarosa (25-30% del peso seco) y menores cantidades de
glucosa y fructosa. En los paises templados de Europa, el sorgo dulce se cultiva entre abril y
octubre en tierras con regadio (Monti y Venturi 2003; Venturi y Venturi 2003). El sorgo dulce
ha sido cultivado por mas de 100 anos en el sureste de los EE.UU. en pequeias plantaciones

para producir sirope dulce (http://naripphaltan. virtualave.net/sorghum.htm).

La especie hibrida de sorgo dulce llamada "Madhura" ha sido desarrollada para la produccién
de etanol, siropes y azlcar sin refinar. Recientemente en la India, se ha establecido la
obligatoriedad de incluir 5 % de etanol en la gasolina por lo que se ha iniciado un programa
para incrementar la produccién de sorgo  dulce con estos  fines
(http://pune.sancharnet.in/nariphaltan/seedworld.htm). El sorgo dulce es altamente nutritivo,

como lo demuestra la comparacién del sirope azucarado con la miel de abejas (ver Tabla 10).

Tabla 10 Comparacion de los constituyentes del sirope de sorgo dulce (Madura)

con la miel de abejas

Sorgo dulce (Madura) Miel de abejas
(Promedio)

Valor caldrico, Kcal/g 2.60 3.26
Sélidos totales, % en peso 77.00 81.00
AzUcares reductores totales, % 70.30 70.40

en peso

Proteinas (N x 6.25), % en peso 1.65 -
Cenizas, % peso 3.69 0.59

Mieles citricas

Estas melazas son producidas del liquido que resulta del prensado de las cascaras de
naranja. Se concentra generalmente hasta 40-50 °bx y se venden a las destilerias para su

empleo en la fermentacion alcohdlica, o simplemente se vuelven a unir con las cascaras
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prensadas para comercializarlas como alimento animal, que es su uso principal. Si las
melazas se van a almacenar por mas de 72 horas se concentran a 72 °bx (Vincent Corp

1998) para evitar la fermentacion de los azlcares por microorganismos contaminantes.

FUENTES DE NITROGENO

Varias sustancias organicas e inorganicas que contienen N, pueden ser empleadas como
fuentes de este elemento para el crecimiento microbiano. El rango de mecanismos para la
incorporacion de nitrégeno a la biomasa microbiana, es mucho mas amplio que para las
fuentes de carbono. Una gran cantidad de microorganismos, especialmente hongos
inferiores, levaduras y bacterias utilizan el nitrdgeno de fuentes inorganicas. EIl mas usado es
el sulfato diamdnico y a la vez el mas barato. En conjuncidon con el fosfato diamonico, el

amoniaco o la urea puede ser empleado para el control del pH.

Fuentes inorganicas y organicas sinteticas

El (NH4), SO4 es altamente soluble en agua lo que facilita su suplementacion a los medios de
cultivo. La forma mas usada en la industria es de grado técnico con un minimo de 20,7% de
nitrégeno. El hidrégenofosfato diamdnico es usado basicamente en la produccidon de etanol
por levaduras, asi como en la propagacién primaria de estos microorganismos. Es una
excelente fuente de nitrégeno y fésforo. Contiene alrededor de 20% del primero y hasta 47-
50% de fdsforo, expresado como P,0s.

El NH; es usado tanto como fuente de nitrégeno como en el control de pH. Se puede
suministrar en forma de agua amoniacal (25% de NHs3) o en fase gaseosa. La urea se usa en
la industria con frecuencia por ser una fuente de nitrdgeno mas barata, aunque el nitrégeno
que contiene esta en forma menos asimilable que en los sulfatos. En la produccion de
levadura forrajera puede emplearse junto con el sulfato de amonio para el control de pH, en
procesos en los que se utilizan melazas finales como fuente de carbono, no asi en las
mezclas vinazas-miel por su tendencia a incrementar el pH del medio. De cualquier forma, las

levaduras la utilizan con dificultad por carecer de la enzima ureasa.

Fuentes naturales de Nitrogeno

Licor de maiz.
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Es una de las fuentes basicas de N organico utilizadas en la bioindustria. Es un subproducto
de la produccién de almidén de maiz y contiene numerosas sustancias bioactivas en
diferentes proporciones en funcién de la calidad del maiz y el proceso de obtencién. Estas
sustancias son liberadas durante el remojo de maiz y en este proceso participan las bacterias
lacticas. Su composicion es muy completa a los efectos del crecimiento microbiano y la

produccién de metabolitos no asociados al crecimiento.

Extracto de levadura.

Los autolizados de levadura son concentrados de los componentes solubles de las células de
levadura que se producen predominantemente por autdlisis. Los autorizados se conocen
también como extractos de levadura (cuando son libres de residuos celulares) y se emplean
regularmente en la industria fermentativa como fuente de nitrogeno y otros nutrientes, y
también como potenciador de sabor en la industria alimenticia (Sommer 1996).

La fuente principal para la produccion de extracto de levadura la componen diferentes cepas
de la levadura Saccharomyces cerevisiae cultivadas con este propdsito. Los extractos pueden
ser elaborados también a partir de levadura de cerveza desamargada (Saccharomyces
cerevisiae 0 Saccharomyces uvarum). Otras materias primas en uso son levaduras como
Kluyveromyces fragilis (cultivada sobre suero lacteo) o Candida utilis (propagada sobre
diferentes sustratos).

El proceso de autdlisis se inicia por un choque térmico u osmético controlado que causa la
muerte celular sin inactivar sus enzimas intracelulares, particularmente las proteasas. El
proceso puede ser acelerado por la desintegracion celular previa (Vasallo et al 2001). La
Tabla 11 muestra la composicidn tipica de un extracto de levadura de K. fragilis (Vasallo et al
2001)

Tabla 11 Composicion quimica de extracto de levadura de K/uyveromyces fragilis

cultivada sobre melazas de cafa

Componentes, % Extracto

Nitrégeno total 6.17 £ 0.35
Nitrdgeno Kjeldahl (Nx6.25) 38.56 + 2.33
Proteina Lowry 18.89 + 0.78
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Nitrégeno no proteico 315+ 0.11
Nitrdgeno aminico 2.64 £ 0.09
Carbohidratos 9.01 +£0.97
Cenizas 7.9+ 0.39

ELEMENTOS TRAZAS.

El P y el Mg son nutrientes importantes en los medios de crecimiento por la participacién que
tienen en las reacciones mediadas por ATP. La biomasa microbiana contiene Ca, K, Sy Na y
por tanto estos elementos tienen que estar presentes en el medio. Otros elementos como Zn,
Cu, Cr, Mn etc son también necesarios pero estan presentes regularmente como impurezas
en las sales nutrientes o de los propios sustratos carbonados como es el caso de las melazas
de cafia. La Tabla 12 muestra los contenidos de cationes metalicos de las mieles de cafia del

nordeste cubano (Otero et al 1993).
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Tabla 12 Contenido de Acidos Organicos Volatiles en las Melazas del Nordeste de
Cuba®.

Fabrica Acético Propiodnico Butirico Valérico
1 660 ND ND ND
2 180 90 80 1.4
3 240 60 100 3.3
4 650 TR ND ND
5 260 31 70 7.0
6 140 60 76 2.0
7 140 TR 130 ND

(1) Los valores expresados en mg/kg responden a las medias de tres zafras consecutivas; ND
= no detectado; TR = trazas.

CONTROL QUIMICO Y BIOLOGICO DE MATERIAS PRIMAS. ALMACENAMIENTO Y
HOMOGENIZACION.

Control quimico y biologico de materias primas

Los microorganismos utilizados para propdsitos de produccidon son en general muy sensibles
a minimas trazas de sustancias toxicas o estimulantes. El analisis quimico de una sustancia
no puede por tanto proporcionar un panorama real de su adecuacion para un determinado
proceso bioldgico. Esto es particularmente importante cuando se emplea sustancias que no
poseen una composicion quimica definida como son los sustratos de origen natural, que en
realidad son mezclas complejas de diferentes sustancias. El analisis quimico de todos y cada
uno de sus componentes esta mas alla de lo que se considera racional ademas de que puede
encarecer innecesariamente el trabajo.

La calidad de cada lote de materias primas solo puede ser determinada por la prueba
bioldgica. Asi cada sustrato o nutriente debe ser sometido a una prueba de cultivo donde se

comparen los resultados con los obtenidos con un lote estandar.

Almacenamiento y transporte de materias primas
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La produccién de ciertas materias primas es estacional y solo pueden ser obtenidas en
determinadas épocas del afio y almacenarse durante el tiempo entre dos producciones (o
cosechas). Tales son los casos de las melazas azucareras, aceite de mani etc. Otras materias
se obtienen durante todo el afo y en ese caso solo se precisa mantener una reserva minima
que garantice una operacion continuada (e.g. vinazas).

En caso de almacenamiento prolongado, las condiciones de éste deben ser tales que no
produzcan variaciones en la calidad que puedan afectar el proceso de produccién. Como la
mayoria de las materias primas para los procesos bioldgicos son de origen vegetal, van a
estar seriamente afectada por condiciones externas como la humedad, temperatura,
iluminacion, deterioro microbiano etc. La temperatura y la humedad deben controlarse
dentro de los limites establecidos para cada material. La organizacion y manejo de estas

materias primas dentro de la planta, es también importante.

EVALUACION DE MATERIAS PRIMAS

En general los sustratos naturales son en extremo variables y su composicién depende no
solo de factores naturales como clima, variedad de la planta de donde proceden etc, sino
también de la tecnologia de procesamiento aplicada y las variables operacionales de ésta
(Otero et al 2003). Es por eso que la correcta y minuciosa evaluacion del sustrato a escala
de banco es una etapa imprescindible antes de introducirla en la industria.

Una metodologia sencilla para la evaluacién de las mieles finales y otros sustratos azucarados
consiste en preparar un experimento de 8-12 horas de duracién, en dependencia de las
observaciones horarias, para la determinacidon de la tasa maxima de crecimiento (umax) y el
rendimiento final de biomasa sobre el sustrato. Se determina la concentracion de biomasa
presente cada hora por materia seca y el consumo de sustrato por ART, DQO o cualquier
otro método adecuado para el sustrato en cuestion.

En el caso de sustratos utilizados durante mucho tiempo es conveniente contrastar los
resultados con las medias obtenidas a lo largo del tiempo con aquellos lotes con resultados
satisfactorios.

A los efectos de la determinacidon todos los otros componentes del medio deben estar en
exceso de 10-20 % para asegurar que la fuente a evaluar sea el sustrato limitante (Otero et
al 2001).

51



BIBLIOGRAFIA

Adam, G; Gamoh, K; Morris, DG; Duncan, H (2002) Effect of alcohol addition on the
movement of petroleum hydrocarbon fuels in soil Sc¢/ 7otal Environm 286 (1-3):15-25.

Anon (2005) Project INT04/K04 Development of New Technologies and Products for the
Whole Utilization of Marginal and Primary Yeasts as Sources of Food (YAF) Output No 2.
Information of detailed operation in each industry.
http://www.org.cu/documentos/ProgRepIndustryDiagnosis.pdf

Apex Publishers (2005) The Brewer's Handbook http://www.apexpublishers.
com/apex_books_titles/brewer_handbook.htm

Asadu, CLA; Dixon, AGO (2002) Comparative effects of continuous cultivation of seven crop
combinations on soil physicochemical properties in two soils of different land use history in
eastern Nigeria Comm. Soil Sci. Plant Anal. 33 (19-20):3545-3566.

Asadu, CLA; Dixon, AGO; Okechukwu, R (2002) Comparative evaluation of the contributions
of soil physicochemical properties to variations in the yields of four major staple food crops in
eastern Nigeria So// Tillage Res. 65:141-155.

Barrigossi, JAF; Zimmermann, FIJP; da C. Lima, PS (2002) Consumption rates and
performance of Erinnyis ello L. on four cassava varieties Neotrop Entomo/ 31:429-433.

Beer, T; Grant, T; Williams, D; Watson, H (2002) Fuel-cycle greenhouse gas emissions from
alternative fuels in Australian heavy vehicles Atmosphere Environ 36 (4): 753-763.

Bello, D; Garcia, R; Otero, MA; Saura, G (2005) Fermentacidon alcohdlica con jugo de cafa
mezclado Empresa Mielera Heriberto Duquesne Sobre los deriv 39 (2):

Buillon, A (2005) Etanol trends Int. Sugar J 107 (1275):138-141.

Chen, CS (1990) Predicting water activity in mixed solutions J Food Sci 55:494

Damodaran, H. (2002) Alcohol from cane juice a better alternative says user industry 7he
Hindu Bussiness Line, Financial Daily, Tuesday, April 23th

Decloux, M; Bories, A (2002) Stillage treatment in the French industry Int Sugar J 104
(1247):509-517

Deeb, R; Chu, KH; Shih, T; Linder, S; Suffet, IM; Kavanaugh, MC; Alvarez, CL (2003) MTBE
and other oxygenates: Environmental sources, analysis, occurrence, and treatment. Environ
Eng 5c¢i 20 (5): 433-447.

52


http://www.apexpublishers/

Fontana, JD; Passos, M; Baron, M; Mendes, SV; Ramos, LP (2001) Cassava starch
maltodextrinization/monomerization through thermo-pressurized aqueous phosphoric acid
hydrolysis App/ Biochem Biotechno/ 91-93:469-478

Goldemberg, J; Macedo, IC (1994) Brazilian alcohol program: an overview Energy for
Sustainable Development 1 (1):17-22

Horta-Nogueira, LA (2005) Ethanol from sugarcane for gasohol in Central America Int. Sugar
J107 (1275):183-186.

Kampen, WH; Saska, M (1999) Value added products from Stillage of ethanol from molasses
plants. Symp. Adv. Technol. for Raw Sugar and Cane and Beet Refined Sugar, New Orleans,
Louisiana, USA

Koizumi, T (2005) The Brazilian ethanol programme: impacts on world ethanol and sugar
markets Int Sugar 7107 (1275): 168-177.

LaRue, TA; Spencer, JFT (1968) Utilization of organic nitrogen compounds by yeasts of the
genus Saccharomyces Antonie Leeuwenhoek 34:153-158

Martinez, JA; Almazan, O; Saura, G; Otero, MA (2004) Production of fodder yeast from
stillage in Cuba: an environmental approach Zuckerindustrie 129:92-95

Martinez, JA; Otero, MA; Saura, G; Valdés, IF (2005a) Utilization of yeast nutrient QZ-350 as
substitute of cane molasses in fodder yeast production Wrap up Meeting of Project PGTF
INT04/K04, Mexico DF, March 8-10

Martinez, JA; Otero, MA; Saura, G (2005b) Produccidon de biomasa de levadura Candida utilis
(torula) a partir de vinazas de destilerias de etanol Enviado a Rev Facultad Farmacia
(Universidad de los Andes, Venezuela)

Meade, GP (1967) Manual de Azucar de Cafna (Roget-Paija, J ed) Cap 2. Pag 43-49, Edicién
Revolucionaria, La Habana

Monti, A; Venturi, G (2003) Comparison of the energy performance of fibre sorghum, sweet
sorghum and wheat monocultures in northern Italy £ur J Agron 19 (1):35-43

Munene, CN; Kampen, W; Prinyawiwatkul, W (2000) Balancing ethanol and glycerol
production from cane molasses fermentation IFT Conference tomado de:

(http://iftconfex.com/ift/technoprogram/paper_3334.htm)

53



Otero, MA; Bernal, GL; Almazan, OA (1982) Fuentes de materias primas y microorganismos
utilizados en la produccidon de proteina unicelular (Collazo, N ed) Editorial Cientifico-Técnica,
Ministerio de Cultura, La Habana

Otero, MA; Reyes, A; Carrera, E; Ledn, MA (1993) Composition and properties of sugar cane
molasses from northeastern Cuba Int Sugar J 95 (1129):4

Otero, MA; Saura, G; Valdés, I, Pefia, MA; Martinez, JA; Pascual, A (2002) Analisis
operacional del complejo destileria-planta de levadura en el CAI Antonio Guiteras. Parte II
Sobre los deriv 36 (2):24

Otero, MA; Pefia, MA; Alvarez, I (2003) Evaluacién de nutrientes para la industria de levadura
forrajera Sobre los deriv 38 (2-3):33-37

Otero, MA; Reyes, E; Saura, G; Martinez, JA, Fundora, N; Vasallo, MC; Garcia, L; Valdés, IF;
Roxete, A (2003) Caracterizacion quimica y microbioldgica de mieles finales e intermedias de
diferentes complejos agroindustriales Sobre los deriv 35 (2-3):69-73

Otero, MA; Saura, G; Martinez, JA (2005) Produccién de etanol a partir de diferentes materias
primas. Un analisis comparativo Sobre los deriv 39 (1):

Paolucci-Jeanjean, D; Belleville, MP; Zakhia, N; Rios, GM (2000) Kinetics of cassava starch
hydrolysis with Termamyl(R) enzyme Biotechnol Bioeng 68 (1):71-7

Phaff, HJ; Miller, MW; Mrak, EM (1979) The life of yeasts, 2nd edition. Harvard University
Press, Cambridge

Rajvanshi, A; Nimbkar, N (2001) Sweet sorghum R&D at the Nimbkar Agricultural Research
Institute (NARI) tomado de: (http://naripphaltan. virtualave. net/sorghum.htm).

Rajvanshi, A (2003) Sweet Sorghum Ideal for Biofuel: terms and conditions of use Seed
World 14 (8) tomado de: (http://pune.sancharnet.in/nariphaltan/ seedworld.htm).
Sadae-Tano, M y Batista-Buzato, J. (2003) Efeito da presenca de etanol inicial na producao
de etanol em caldo de cana-de-agucar fermentado por Zymomonas mobilis Braz J Microbiol
34 (3)

Saura, G; Valdés, I, Martinez, JA; Fundora, N; Reyes, E; Pascual, A; Otero, MA (2002)
Tecnologia de produccién de levadura utilizando las vinazas de destileria como fuente

mayoritaria de carbono y energia Sobre /los deriv 36:18

54


http://naripphaltan.%20virtualave.%20net/sorghum.htm
http://pune.sancharnet.in/nariphaltan/seedworld.htm

Saura, G; Otero, MA; Valdés,I; Pefa. MA; Martinez, JA; Pascual, A (2002) Analisis
operacional del complejo destileria-planta de levadura en el CAI Antonio Guiteras. Parte I
Sobre los deriv 36 (1):28

Saura, G; Otero, MA; Martinez, JA; Fundora, N: Reyes, E; Vasallo, MC; Almazan, O (2003)
Propagation of yeast biomasa from distillery wastes. Process and product evaluation Int
Sugar J 105 (1249):36-39

Saura, G; Otero, MA; Pérez, MC; Garcia, R; Martinez, JA (2005) Ethanol fermentation from
sugar cane juices-molasses mixtures Biomass Bioenergy (enviado a)

Scott, N.F. (1957). Water relation of food-spoilage microorganisms Adv Food Res 7:83-127
Sikander, A; Ikram-ul-Haq; Qadeer, MA; Javed, I (2002) Production of citric acid by
Aspergiflus niger using cane molasses in a stirred fermentor Electronic J Biotechnol 5 (3)
Sommer, R (1996) Yeast Extracts. Production, Properties and Components 9th International
Symposium on Yeasts, Sydney, August 1996

Soriano, J; Guerrero, I (2005) Levadura como complemento alimentario para humanos En:
Spencer, JFT; Spencer, DM; Tulloch, AP (1979) Extracellular glycolipids in yeasts In: The
Yeasts (Rose, AH; Harrison, JS eds) Vol 2, Academic Press, New York pp. 523-540

Sykita, B (1984) Substrates for Microbial Processes. En: Modern Biotechnology (Krumphanzl,
V. y Rehadek, Z). Institute of Microbiology, Czechoslovak Academy of Sciences

Tanaka, A; Fukui, S (1989) Metabolism of n-alkanes In: The Yeasts (Rose, AH; Harrison, JS
eds) Vol 2, Academic Press, New York pp. 5-40

Umezawa, C; Kishi, T (1989) Vitamin metabolism In: The Yeasts (Rose, AH; Harrison, ]S eds)
Vol 2, Academic Press, New York pp. 457-488

Vasallo, MC; Otero, MA; Garcia, L; Dopico, JR; Lépez, JC (2001) Effect of homogenization as
pretreatment for the improvement of autolysis efficiency of Kluyveromyces fragilis Food Sci
Technol Int 7:445-450

Venturi, P; Venturi, G (2003) Analysis of energy comparison for crops in European
agricultural systems. Biomass Bioenergy 25 (3):235-255

Vincent Corp (1998) Citrus Molasses tomado de: http://edis.ifas.ufl.edu/
pdffiles/DS/DS14900.pdf).

Welti, J; Vergara, F (1997) Actividad de agua. Concepto y aplicacion en alimentos con alto

contenido de humedad. En. 7emas en Tecnologia de Alimentos (Parada-Arias, E. ed)

55


http://edis.ifas.ufl.edu/

Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED), Direccién de

Publicaciones de IPN, México

56



CAP 3. PROCESO DE PRODUCCION DE LEVADURA FORRAJERA. EVALUACION
DE MATERIAS PRIMAS

Gustavo Saura-Laria

Direccidon de Biotecnologia, Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la
Cafa de Azucar (ICIDCA).

INTRODUCCION

Bajo la denominacion de levaduras forrajeras se estudian aquellas especies que se
propagan, especialmente, para ser usadas en la alimentacion animal, con vistas a
aprovechar los componentes nutricionales que la constituyen, sobre todo proteinas y
vitaminas.

Los géneros preferidos de levadura para su produccion industrial son: Candida y
Saccharomyces, mencionandose las especies Candida utilis, C. pulcherrima, C. reukauffi,
Saccharomyces cerevisiae, S. ovarum entre otras. La eleccion de una cepa para que
pueda ser desarrollada industrialmente debe considerar los siguientes factores:
capacidad de asimilacién del sustrato deseado, elevados rendimientos, alta velocidad de
crecimiento, estabilidad bioquimica y de cultivo, facil recuperacién, valor nutricional
elevado, sabor agradable y buena apariencia.

La experiencia mundial ha probado la posibilidad de utilizacién de los licores sulfiticos,
melazas, hidrolizados de madera y de residuos celuldsicos, hidrocarburos, residuos de
almiddn, suero de leche, mieles citricas, vinazas de destileria de alcohol, etc., como
fuente de carbono para esta produccion. De los microorganismos que se pueden utilizar,
se ha mostrado favorecido el uso de la especie Candida utilis, ya no solamente por su
capacidad en asimilar hexosas y pentosas, sino también otros compuestos organicos no
azuUcares, tales como acidos, alcoholes y aldehidos. Sin embargo, no es exclusivamente
levadura forrajera la producida en especifico para esos fines, sino también se destina
aquella que se obtiene como subproducto de otros procesos fermentativos, tales como
la produccion de alcohol etilico (levadura de destileria) y de la fabricacién de cerveza

(levadura de cerveza). La levadura, en estos procesos, se le llama, en general, "levadura



secundaria' y tiene un valor nutricional un poco mas bajo que la que se propaga;

especificamente, para uso forrajero.

Levadura forrajera a partir de las mieles finales de cafia

En los paises tropicales, poseedores de una amplia industria azucarera a partir de la
cafa de azlcar, la produccidon de levadura forrajera, a partir de mieles finales, resulta
particularmente atractiva, sobre todo si se tiene en cuenta la imposibilidad de contar con
proteinas vegetales de bajo costo, tales como la soja, motivado por caracteristicas
climaticas. Es, ademas, una forma de independizarse de las variaciones del mercado
exterior, en cuanto a la importacion de materiales proteinicos adecuados para la
produccién de piensos.

La produccion de levadura forrajera, a partir de mieles, se caracteriza por ser un
proceso continuo en el cual la miel aporta carbohidratos, fuente de energia y factores de
crecimiento en forma de vitaminas y minerales. Esta produccion se lleva a cabo
mediante cinco unidades basicas de proceso:

B Preparacion de materias primas y auxiliares.

B Propagacion de la levadura.

B Separacion o recuperacion de la levadura.

B Concentracion y secado de la levadura.
[

Envase, almacenamiento y manipulacion.

MATERIAS PRIMAS Y AUXILIARES

En esta produccion se consideran como materias primas fundamentales la miel final y
las sales nutrientes, aunque se utilizan otras en el proceso, que pudieran denominarse
auxiliares, tales como agentes antiespumantes, acidos o alcalis, productos de limpieza,
de tratamiento de agua, combustible, lubricantes, etc.

La melaza es un substrato que por su naturaleza ya que contiene gran nimero de
impurezas en forma coloidal y de suspensidn, asi como acidos organicos volatiles y una
flora microbiana elevada-, puede afectar el proceso de propagacion de la levadura en

aspectos fundamentales, como son el rendimiento y la calidad de la misma, asi como a



otros parametros no menos importantes, en los fermentadores. Por las razones
expuestas anteriormente esta materia prima debe ser sometida a un tratamiento previo
antes de su utilizacién en los fermentadores como veremos con posterioridad.

Las sales nutrientes aportan al medio, para propagar las levaduras en los
fermentadores, la mayor parte del nitrégeno y fésforo requeridos para el desarrollo del
microorganismo, pues el contenido de estos elementos es deficitario en las mieles. Las
empleadas en la industria de levadura forrajera son el sulfato de amonio y la urea, como
fuentes de nitrogeno y el fosfato diamdnico, como fuente de fdsforo, a la vez que

suministra también parte del nitrégeno.

DESCRIPCION TECNOLOGICA, BALANCE DE MATERIALES Y DE ENERGIA

La industria de levadura forrajera cuenta, actualmente, con 2 tecnologias de produccion.
Lo que las diferencia como tales, es el proceso de propagacion, tecnologia de alta
concentracion celular, la cual emplea fermentadores, con sistema de aireacion agitado
de alta eficiencia, en los cuales se obtiene una concentracion de levadura 3 veces mayor
que en los equipos de la tecnologia de baja concentracién, donde el aire se utiliza como

agente de mezclado y de suministro del Oxigeno.

Secciones de proceso y de utilidades

Para facilitar la descripcion, consideraremos las distintas agrupaciones de equipos
tecnoldgicos o secciones que conforman una instalacion completa para la produccién de
levadura seca forrajera, dividida en 2 grandes grupos: las agrupaciones de equipos o
secciones donde se realizan los procesos y operaciones que tienen que ver con las
materias primas, asi como el producto, las cuales llamaremos secciones de proceso y las
que tienen que ver con los servicios auxiliares que demandan las anteriores que se
llamaran secciones de servicios auxiliares.

Las secciones de proceso comprenden:

1. Almacenamiento, conduccién y preparacion de las mieles.

2. Preparacion de las sales nutrientes y productos auxiliares.

3. Preparacion del indculo.



4. Fermentacién-desemulsion.
5. Separacién-lavado-recirculacion.
6. Termdlisis, concentracion por evaporacién.

7. Secado y envase-almacenamiento.

Las secciones de servicios auxiliares son:

8. Laboratorio de control.

9. Suministro de energia eléctrica.

10. Suministro de agua para consumo industrial.
11. Tratamiento de agua.

12. Refrigeracion y circuitos de enfriamiento.
13. Almacenamiento y circuito de fuel.

14. Produccién de vapor.

15. Estacion de aire para instrumentacion.
16. Estacion de aire para fermentacion.

17. Estacion de limpieza y desinfeccion.

18. Taller de mantenimiento y almacenes.

19. Sistema contra incendio.

Los equipos tecnoldgicos que conforman las anteriores secciones deben garantizar una
operacién continua, es decir, aquellos equipos fundamentales que pudieran interrumpir
el flujo continuo, por operaciones de mantenimiento y limpieza, estan duplicados, tienen

su reserva instalada.

Ademas, estas secciones o agrupaciones de equipos tecnoldgicos se encuentran
ubicadas, en su mayor parte, en areas techadas tales como las de produccion, equipos
auxiliares, taller de mantenimiento y almacenes. Otra area techada es la constituida por
el edificio socio-administrativo y el comedor. Los equipos instalados a la intemperie son
los que constituyen la secciébn de fermentacion-desemulsién, los tanques de

almacenamiento general y diario, la seccidén auxiliar de tratamiento de agua, en su



mayor parte (descarbonatacion del agua cruda), la estacidon de transformacion, parte de
la seccidn de secado y envase-almacenamiento (camara de secado, horno, algunas
bombas, ventiladores, etc.) y el sistema de enfriamiento, asi como el tanque almacén de

agua de pozo.

Almacenamiento, conduccion y preparacion de mieles

La materia prima utilizada en esta seccion es miel final de cana de 89 °Bx,
aproximadamente, con una viscosidad que puede llegar hasta 100 000 cP y un
contenido de azlcares reductores totales de 58 - 60 %. El objeto de la misma es el
almacenamiento de la miel final, su predilucién y calentamiento para la conduccién
hasta los tanques de diario de la planta, la dilucién de la miel, clarificacion, tratamiento
térmico, enfriamiento y distribucién hacia los fermentadores.

Esta primera seccién o agrupacion de equipos tecnoldgicos comprende:

Almacenamiento y estacion de bombeo de mieles

Existen 2 alternativas de almacenamiento de las mieles. En el caso de las plantas que
estan ubicadas en el area de grandes centrales azucareros, con buena capacidad de
almacenamiento, se utiliza la misma capacidad instalada y solamente se ha adicionado
la estacion de bombeo para conducir las mieles hasta los tanques de diario de la planta.
En esta alternativa, si las plantas estan muy distantes del central se ha instalado un
tanque almacén intermedio con la estacion de bombeo. En los casos de algunas plantas
adjuntas a centrales pequefios, que no pueden abastecer el consumo anual de mieles
requeridas para la produccién de levadura, se han construido cisternas de recepcion de
mieles, junto con los tanques almacenes, esto posibilita recibir mieles de centrales
tributarios de 1a zona, mediante carros tanques de ferrocarril o por carretera. Para
facilitar el bombeo de la miel desde los tanques de almacén hasta la planta es necesario
reducir su viscosidad, lo cual se logra mediante 2 alternativas: calentamiento de la miel
hasta unos 50 - 60'C, que es la alternativa que utiliza la tecnologia de baja
concentracion o mediante una predilucidon discreta para llevar al grado Brix de 89 - 90,

hasta 80, que es la que emplea la tecnologia austriaca. En este Ultimo sistema, las



mieles, a la salida del tanque almacén, se filtran y se mezclan con condensados
calientes, obtenidos en la evaporacién de la crema de levadura, los cuales se adicionan
mediante una bomba dosificadora, para efectuar la reduccidn sefialada en el grado Brix

de la miel. Esta operacidn se realiza en un mezclador estatico.

Preparacion de mieles

La miel diluida a 80 °Bx es recibida en los 2 tanques de diario, para almacenamiento de
la miel en planta, en forma alternativa. Cada tanque tiene la capacidad requerida para 1
d de produccién, de forma que cuando se esté llenando uno de ellos, se esté
consumiendo miel del otro para la produccidon. Estos tanques estan equipados con
muestreador continuo que opera con bomba dosificadora, lo cual permite conocer la
calidad de la miel que se va a utilizar cada dia.

A la salida de los tanques de diario, la miel es filtrada y bombeada hasta el tanque pesa,
en porciones de 8 t. La miel pesada es descargada en un tanque intermedio, desde
donde se descarga, por gravedad, al tanque de dilucidn, al cual se le adiciona agua en
forma automatica, para llevar el contenido de sdlidos totales de la miel hasta
aproximadamente 43 °Bx. Este sistema de control de densidad opera de la siguiente
manera: mediante una bomba se toma un flujo de 3 m3/h, desde el fondo del tanque
de dilucién, que es enviado a través de un filtro al equipo donde se controla la densidad
de la miel mediante la regulacion automatica del flujo de agua. La miel que pasa por el
densimetro es retornada de nuevo al tanque de dilucién, este ciclo se mantiene de
forma continua.

La miel diluida es transferida, continuamente, por un vaso comunicante a un tanque
donde se inyecta vapor para elevar la temperatura. En este tanque la miel de 43 °Bx se
mantiene a 80'C, aproximadamente, y de aqui es filtrada y bombeada hasta la estacidn
de clarificacion. Esta estaciéon esta constituida por 3 clarificadoras centrifugas, en 2 de
las cuales se efectla la separacion mecanica y automatica de los fangos que contiene la
miel, mediante la fuerza centrifuga.

Los fangos obtenidos en estos 2 equipos son descargados en un tanque, donde se

diluyen con agua para posteriormente filtrarse y bombearse a la tercera clarificadora,



cuya funcidon es recuperar los azlcares contenidos en el fango. A partir de esta
clarificadora las aguas dulces recuperadas se aprovechan, retornandolas al tanque de
dilucion de mieles, el fango libre de azlcares pasa a un tanque donde se diluye con
agua y se envia a la zanja.

La estacion de clarificacion estd disenada de forma que se puedan utilizar,
indistintamente, los 3 equipos para ambas funciones, es decir, 2 cualesquiera de ellos,
para clarificar mieles y el tercero para recuperar las pérdidas de azlcares en fango.
Ademas, la operacidn es automatica, las descargas de fango se fijan a un intervalo de
tiempo, de acuerdo con el contenido de fango en las mieles crudas. La miel diluida y
clarificada es transferida por un vaso comunicante a un tanque, de almacenamiento
intermedio, de donde es bombeada al inyector de vapor con un flujo controlado. Este
inyector es alimentado, también, con vapor vivo de 2 atm absolutas de presién por
medio de un sistema de control que opera en funcion de la temperatura de salida de la
mezcla. La miel calentada hasta una temperatura de 110 - 120°C, pasa por una camara
de retencion para completar el proceso de esterilizacion, desde aqui la miel es
descargada a la torre de expansion, donde la temperatura de la miel baja a 85°C, aqui
ocurre la condensacién de los vapores (1000 - 1 100 kglh), en un condensador de
contacto directo, al cual llega un flujo de agua de 15,6 m’/h, desde la torre de
enfriamiento pequefa. En el condensador se mantiene un vacio de 0,3 - 0,4 atm,
mediante una bomba de vacio, la cual mantiene, automaticamente, la temperatura de la
miel en la torre de expansion.

La miel diluida, clarificada, esterilizada y libre de acidos volatiles, es tomada del fondo
de esta torre y Bombeada, a través de intercambiadores de placa donde se enfria a 35 -
40 °C, hasta el tanque de miel preparada donde se distribuye, por gravedad, y con
medidores de flujo hasta los fermentadores.

La diferencia fundamental de esta seccidn, con su homdloga en la tecnologia francesa,
estriba en que en ésta, la estacion de clarificacién solamente esta constituida por 1
equipo, es decir, durante la limpieza manual del mismo, la miel continGa por una

derivacion sin clarificarse.



Ademas, el sistema de recuperacion de las pérdidas en fango es menos eficiente. En la
tecnologia de alta concentracion no existe derivado de la estacion de clarificacién, o sea,
es obligatoria la clarificacion continua de las mieles. En ambas tecnologias, todos los
equipos que garantizan la continuidad del flujo de produccién estan instalados por

duplicado, es decir, uno en operacién y otro en reserva.

PREPARACION DE LAS SALES NUTRIENTES Y PRODUCTOS AUXILIARES
El objeto de esta seccion es la preparacion de las sales nutrientes, asi como de los

productos auxiliares utilizados en el proceso de produccion.

Preparacion de sales nutrientes

Es necesaria la suplementacidon del medio de fermentacion con nitrégeno y fosforo, pues
el contenido de ellos, en la miel, no es suficiente para el desarrollo del microorganismo
(levadura). Se requiere el nitrégeno, fundamentalmente, como elemento basico en la
formacion de los aminoacidos, constituyentes de las proteinas, y el fésforo, como
elemento esencial en los compuestos de alta energia, necesarios para el metabolismo.

El suministro de estos elementos se realiza, en esta tecnologia, mediante 3 fuentes:
sulfato de amonio, fosfato diamdnico y urea. Dos tanques provistos de agitadores son
utilizados para efectuar la_ preparacién de las 3 sales. Se adiciona, primeramente, una
cantidad determinada de agua al tanque donde se va a preparar la solucion y se pone
en marcha el agitador; posteriormente, una porcion pesada de sal es introducida al
tanque mediante un elevador de cangilones.

Una vez efectuada la carga de toda la sal se continda la agitacion durante corto tiempo
y después se deja sedimentar por espacio de 2 6 3 h o si es posible un mayor tiempo.

El sistema completo, ademas de los 2 tanques disolutores, consta de un tanque
almacén-sedimentador, que se utiliza, preferentemente, para la solucién de sulfato de
amonio, por ser la sal de mas dificil sedimentacién, aunque se puede utilizar también,

para el fosfato o la urea. Las soluciones de cada sal, una vez terminado el periodo de



sedimentacion, son filtradas y bombeadas a sus respectivos tanques de alimentacion, de
donde pasan, por gravedad, a los fermentadores, a través de medidores de flujo del tipo
rotametro. La dosificacion de ellas se realiza mediante un balance de esos elementos, de
acuerdo con los requerimientos de la levadura y el aportado por la miel.

La relacién de dosificacién de las soluciones de sulfato de amonio y urea puede ser
cambiada en funcidon del pH que se quiere mantener en fermentacion, siempre que
permanezca constante la cantidad de N que deben suministrar ambas sales. Este
método de controlar el pH en los fermentadores, es mas econémico y eficiente que la
utilizacion de acido o base, los cuales se deben emplear, solamente, en casos en que el

control con las soluciones de sales mencionadas, no sea posible.

ANTIESPUMANTE

Este producto se utiliza para controlar la espuma en los fermentadores y en el tanque
de desemulsién. El antiespumante es almacenado en un tanque, desde donde es
bombeado, una vez por dia, al tanque de preparacion. En el caso del Glanapon 2 000
FKW, que es el agente antiespumante recomendado para esta tecnologia, se mezcla 1
volumen del mismo con 1 volumen de agua y se mantiene la mezcla, permanentemente
agitada con aire. Desde este tanque el antiespumante es filtrado y bombeado a los

fermentadores y al tanque de desemulsion.

ACIDO SULFURICO

Puede ser utilizado para desinfeccion a bajo pH, eventualmente, para regular el pH de
las mieles, para hacer mas efectivo el tratamiento térmico, para controlar el pH en la
seccién de preparacién del indculo y, excepcionalmente, para corregir el pH de los
fermentadores.

Para la recepcion del acido sulfurico concentrado se emplea un tanque de acero al
carbono desde donde es transportado, mediante una bomba especial colocada encima
del mismo, hasta el tanque alimentador. En un tanque disolutor, primero, se adicionan 1

700 |, aproximadamente, de agua de proceso (1500 mm de altura en el nivel), se agita



con aire y se adicionan, lentamente, desde el tanque alimentador 100 | de &cido
sulfdrico.

El sistema trabaja automaticamente, de manera que la relacién de mezcla de agua y
acido puede ser prefijada al valor deseado. Ademas, estd previsto un sistema de
seguridad que no permite la adicion de acido al tanque disolutor en el caso que éste se

encuentre vacio o cuando el aire para la mezcla no se suministre.

ETAPAS DE LABORATORIO Y PROPAGACION DE CULTIVO PURO

Para iniciar la fermentacion se parte de un cultivo puro de laboratorio, el cual se pasa al
propagador o fermentador de cultivo puro que tiene un volumen total de 1 m3, para un
volumen Util de trabajo de 800 I.

El medio de cultivo, para este equipo, se prepara con miel diluida de aproximadamente
40°Bx a la que se adiciona agua, sales nutrientes y se le regula el pH, mediante acido
sulfurico concentrado. El medio asi preparado (800 L) tendra alrededor de 12 °Bx y un
pH de 4,0.

Antes de la inoculacion mediante el frasco Carlsberg de laboratorio, el medio, en el
fermentador de cultivo puro, se esteriliza hasta una temperatura de 95'C, enfriandose
luego hasta 35T. Durante la fermentacidn no se hacen nuevas adiciones de miel y
nutrientes. El tiempo de fermentacion sera alrededor de 20 - 24 h, en dependencia de la
cantidad y calidad del inéculo. La temperatura de fermentacion comenzara a subir
después de algunas horas, por lo que sera necesario aplicar enfriamiento por agua, a
través de la camisa del propagador para mantenerla, aproximadamente, a unos 30°C.
Después de 8 h de fermentacion se comienza el control de la temperatura, el pH y el
grado Brix; cada 2 h se realiza el control y se ajusta la temperatura al valor mencionado
anteriormente y el pH a un valor entre 3,5 - 4,0. La fermentacién se dara por terminada
cuando el mosto fermentado quede agotado, es decir, cuando el grado Brix no
descienda mas y quede constante.

En este momento, el mosto del fermentador de cultivo puro debe ser pasado al

prefermentador.
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CEPAS PURAS QUE HAY QUE RENOVAR EN MEDIO
SOLIDO, CADA 2 MESES (SE ALMACENAN A 4 %¢)

INOCULACION CON 24h 24 h 2h
FRASCO CARLSBERG A0-32 o 30-32 °¢ 30-32 %

Fig. 164 Etapas de laboratorio desde las cepas puras en cuflas de sustrato Sélido
hasta et frasco Carlsberg e inoculacidn del fermeniador de cultive puro.
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Fig, 165 Esquema del fermentador de cultivo puro.

PREFERMENTACION



En el prefermentador se realiza una fermentacién discontinua (batch) con alimentacién
de soluciones nutrientes. La inoculacion se puede realizar mediante 2 alternativas:

1. Con el mosto fermentado de propagador de cultivo puro.

2. Con crema del proceso principal de fermentacidn, escogida de un fermentador, donde
el cultivo tenga buenas condiciones morfoldgicas y fisioldgicas. Con esta crema se llena
un balén de 6 1 y se mantiene en refrigeracion a 4 *C.

El mosto agotado que se obtiene, en esta etapa, rinde entre 200 - 300 kg de levadura

seca y es suficiente para inocular uno de los fermentadores principales.

FERMENTACION-DESEMULSION

Esta operacion es la principal del proceso, la calidad del producto, asi como la eficiencia
en la asimilacion del sustrato dependeran, fundamentalmente, del curso exitoso de esta
operacion.

El proceso de produccién de levadura es aerdbico y exergdnico, por lo tanto, se hace
necesario el suministrar grandes volimenes de aire, asi como disponer de algin sistema
de evacuacion de calor, para mantener temperaturas adecuadas para el proceso. La
ecuacion empirica que puede representar la formacién de levadura es la siguiente, de

acuerdo con Harrison :

200 g Cyo Hp, + 10,4 g NH; + 102,5 g 0, 100,0 g materia seca levadura (incluye
9,5 g materia inorganica) + 145,2 g COZ + 77,2 g H20
A H = - 353 kcal.

Lo cual escrito en formulacién molar balanceada sera:

0,585 Cy20;1Hz + 0,612 NHs + 3,20 05 ~Cy720 Oy 952 Nys12+3,3 CO> + 4,289 Ho0

AH=0,11 kcal/mm 02.

Donde el calor desprendido por la reaccién se ha tomado, de acuerdo con el indice de C.
Cooney y colaboradores, de 3,44 kcal/g 02 consumido.

Sin embargo, el balance presentado, respecto a la conversién de azlicar en masa
bioldgica (50 %), puede ser sustancialmente afectado por las condiciones en que se
efectie la fermentacion, asi como por las caracteristicas de la cepa utilizada. Esta

conversion, que es lo que se denomina rendimiento en el proceso de produccién de



masa bioldgica (levadura forrajera, en este caso) encuentra 2 aspectos limitantes
fundamentales que se hacen criticos para la fermentacidon a escala industrial y que son:
la eficiencia del sistema de aireacién en cuanto a su capacidad para disolver oxigeno en
el medio, que pueda ser consumido por la levadura y la homogeneizacién del medio, de
forma que las sustancias nutritivas puedan ser también asimiladas por el
microorganismo. Estos 2 aspectos se hacen ain mas limitantes para el caso de
fermentadores industriales en los que se quiere conseguir una alta concentracion de
masa bioldgica (tecnologia de altas concentraciones).

Entre otros factores de importancia, que influyen en el rendimiento, aunque no son
limitantes en el disefio de un fermentador industrial, se pueden citar los siguientes:
temperatura y pH de la fermentacién (Fig. 166), la razon de dilucién y el contenido de
fosforo en levadura. La figura 167 muestra la dependencia del rendimiento, en funcion
de esos parametros.

Los rendimientos alcanzables con las tecnologias existentes, actualmente, en Cuba, para

la produccién de levadura forrajera estan alrededor de 45 - 46 %.
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Fig. 166 Comportamiento del rendimiento con la temperatura vy el pH, para el
cultivo de Candida utilis,

DESCRIPCION TECNOLOGICA DEL PROCESO

El proceso de fermentacion es continuo y la operacion normal es en serie; 2 lineas de 2
fermentadores, en 2 etapas cada una. Es decir, que fermentadores que conforman 2
etapas en serie, equivalen a media capacidad de la planta de levadura.

De los 2 fermentadores de cola (segunda etapa) de cada linea, el mosto agotado es
bombeado al tanque de desemulsion, para degasificarlo y poder realizar, eficientemente,
la siguiente operacion en la seccion de separacion.

El sistema se puede operar, también, con los 4 fermentadores en paralelo, descargando
al tanque de desemulsion.

Los fermentadores son de 220 m® de capacidad total cada uno. Estan equipados con 1
ciclon para rompimiento de la espuma y con 1 sistema de aireacion mediante agitador,

que toma la potencia del fondo del tanque. El aire se suministra mediante un soplador



del tipo roots para cada fermentador, existe un quinto soplador, como repuesto,
instalado.

Para iniciar la fermentacion industrial se, prepara una de las lineas de fermentacién y se
comienza una fermentacion discontinua (batch) en la primera etapa, que consiste en los
siguientes pasos: se bombea el mosto agotado del prefermentador (17 m?®) sobre una
cantidad de agua y se comienza la alimentacién de solucién de miel y de nutrientes
hasta el volumen de trabajo.

La cantidad total de miel se calcula en funcién de la cantidad de levadura en el
fermentador, para un volumen de trabajo dado y el rendimiento en levadura por litro de
miel; la distribucion de los litros de miel por hora se deduce de la curva de crecimiento
para la fermentacion discontinua. La cantidad de agua que se afiade, inicialmente, antes
de la inoculacion, sera

la diferencia entre el volumen de trabajo y la suma de los volimenes del indculo y la
solucién total de miel que se afadira. La cantidad de nutrientes que se adicionara, se
calcula en funcién de la cantidad de levadura en el fermentador para un nivel de trabajo
dado, la cantidad de N y P que requiere esa levadura, la cantidad de esos elementos
que se quiere mantener en el mosto agotado y las concentraciones de las soluciones
gue se deben suministrar, la distribucién se hara en partes proporcionales de acuerdo
con la cantidad de horas que demore alcanzar el nivel de trabajo.

Una vez alcanzado el nivel de trabajo en la primera etapa, se hace un pase hacia la
segunda etapa durante, aproximadamente, 2 h, al cabo de las cuales se comienza la
alimentacién en el fermentador de segunda etapa, en la misma forma que se sefald
anteriormente, durante este tiempo si el fermentador de primera etapa ha alcanzado
todos sus parametros de trabajo, se comienza su operacion en continuo. Una vez que la
segunda etapa ha llegado también a su nivel de trabajo, se establece la operacidn
continua y en serie de la linea completa. De igual manera, se pone en marcha la otra
linea de fermentacién la cual puede recibir el indculo, en el fermentador de la primera
etapa, desde el prefermentador o desde la primera linea que ya opera en continuo.

El proceso de fermentacion es controlado, regularmente, mediante el chequeo y ajuste

de los parametros, de acuerdo con el resultado de los analisis del laboratorio de control.



Ademas, se controla, automaticamente, la anaerobicidad del proceso, mediante la
medicién del contenido de alcohol en los gases de salida del fermentador esto permite
ajustar, rapidamente, los parametros que influyen en la misma y que pueden afectar el
rendimiento en levadura.

El mosto agotado extraido de los fermentadores contiene una gran cantidad de aire, por
lo que es necesaria la degasificacion antes de proceder a la operacién de separacion.
Este proceso se realiza en el tanque de desemulsion al que llega, continuamente, el
mosto emulsionado que se bombea desde los fermentadores de segunda etapa de las 2
lineas de fermentacion. Este tanque tiene un volumen total de 156 in' y un volumen de
trabajo entre 32 m® (minimo) y 80 m*® (méximo); recibe, ademas del mosto fermentado,
300 - 600 m>*/h de aire, a una presion de 4 - 5 m de la columna de aguay de 1 - 2 1/h
de aceite antiespumante. A partir del mismo se extrae, continuamente, mosto
desemulsionado que es bombeado hacia la siguiente seccion donde se efectia la
separacion de la crema.

La figura 168 muestra un esquema de esta seccidn donde se sefala el balance de
materiales, asi como algunos datos tecnoldgicos. La diferencia principal de esta seccion,
con su homologa en la tecnologia francesa, es que los equipos de fermentacion son
diferentes. El fermentador de tecnologia francesa es de patente Lefrancoise con
circulacién invertida; es un equipo de gran volumen total (1000 m®, aproximadamente)
abierto y sin sistema de aireacion agitado, es decir, el aire suministrado al fermentador
realiza las 2 funciones: suministrar el oxigeno a la levadura y agitar el medio para su
homogeneizacion. Es un sistema de aireacion menos eficiente que se utiliza en
tecnologias de bajas concentraciones. Puede operar coma el sistema austriaco en
paralelo o en serie, diferenciandose en esta Ultima alternativa, en que de los 3
fermentadores que poseen estas plantas, 2 actian como primera etapa y el tercero
como segunda etapa.

El tanque de desemulsion también es diferente, en su disefio general; es abierto, de
menor altura y mas didmetro, presenta un tanque central en forma de cono truncado,
que es el que recibe el mosto emulsionado de los fermentadores. El tanque central se

comunica por un vaso-comunicante, con una canal que lo rodea en toda su periferia, y



desde donde es bombeado el mosto desemulsionado a la siguiente seccion. El conducto
vaso comunicante esta equipado con valvula de regulacién, de manera que el mosto que
llega al compartimiento central se puede hacer que derrame por su pared exterior o que
pase, directamente, a la canal, sin rebosar. En la parte superior se halla un anillo
distribuidor perforado, cuya funcién es ayudar a la desemulsiéon, mediante el chorreo, a
presion sobre la fase espumosa del compartimiento central. La presion se garantiza,
mediante una bomba que toma el mosto desemulsionado del fondo del tanque central y
lo conduce al anillo distribuidor. A la descarga de esa bomba esta previsto un sistema de

2 filtros y en la aspiracion tina inyeccion de antiespumante quimico.

SEPARACION-LAVADO-RECIRCULACION

En esta seccion, en una primera etapa, la levadura es separada del mosto fermentado y
desemulsionado, a continuacidon en una etapa de lavado, las impurezas son separadas
de las células de levadura. Estas 2 etapas suelen denominarse primera y segunda
separaciones.

Los equipos fundamentales de esta agrupacion tecnoldgica son: 2 filtros autolimpiados
con cepillo giratorio sobre tamiz fijo y 5 separadoras centrifugas con descarga de la
crema a presion v flujo libre (sin presion) del claro o efluente.

De las 5 separadoras instaladas, 2 operan para separar la crema del mosto fermentado
(primera etapa) y 2 como separadoras de lavado (segunda etapa), la quinta separadora
se utiliza para ga rantizar la limpieza de estos equipos, es decir, se puede utilizar como
primera o segunda etapa segun sea necesario. A plena capacidad de la planta, operan 4
separadoras, que conforman 2 lineas de separacidon en las que se combina, 1 filtro
autolimpiado, 1 separadora de primera etapa y 1 de segunda etapa. Cada linea de
separacion opera con el flujo proveniente de una linea de fermentacion, y todo este
conjunto, equivale a media capacidad de produccidn.

La mezcla de la crema de levadura, obtenida en la primera etapa, con el agua de
lavado, se realiza en un mezclador tubular estatico. El agua

se controla mediante medidores de flujo (1 para cada linea) . El efluente o liquido claro

de esta etapa, es canalizado a la zanja.



La crema de levadura obtenida en la segunda etapa, es enviada a la siguiente seccidn
de la instalacion, la termdlisis. El efluente o claro de esta etapa puede ser recirculado a
los fermentadores, en cuyo caso, el flujo es controlado mediante rotametros y el pH
ajustado a un valor entre 2,5 - 3,0. Cada dia se debe desmontar, al menos, 1
separadora, para efectuar su limpieza y chequearla, de acuerdo con las prescripciones
del fabricante.

La secciébn homodloga en la tecnologia francesa, se diferencia en algunos aspectos
tecnoldgicos, aunque el proceso y las operaciones realizadas son las mismas. En primer
lugar, al ser esta tecnologia de bajas concentraciones, los flujos que se van a manipular
en esta seccion, para una misma capacidad, son mayores que en la tecnologia austriaca
y la cantidad de separadoras instaladas es casi el doble, 5 para la primera etapa, 2 para
la segunda y 1 que opera indistintamente para garantizar la limpieza. En general,toda la
seccion esta mas equipada (filtros, bombas, etc .) . Las separadoras son de descarga
libre (sin presion) de la crema concentrada de levadura y del efluente; el lavado de la
crema se realiza en 2 tanques agitadores y la crema de segunda etapa se recoge,
también, en 2 tanques,desde donde es bombeada a la secciébn de termolisis-
concentracion, por evaporacion. Los efluentes que se recirculan son los de la primera

etapa, los mismos se enfrian y no se les da tratamiento acido.

TERMOLISIS Y CONCENTRACION POR EVAPORACION

TERMOLISIS

El objeto de esta sub seccion es el rompimiento de la pared celular, para aumentar la
digestibilidad de la levadura, asi como para provocar los Ultimos cambios que daran
lugar a la composicion final del producto terminado. Esta agrupacién de equipos
tecnoldgicos' esta integrada por 2 intercambiadores de placa, uno en operacion y el otro
en reserva para garantizar la limpieza de estos equipos; 1 tanque de retencidn y
recirculacién; 2 bombas de recirculacion; 2 tanques de crema termolizada y 2 bombas
de alimentacién al evaporador.

El flujo de operacidon es el siguiente: la crema de levadura de la segunda etapa de

separacion llega a uno de los intercambiadores donde se mantiene automaticamente,



con vapor como fluido de calentamiento, de 87 — 90°C que corresponde a la
temperatura de termodlisis. El tiempo de retencién necesario se completa con la
recirculacién a través de un tanque, desde donde se recircula una fraccion, que se
mezcla con la crema no termolizada, antes de su entrada al intercambiador de calor, de
manera que la precaliente de unos 30°C hasta unos 58°C, al mismo tiempo que facilita
el proceso de termdlisis. La otra fraccion, que es equivalente al flujo de crema
entregado por la segunda etapa de separacion, rebosé desde el tanque de retencion-
recirculacién a los tanques receptores de crema termolizada, desde donde se bombea al
evaporador. Esta unidad esta constituida por 1 evaporador de doble efecto al vacio, del
tipo de pelicula descendente, de patente Vogelbusch y por 2 tanques receptores de
crema evaporada. El objeto de la misma es la concentracion de la crema por
evaporacion, desde 13 % hasta 20 % de materia seca, aproximadamente.

La unidad de evaporacion opera en 2 etapas, el calentamiento de la primera etapa se
realiza con vapor de 8 atm absolutas, mediante un termocompresor que utiliza parte de
la evaporacién o vapor residual de la primera etapa (producido en el separador del
primer cuerpo). El resto de la evaporacién se utiliza para realizar el calentamiento de la
crema en la segunda etapa. El vapor residual, producto de la evaporacién de la crema
en la segunda etapa, es condensado en un condensador de superficie. El vacio es
mantenido, en parte, por la columna barométrica y, en parte, por la bomba de vacio,
gue lo mantiene constante en forma automatica. El agua para condensar estos vapores
(~50 m°/h) es suministrada desde la misma torre de enfriamiento que suministra la que
condensa los vapores de miel en la cdmara de vaporizacion.

Lo anterior se refiere al circuito de vapor, el circuito de crema es el siguiente: la crema
termolizada es bombeada desde los tanques receptores hasta el distribuidor de crema,
en la parte superior del primer cuerpo de evaporacién, derramandose en forma de fina
pelicula por la pared interior de los tubos verticales que forman la fluseria del cuerpo (el
vapor calienta por la pared exterior de los tubos). La crema pasa al se- parador del
primer cuerpo, de donde es extraida por 2 bombas, una recircula una fraccién y la otra

envia el resto al distribuidor de crema del segundo cuerpo. Del separador de esta



segunda etapa la fraccion no recirculada es bombeada hasta los tanques receptores de
crema evaporada.

La seccion homdloga, en la tecnologia francesa, posee la unidad de termdlisis integrada
al mismo evaporador que también es un doble efecto al vacio del tipo de pelicula
descendente, pero de patente Wiegand. Es decir, la unidad de evaporacion tiene 2
intercambiadores de calor tubulares y una camara cilindrica de retencidon adicionales,
donde se efectia la termdlisis de la crema. Ademas, los tanques receptores de crema
termolizada y crema evaporada no existen en la tecnologia francesa, éstos se
corresponden con los 2 tanques receptores de crema de segunda separacidn existentes.
Tanto en una tecnologia como en la otra, estos tanques de balance constituyen una
capacidad de retencion entre 4 y 6 h para efectuar la limpieza diaria del evaporador, asi
como realizar otras operaciones de mantenimiento, sin necesidad de detener la marcha

continua de los fermentadores.

SECADO Y ENVASE-ALMACENAMIENTO

En esta seccidn la crema de levadura termolizada y evaporada, es secada en un secador
por atomizacion desde 19 - 20 % hasta 94 - 95 % de materia seca, aproximadamente.
Con posterioridad la levadura seca es envasada en sacos de papel de 4 capas, para 25

kg de capacidad y transportada hasta el almacén.

Secado por atomizacion

Esta unidad es un secador por atomizacion. Esta constituida, fundamentalmente, por
una camara de secado cilindro-cdnica, en cuyo interior se produce el secado de la crema
de levadura, el equipo atomizador, colocado en la parte superior y central de la camara,
mediante turbina o disco de atomizacion que gira de 5 600 - - 7 100 rpm, accionado por
motor eléctrico, atomiza la crema en forma de neblina fina, que se pone en contacto con
los gases calientes producidos por la combustién de petrdleo pesado, en un horno
vertical de calentamiento directo; por ultimo, la unidad se completa con el sistema de
transporte neumatico, constituido por 4 ciclones separadores y un ciclon colector. Este

sistema es el que extrae la levadura seca de la cdmara de secado.



El flujo hacia y desde esta unidad es el siguiente: la crema de levadura evaporada es
bombeada al tanque de homogeneizaciéon y de aqui se bombea a través de un sistema
de filtro hasta la turbina o disco del equipo atomizador.

La levadura seca, en forma de polvo, extraida de la cdmara de secado por el sistema de
transporte neumatico, es introducida por el ciclon colector en las tolvas de
almacenamiento. El secador es capaz de producir 1850 kg/h de levadura a 92 % de
materia seca (m s.), a partir de 8 000 1/h de crema, con un contenido de 1 700 kg de
materia seca, para un indice de evaporacion de aproximadamente, 6 500 kg de agua

evaporada/h.

Envase-almacenamiento

Por el fondo de la tolva de almacenamiento, el polvo de levadura es extraido mediante
un tornillo sin fin que lo descarga en el elevador de cangilones. Este lo transporta hasta
los embudos alimentadores de las ensacadoras-pesadoras, que garantizan el llenado en
sacos de papel del tipo valvulado que no requieren ser cosidos.

La capacidad de estos equipos permite envasar la produccién de 1 d en un turno de 8 h.
Los sacos llenos se colocan en paletas de madera hasta el nimero de 30 por cada una.
El almacenamiento de las paletas se prevé en 3 niveles, es decir, que la unidad de
almacenamiento equivale a 3 paletas y ocupa un volumen de 4,212 m>.

La capacidad de almacenamiento maximo es de 528 unidades, que se deben colocar
dejando pasillos entre ellas, de forma que circule el aire para mantener la humedad lo
mas constante posible.

Esta capacidad, en unidades de almacenamiento, es igual a 1 584 paletas o 47 520
sacos equivalentes a 1 188 t de levadura, es decir, que el tiempo de cobertura es,
aproximadamente, para 1 m de produccién. Todos los movimientos, en el almacén, se
llevan a cabo con 2 montacargas, tipo Diesel, con suficiente altura para el
almacenamiento a los niveles previstos.

y del balance de materiales.

LABORATORIO DE CONTROL



La funcién del laboratorio es el suministro de los datos y resultados de analisis,
necesarios para el control de la operacién total de la planta, asi como de la calidad de
las materias primas y el producto terminada. También es funcién del laboratorio el
mantenimiento de las cepas del microorganismo (levadura), utilizadas en el proceso de
propagacion, asi como de la realizacion de las etapas correspondientes al cultivo puro
de laboratorio) y la supervision y control microbioldgico del proceso y operaciones en la

planta .

SUMINISTRO DE ENERGIA ELECTRICA. ESTRUCTURA DE LA INSTALACION
ELECTRICA

La instalacion eléctrica comprende:

1. Parte de transformacidn-distribucidn constituida por los equipos de transformacion de
la energia eléctrica de alta tensién y sus paneles de distribucion hacia las estaciones de
mando y control.

2. Parte de fuerza motriz-control, que comprende los paneles centralizados de fuerza y
control de automatismos, ubicados en cada seccién de la planta. Desde estos paneles se
alimentan los distintos receptores de energia eléctrica (motores, resistencias de
calentamiento, etc.), asi como los circuitos de servomecanismo, de mando, de
sefializacidon, de programacion secuencial y de control.

3. Parte de iluminacién con sus transformadores, pizarras, tomacorrientes, etc.

4. Parte de equipos anexos que comprende los circuitos de puesta a tierra, proteccion

contra rayos, teléfono, etc.

SUMINISTRO DE AGUA PARA CONSUMO INDUSTRIAL

El suministro de agua industrial es mediante el bombeo de agua de pozo, la cual llega a
un tanque cisterna, desde donde se distribuye a los distintos puntos de la planta. De
acuerdo con esta tecnologia, el consumo de agua industrial es de 150 m3/h, cuando se
utiliza la recirculacion de efluentes o claros de la segunda etapa de separacion y de,

aproximadamente, 180 m3/h, cuando no se recirculan los efluentes.



TRATAMIENTO DE AGUA

El objeto de esta seccion es garantizar los requerimientos de agua blanda para la
alimentacién de la caldera de vapor, reposicion del circuito de la torre de enfriamiento y
para distintos usos en el area de produccion, fundamentalmente en el enfriamiento de
la miel preparada (10,5 m>/h), enfriamiento y lubricacién de los fermentadores y las
clarificadoras, asi como en las bombas con sello mecanico.

Los equipos fundamentales que constituyen esta seccidon auxiliar son los siguientes: 1
reactor de cal con capacidad para 40 m’/h; 1 tanque para diluir la cal y 1 bomba
dosificadora para suministrar la lechada al reactor;1 tanque de agua descarbonatada de
100 m? de capacidad, 2 bombas de agua descarbonatada de 40 m’/h de capacidad,
cada una (1 en reserva), 1 unidad de suavizacién, con 2 intercambiadores idnicos, ciclo
sodio, con capacidad para tratamiento de 70 m> de agua descarbonatada cada uno, 1

unidad regeneradora con CINa.

REFRIGERACION Y CIRCUITOS DE ENFRIAMIENTO

El objeto de esta seccidén auxiliar es garantizar el enfriamiento requerido en distintos
puntos del proceso. El nlcleo central de esta seccion, es una unidad de refrigeracion por
amoniaco, compuesta de 3 compresores con una capacidad de enfriamiento de 850000
kcal/h cada uno. El circuito de enfriamiento se completa con una torre de enfriamiento,
con una capacidad de, aproximadamente, 7 000 000 kcallh y una torre de enfriamiento
menor situada en el nivel + 12 m, con una capacidad de 1700 000 kcal/h.

La recirculacién total de agua, en todos estos circuitos, es de unos 1 670 m*h, en la
torre mayor y en los condensadores y evaporadores de la unidad de refrigeracion por
amoniaco, con la que se disipa el calor producido en la seccién de fermentacion-
desemulsion, en los condensadores de la unidad de refrigeracion y en los
intercambiadores de calor para enfriar el aire que se suministra a los fermentadores.
Ademas, en la torre de enfriamiento menor se recirculan unos 66 m>/h, con los que se
condensan los vapores producidos en la segunda etapa del evaporador de crema y en la

camara de vaporizacion de la seccion de preparacion de mieles.



La pérdida de agua en estos circuitos es por evaporacion en las torres de enfriamiento,
8 m*/h en la mayor y 2 m*/h en la menor, aproximadamente. Ademas, en la primera se
hace una extraccion de 5 m*/h. Es decir, se hara una reposicidén de 13 m*/h y 2 m*/h,
respectivamente, con agua tratada, aunque esta prevista la reposicion con agua cruda

para cualquier eventualidad.

ALMACENAMIENTO Y CIRCUITO DE COMBUSTIBLE

El objeto de esta seccidén es garantizar la descarga, almacenamiento, calentamiento y
distribucién del combustible necesario para el funcionamiento de la caldera y del horno
de calentamiento directo para el secado de la levadura.

Estd constituido, fundamentalmente, por un tanque almacén de 800 m? de capacidad,
con calentamiento mediante vapor y por 2 tanques de diario, contiguo a la caldera y el
horno, también con calentamiento de vapor y con una capacidad de 10 m* cada uno.
Ademas, el sistema de bombas, tuberias, filtros y equipos de medicion y control
necesarios para la distribucion y contabilizacion del combustible consumido por la

caldera y el horno.

PRODUCCION DE VAPOR
El objeto de esta seccidn auxiliar es producir el vapor necesario para los calentamientos

requeridos en diversos puntos del proceso.

ESTACION DE AIRE PARA INSTRUMENTACION

El objeto de esta seccidn auxiliar es producir el aire comprimido y seco, necesario para
el funcionamiento de los equipos de medicion, regulacion y control instalados en la
planta. Los equipos fundamentales de esta seccién son 2 compresores de aire de 3
etapas, que pueden entregar 180 m’/h de aire, a una presién de 7 bar cada uno. Se

mantiene uno de los equipos operando y el otro en reserva.

ESTACION DE AIRE PARA FERMENTACION



El objeto de esta seccion auxiliar o de utilidades, es suministrar a los fermentadores el
aire necesario para el proceso aerobico de desarrollo del microorganismo (levadura), en
los 4 fermentadores de la seccidén de proceso, fermentacion--desemulsion. Los equipos
fundamentales de esta seccidon son 5 sopladores de Iébulos tipo roots, de los cuales 1 se
utiliza como reserva instalada. La capacidad unitaria nominal de estos equipos es de 10
000 m*/h.

ESTACION DE LIMPIEZA Y DESINFECCION
El objeto de esta seccién es la limpieza y desinfeccidon de todos los equipos de la planta
que asi lo requieran. Esta seccidn de servicios auxiliares reviste gran importancia, ya que

la limpieza y desinfeccion son fundamentales en este proceso de produccion.

TALLER DE MANTENIMIENTO Y ALMACENES
Estos servicios se utilizan para garantizar la operacion de la planta, mediante

mantenimiento de los equipos y su aseguramiento en piezas de repuesto.

ALMACENES DE PRODUCTOS TERMINADOS, MATERIAS PRIMAS Y
AUXILIARES

En estos almacenes se puede considerar:

1. Almacén principal para el producto terminado, con un area de transito para la

produccién diaria y una cobertura aproximada para 1 tm de produccién.

2. Almacén de sales nutritivas, con un volumen total de unos 14 000 m3 y un volumen
util de almacenamiento en sacos de unos 5 000 m3, con un tiempo de cobertura de,
aproximadamente, 6 m para el sulfato y el fosfato y unos 9 m para la urea.

3. Almacén de productos auxiliares, tales como los de tratamiento de agua, limpieza,
desinfeccion y otros con cobertura que van desde 4 a 8 m. Todos los productos
anteriormente mencionados deben ser almacenados en unidades volumétricas, de
acuerdo con las caracteristicas especificas de cada uno, sobre paletas de madera y

respetando las normas de almacenamiento adecuadas para su conservacion.



SISTEMA CONTRA INCENDIOS

El objeto de este sistema es obvio. El agua contra incendios es tomada de la torre de
enfriamiento mediante 2 bombas can capacidad unitaria de 100 m3/h y una carga de 50
m de la columna de agua. El sistema se completa con las mangueras hidrantes y otros
accesorios necesarios. Ademas, en las areas que no se puede utilizar agua para sofocar
incendios estan previstos los medios necesarios como extintores con los productos

requeridos.

EQUIPOS FUNDAMENTALES DE LA INSTALACION

En este epigrafe trataremos de los equipos mas especificos que caracterizan este tipo de
industria, ya que fundamentales son la mayoria de ellos, inclusive la bomba que se
encuentre instalada como reserva, para garantizar el proceso continuo de produccion.
Entre los mas importantes de estos equipos especificos se pueden mencionar:
fermentadores, equipos de la seccién de preparacion del indculo, separadoras vy
clarificadoras centrifugas, sopladores, evaporador para concentrar crema de levadura,
secador por atomizacidn y ensacadora-pesadoras. Ademas, se pueden considerar
también como equipos especificos de esta industria, algunos de instrumentacion vy
control tales como: sistema controlador de pH en los fermentadores, analizador de
gases de salida de los fermentadores, densimetro controlador para mieles diluidas,

control de espuma y otros.

LEVADURA TORULA A PARTIR DE OTROS SUSTRATOS

La composicion de la levadura producida con otros sustratos de la Industria Azucarera y
de Derivados como son: jugo mezclado, (JM), jugo de los filtros de cachaza (JFC), jugo
diluido de los ultimos molinos (JDUM) y vinazas de destilerias (VD), es muy similar a la
que presenta la que se cultiva en mieles finales de cafia (MFC), descritas en el acapite
de Levadura Torula a partir de miel final. Sin embargo hay dos caracteristicas fisico-
quimicas muy deseables en la levadura crecida en estos nuevos sustratos, un contenido

menor de cenizas de 5 a 7 % y color mucho mas claro.



El destino de esta levadura es el mismo que se reportd para la levadura Torula cultivada
en MFC (mieles finales de cafia), aunque las nuevas caracteristicas mencionadas
permiten con una mayor purificacioén en el proceso de lavado, su utilizacion directa en el
consumo humano, siempre que se utilice la dosificacién o mezcla adecuada en cuanto al
contenido permisible de acidos nucleicos en la dieta. Estas caracteristicas, sobre todo el
color, son muy importantes también en la produccidon de levadura de consumo humano
por el proceso de desnucleizacion con alcali, pues no se produce un aumento de color
en alimentos enriquecidos con la misma, tales como pan, pastas, embutidos, etc. Tanto
su uso directo o tratada con &lcali, seria mas conveniente la utilizacion de cepas

seleccionadas para el consumo humano, como la Kluyveromyces fragilis.

PROCESO TECNOLOGICO

Los sustratos de mayores perspectivas econdmicas, en cuanto a la integracion de las
producciones de un ingenio azucarero, destileria de alcohol son el jugo de los filtros de
cachaza y las Vinazas de la destileria, pudiéndose emplear para el periodo de la zafra
azucarera la sustitucion total de la miel final de cafia, por la mezcla Vinazas de
destileria(VD) +jugo de los filtros de cachaza(JFC) en proporcién VD/JFC = 50/50 (% de
la materia organica. suministrada a fermentacién) y posterior al mismo la mezcla VD +
MFC en proporcion VD/MFC (90/10). Existe experiencia del uso de 100% de las vinazas
de destileria como fuente de carbono y energia en la produccion de levadura torula, con
la adicion de suplementos nutricionales que garanticen los aportes de probioticos y otros
microelementos necesarios para la fermentacion.

El proceso tecnoldgico de produccion de levadura es el mismo descrito en el acapite de

Levadura Torula.
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CAP 4 LEVADURAS RESIDUALES

Miguel A. Otero-Rambla
Direccion de Biotecnologia, Instituto Cubano de Investigaciones de los

Derivados de la Cafia de Azucar (ICIDCA).

A pesar de su aspecto inerte, un fragmento de un bloque de levadura prensada
esta, en realidad formado por un numero extremadamente grande de
organismos unicelulares visibles solamente con el auxilio del microscopio. Un
pequefio cubo de 1 cm? pesa alrededor de 1 gramo y contiene mas de 10
billones de células de levadura vivas.

Cada célula, que constituye un ser vivo independiente, de forma esférica u
ovoidal no es otra cosa que un minusculo hongo imperfecto cuyo tamafio no

excede 6-8 milésimas de mm.

INDUSTRIAS TRADICIONALES DE LEVADURA

La levadura Saccharomyces cerevisiae es utilizada en la industria de alimentos y
bebidas en formas diversas (Dziezak 1987; Kinight 1986; Halasz y Lasztity
1991; Otero et al 1998). En forma activa Saccharomyces es empleada en la
industria de panificacion y productos horneados (Peixoto 1996), en la
fermentacion alcohdlica (Furco 1996; Saura et al 2005) y otros procesos
fermentativos como la produccion de salsa de soja (Luh 1995). De forma
inactiva, la levadura se emplea mayormente e la alimentacion animal (Butolo
1996) por su aporte de proteinas y otros nutrientes y en la alimentacién
humana fundamentalmente sus derivados como los extractos y autorizados de
levadura (Halasz y Lasztity 1991; Peixoto 1996; Vasallo et al 2001).

En las destilerias de alcohol y en las cervecerias, se generan excedentes de
levadura que inactivadas previamente o no, pueden usarse integramente o ser
procesadas para la obtencion de diferentes derivados (Kollar et al 1992; Lieske
and Honrad 1994; Otero et al 1996).

En general, las células enteras se utilizan en la alimentacion animal, mientras

que para el uso humano se prefieren otros productos procesados que se



incorporan a los alimentos como complementos fundamentalmente (Dixon
1999).

Las levaduras ademas de presentar elevados contenidos de proteinas, entre 40
y 55 % de su peso seco, son ricas en vitaminas del complejo B (Reed y
Nagodawithana, 1991), minerales y otros microelementos, particularmente
selenio y cromo (Ingledew 1999; Dixon 1999) fibra dietética, como
polisacéridos de pared celular, en especial mananos y glucanos (Cameron et al
1988; Fleet 1991).

LEVADURA DE CERVEZA

La levadura de cerveza se deriva de la levadura Saccharomyces cerevisiae, la
gue produce el proceso de fermentacion basico para la produccién de cerveza.
Se utilizan diferentes tipos de levaduras en la produccion de diferentes tipos de
cerveza (http://www.pdrhealth .com/ drug_info
/nmdrugptofiles/nutsupdrugs/bre_0043.shtml).

La fermentacién de la malta depende de la composicién del medio, la levadura y
las condiciones de operacion. La fermentacién con levadura-lager (sumergida)
tiene lugar a temperaturas entre 4 y 9 ©C y toma alrededor de 8 dias, al término
de los que la levadura se deposita en el fondo del reactor. La levadura-ale
(fermentacion de superficie) fermenta el medio en 4 6 6 dias a 15-20 °C (Anon
2005).

Recuperacion de la levadura

La eliminacion del exceso de levadura de la cerveza al final de la fermentacion
primaria, es necesaria para minimizar la carga del filtro de medio, evitar el
metabolismo ulterior de la levadura en defecto de nutrientes, y la consecuente

autolisis.

El tiempo para que se manifieste la autdlisis depende de la temperature y la
cepa de levadura. La levadura, en general se mantiene en buenas condiciones
fisioldégicas a bajas temperaturas. De hecho temperaturas en el entorno de 50

OC resultan optimas para la autdlisis (Vasallo et al 2001). Esto evidencia que la
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separacion de la levadura en esta etapa es vital para la btencion de una cerveza
de calidad y la recuperacion de levadura.

La levadura de cerveza seca es una fuente rica en varios nutrientes, incluyendo
las vitaminas del complejo B tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina, acido
pantoténico, folato, vitamina B12 y biotina, y minerales tales como selenio
(Ingledew 1999; Reid t al 2004) y cromo (Anderson 1998; Davis et al 1997).

La levadura de cerveza ha constituido un suplemento alimenticio por muchos
afnos. Sin embargo, una gran parte de la levadura comercializada con estos
fines, se cultiva especialmente para este mercado (Lyons 1995).

Los suplementos se preparan a partir de la levadura seca y molida, e los que la
levadura se encuentra inactiva. Existen otros preparados de Saccharomyces sp.
En los que las células estan vivas y se usan como probidticos.

La levadura de cerveza puede producirse desde varias especies de levaduras
Saccharomyces. Esta se recupera durante el proceso produccion de cerveza, o
puede propagarse especialmente en un medio rico en nutrientes para
incrementar los rendimientos y modificar su contenido mineral (Ingledew
1999).

La levadura de cerveza puede ser atil en el tratamiento de acne cronico,
eczemas, gota artritica, diarrea infecciosa y algunas disfunciones
cardiovasculares. Posiblemente juegue un papel importante en la reduccion del
colesterol, estimulacién del sistema inmune e incremento de las capacidades

fisicas y mentales (Girard y Dawson 1995).

LEVADURA PANADERA

Las levaduras pueden crecer en presencia o ausencia de oxigeno. El crecimiento
anaerobico (ausencia de oxigeno), es lento e ineficiente como es el caso de la
masa de pan en el que la levadura crece muy poco. En lugar de convertirse en
biomasa, se produce mayormente etanol y didéxido de carbono. Solo una
pequefia parte del sustrato es empleada para el mantenimiento celular y el
crecimiento. En contraste, bajo condiciones aerébicas, en presencia de una

cantidad suficiente de oxigeno disuelto, la levadura emplea la mayor parte del



sustrato en el crecimiento y muy poco en la produccion de etanol (Klibansky
1986).

Sin embargo, en condiciones de propagacion aerébica, si la concentracién de
azlcares es significativa, se produce alcohol por las células de Saccharomyces
spp aun con exceso de oxigeno.

La levadura panadera difiere de la utilizada en la produccion de cerveza en que
el producto deseado no es etanol sino la propia biomasa. La levadura panadera
puede ser empleada para producir cerveza o vino, sin embargo, lo contrario
raras veces es posible. De hecho algunos intentos de utilizar la levadura de
recuperacién de cerveza han conducido a pobres resultados y eso ha
estimulado la busqueda de nuevos procesos para la produccién de levadura
panadera.

Actualmente la levadura panadera se comercializa como levadura humeda
compactada en forma de blogues o como levadura seca activa (LSA). La
levadura activa instantanea (LSAI) se produce a partir de los bloques de
levadura pasados por presion a través de una malla fina (0.5-3 mm) lo que
rinde una especie de spaghettis finos que luego son secados en lecho
fluidizado.

Los requerimientos de una levadura panadera buena son superiores a los de la
levadura de cerveza y a la vez diferentes (Evans 1990). Primeramente, como se
ha dicho ya, el producto principal es la biomasa, no un derivado metabdlico. En
segundo lugar, la condicién de la levadura es fundamental en el horneo pues
tiene que evolucionar CO2 que eleva la masa. Esta elevacion modifica las
proteinas del trigo (gluten) y afecta las propiedades organolépticas del pan.

La Fig 2 muestra el diagrama de flujo de produccion de levadura panadera
(Chen y Chilar 1985).

Las materias primas fundamentales para la produccion de levadura panadera
son las melazas y el cultivo de levadura puro, amén de la utilizacién de sales de

amonio de calidad alimenticia.



Materias Primas
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Fig 2 Proceso tipico de produccion de levadura panadera en siete
etapas

LEVADURA DE VINO

La produccion vinicola es probablemente la tecnologia concerniente a las
levaduras que ha cambiado menos en los ultimos 3000 afios. Las uvas se
cosechan, se exprimen para extraer el jugo y este se fermenta posteriormente.

Cuando el vino estad listo para consumir, se embotella. Para otros vinos el



proceso es un poco mas complicado. De hecho la tecnologia de producciéon del
famoso champéan y otros vinos espumosos fueron desarrolladas como una
alternativa para comercializar vinos fuera de parametro.

La levadura de vino, al contrario de lo que sucede en los procesos de
produccién de levadura panadera y cervecera, no es recuperada al final del

proceso.

LEVADURA ALIMENTICIA

En la levadura alimenticia, al igual que en la levadura panadera, el objetivo es
también la biomasa como tal, aunque los requerimientos son menos exigentes
que para ésta. Esta levadura se usa para la alimentacion de peces en estanques
como salmonidos, animales productores de pieles valiosas y alimentacion de
cerdos y aves. Esta levadura puede cultivarse en un rango de sustratos mas
amplio que la levadura panadera. De hecho, no solamente se emplean
levaduras del género Saccharomyces, sino que han sido empleados otros
géneros como Candida, Hansenula, Kluyveromyces y otros (Klibansky 1986;
Saura et al 2003).

La levadura alimenticia asi como la panadera pueden ser propagadas en cultivo
continuo a escala comercial. Candida utilis ha sido propagada sobre licores
sulfiticos, mieles de cafia y mezclas de mieles-vinazas de destilerias. Yarrowia
lipolytica por su parte, ha sido cultivada sobre n-alcanos.

Los métodos de cultivo continuo con altas densidades celulares de hasta 100-
200 kg/m*® (Sudbery y Gleeson 1989; Burden y Eveleigh 1990) han sido
desarrollados para levaduras metilotroficas. Estos sistemas abren un campo
promisorio para el futuro de las fermentaciones industriales en muchos
aspectos por reducir dramaticamente los costes de produccion, al menos

tedricamente, pues permiten obviar la etapa de centrifugacion.

LEVADURA DE DESTILERIAS
La vida requiere energia y con el incremento de la poblacion mundial y la
prohibicion de aditivos oxigenantes a la gasolina por razones ecolégicas (Adam

et al 2002; Beer et al 2002; Borrero et al 2003), la produccién de etanol



carburante ha experimentado un explosivo desarrollo. El etanol como fuente
renovable de energia presenta multiples ventajas respecto a los combustibles
fésiles (Deeb et al 2003; Grosjean et al 2002)

Las levaduras convierten los carbohidratos en etanol y este puede ser
adicionado a la gasolina para incrementar el octanaje o sencillamente para
recuperar la energia que almacenan.

Uno de los factores econémicos de mayor importancia en la produccion de
etanol, son los costes de recuperaciéon del producto. L factor mas importante
es la eficiencia de fermentacion, aunque se acepta comunmente que el limite
minimo de concentracion de etanol en el medio fermentado esta alrededor de 8
% (Goldemberg y Macedo 1994). Bajo estas condiciones, las vinazas
resultantes de la destilacion del alcohol estan en el entorno de DQO entre 40 y
70 kg/m3, el que debe ser reducido significativamente antes de verterlo al
ambiente.

La fermentacion alcohdlica produce levadura marginal en concentracion de 3-6
kg/m?®. Las células se dejan sedimentar por gravedad para reducir la cantidad
que se introduce en la columna, pues eso incrementa las incrustaciones en los
platos. Ciertas cantidades de etanol se pierden con la crema, pero esto es
preferible a asumir los gastos de separacion mecanica, muy altos para ser
econémicos. Esta levadura deshidratada es una buena fuente de proteinas y

otros compuestos de interés alimentario y metabdlico.

COMPOSICION DE LAS LEVADURAS

La composicién quimica de la biomasa de levaduras, nos da una idea de por
qué estos microorganismo tienen un valor y aplicaciones potenciales aplicables
en la industria. Se conocen los rangos de concentracion de los componentes
celulares tanto de la levadura panadera como la de cerveceria, con mucho los
dos mayores preparados de levadura en la industria. La Tabla 1 es una

compilacién de los valores promedio de estos preparados.

Tabla 1. Composicion aproximada de las levaduras panadera y

cervecera industriales (Ingledew 1999)



Componente*

Levadura panadera

Levadura de cerveza

Carbohidratos

180-440

390-600

Proteina 380-590 370-420
Cenizas 45-75 73-81

(DNA + RNA) 52-95 39-43

P 10-19 14-20

S 3.9

Ca 0.6-0.75 1.3

Fe 0.02-0.03 0.1

Mg 1.3-1.65 2.3

Cu 0.008 0.033

Mn 0.0059 0.0057

Cr 0.0005-0.0025

V 0.00004

Se 0.005

Pantotenato (Coenzima A) 0.065-0.10 0.110-0.120
Cholina (membranas) 2.71-4.00 3.80-4.55
Tiamina (Vit B1) 0.090 -0.165 0.092-0.150
Riboflavina (Vit B2) 0.040-0.100 0.035-0.045
Niacina (NAD) 0.30-0.585 0.450
Pridoxina (Vit B6) 0.020-0.040 0.043-0.050
Biotina 0.0006-0.0013 0.001

Aungue estos valores pueden variar de un lote a otro, la importancia de este

analisis composicional permite evaluar la utilidad de estas levaduras en sus

usos potenciales en la industria (O’'Connors-Cox e Ingledew 1991).

Los constituyentes de cada levadura varian significativamente entre cepas de
un mismo género, asi como entre géneros diferentes (Spencer y Spencer

1997). De igual manera, los cambios causados por la composicion de medio de

crecimiento, pueden ser también importantes (Spencer et al 1997).

La composicién de la levadura de recuperacion de destilerias por el contrario,

es en extremo variable en dependencia de las condiciones especificas de cada

fabrica de alcohol y su régimen de operacion.




La Tabla 2 muestra la composicion centesimal de la levadura de destileria
integral (Yamada et al 2003; UNDP 2005)

Tabla 2 Composicion de la levadura de destileria

Componente, % BS Yamada et al 2003 | INT04/K04 2005
Proteina Kjeldahl (Nx6.25) 42.67 38.70

Fibra dietéetica 31.40 28.75

Cenizas 4.60 17.28

Lipidos totales 0.5 0.50

RNA 9.00 7.50

No determinados 28.75 14.77
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LAS LEVADURAS COMO ALIMENTO
Agustin J. Cabello-Balbin

INTRODUCCION.

El interés en el uso de la levadura como alimento animal 6 humano ha respondido
basicamente a los siguientes factores:

- El desarrollo tecnoldgico alcanzado en la produccion de levadura de panificacion
a finales del siglo xix y principios del xx que permiti6 conocer a fondo los
mecanismos bioldgicos de su multiplicacion y contar con el equipamiento necesario
para su produccion (fermentadores, centrifugas, secadores, etc.) (Bergander1959 ).
- La disponibilidad de levadura residual proveniente de otros procesos,
fundamentalmente la produccion de alcohol y en menor medida de vino.

- La disponibilidad de fuentes de materias primas abundantes y de bajo costo, casi
siempre residuales de otros procesos como melazas, vinazas de destilerias de
alcohol, suero de leche, almidon y sus derivados, lejias sulfiticas 6 gas natural y n-
alcanos utilizables como sustrato para su desarrollo (Otero 1982).

- Baja disponibilidad 6 alto precio de fuentes convencionales de alimento, sobre
todo harinas proteicas debido a sequias, guerra ¢ alto precio de los combustibles.

En la actualidad los problemas asociados con la proteccion del ambiente han venido
a sumarse a los factores antes apuntados. En algunos casos la produccion de
levadura ha pasado a ser una variante de disminucién de la carga poluente de
algunos tipos de industria como es el caso de la industria alcoholera por via
fermentativa.

Por otra parte, el desarrollo experimentado por la ganaderia intensiva ha provocado
no solo una aumento dramatico en el consumo de alimentos de alta concentracion
de energia y proteinas, que compiten con el consumo humano, sino que también
requiere de una amplia gama de aditivos y nutrientes deficitarios en las fuentes
béasicas de alimentacion como son los cereales, especialmente el maiz, y las harinas
proteicas, especialmente la de soja (Cabello 2002).

Ademas de los macro nutrientes, en los sistemas actuales de produccién animal se

balancean una gran cantidad de micro elementos como vitaminas y minerales



mediante programas de computacion disefiados para lograr satisfacer los
requerimientos con un costo minimo en los que se toman en cuenta adicionalmente
propiedades fisicas y funcionales de los alimentos que puedan limitar su inclusion.
Todo esto demanda una gran variedad de alimentos que permita seleccionar en
funcion de sus caracteristicas nutricionales, fisicas y de precio lo que posibilita la
inclusion de algunos no convencionales como las levaduras.

Una discusién mas detallada de todos estos aspectos puede encontrarse en otras
fuentes de informacion ( Ferranti y Fiechter 1983, Baldwin 1980).

Las décadas de los 70 y 80 del siglo pasado produjeron una gran cantidad de
informacion al respecto debido a las crisis de los precios del petréleo, los problemas
de la agricultura en paises como India, China y la ex Union Soviética y la creacion de
capacidades de produccibn de levadura y otros microorganismos con fines
alimenticios como en el caso de Cuba que lleg6 a contar con una capacidad instalada
para producir 100000 toneladas por afio en un pais pequefio 6 el “boom” de las
proteinas obtenidas de hidrocarburos y de productos como el metanol y el etanol
sintéticos.

Este “boom” iniciado originalmente por multinacionales petroleras como BP, logré
materializacion industrial a mayor escala en Europa del Este y fundamentalmente en
la ex Unidn Soviética donde se instalo una planta de gran porte para producir
levadura conocido como proyecto Mozyr.

La produccion de proteina unicelular a partir de hidrocarburos fue descontinuada por

su potencial carcinogénico.

Valor de las levaduras como alimento.
Con independencia de la especie que lo va a consumir cualquier alimento debe
reunir una serie de requisitos que lo hagan aceptable como tal. Estos requisitos y su

relacion con las levaduras se discuten a continuacion.

Inocuidad
Es obvio que un alimento no debe ser causa de enfermedades, trastornos
metabolicos 6 mutaciones genéticas en él que lo consume. Esta afirmacion tan

sencilla se complica en la practica por la gran diversidad de componentes que



contienen los alimentos, por la complejidad de las reacciones asociadas a su
digestion y metabolismo y no en menor medida por la contaminacion quimica 6
microbioldgica que puede acompafarlos durante su produccion, procesamiento,
almacenamiento y forma de consumirlos.

Como quiera que no es posible lograr alimentos “perfectos” se han elaborado
algunos criterios sobre la inocuidad de los mismos en los cuales se fijan limites a la
presencia 6 contenido de determinados factores constituyentes 6 acompafantes
gue son generalmente aceptados como dafinos.

En el caso de los productos constituidos por células de microorganismos conocidos
como proteina unicelular (single cell protein 6 SCP en inglés) al cual pertenecen las
levaduras, la FAO y la WHO (organizaciones de Naciones Unidas especializadas en la
alimentacién y la salud respectivamente), a través de un grupo consultor, han
elaborado un grupo de recomendaciones cuyas recomendaciones principales han
sido recogidas en documentos especificos (PAG/UNU 1983a y b, PAG/UNU 1984) que
no solo fijan limites a la presencia de microorganismos y compuestos patégenos sino
gue también proponen las pruebas clinicas y preclinicas a las que deben se
sometidos estos productos a fin de ser reconocidas como GRAS (generally

recognized as safe) .

Digestiéon y absorciéon

Para lograr su aprovechamiento los componentes nutritivos del alimento tienen que
estar disponibles tanto en la etapa de digestion como en la etapa de absorcién. En
este sentido es necesario diferenciar entre especies poligastricas 0 rumiantes y
especies monogastricas (incluyendo al hombre) ya que el rumen 6 panza de los
rumiantes constituye una etapa de degradacion microbioldgica previa a la digestion
estomacal que le permite a este tipo de animales degradar carbohidratos
estructurales de tipo lignocelulésico y otros macrocompuestos incluyendo las
proteinas. En la Figl y en la Tabla 1 se muestran de manera comparativa las
diferencias entre ambos tipos de animales en cuanto a la digestion y absorcion de

los principales tipos de nutrientes (Wenk 1983).
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Tabla 1 Utilizacidon de nutrientes por monogastricos y rumiantes
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En el caso de las levaduras y en general de los microorganismos la envoltura 6
pared celular constituida por polisacaridos en lo fundamental constituye una barrera
natural a la digestién gastrica. Esto no debe sorprender pues una de las principales
funciones naturales de esta estructura celular es la de proteger al organismo de las
agresiones externas. Mientras la digestibilidad de los constituyentes intracelulares es
del orden del 95%, la de las células enteras no sobrepasa un 65-70% en bacterias y
levaduras y es aun menor en los hongos debido a la presencia de esta pared
(Cabello 1988). Existen una serie de métodos de tratamiento de este tipo de
materiales disefiados con el objetivo de quebrar mecanicamente 6 de disolver estas
estructuras por via quimica o enzimatica. Los métodos mecanicos se utilizan por lo
general cuando se pretende recuperar componentes intracelulares especificos de
alto valor de forma intacta, son propios de procesos en pequefia escala y presentan
costos de inversion y operacion elevados.

Los alcalis son especialmente efectivos en este sentido segun se puede apreciar en
la Tabla 2. Este tipo de tratamiento degrada colateralmente los acidos nucleicos,
desnaturaliza en cierta medida a las proteinas aumentando su solubilidad en
condiciones fisiologicas de tracto digestivo

y pueden llegar a afectar la

disponibilidad de algunos aminoacidos como la lisina (Otero 1989)

Tabla 2 Eficiencia del tratamiento alcalino sobre la proteina y el ARN de

levadura
NaOH, Tiempo, | ARN Reduccién Rendimiento, %o
% min residual, | ARN, % biomasa | proteina
%
2 5 8.19 26.81 95.22 95.13
10 8.00 30.43 94.13 93.78
15 7.95 34.56 94.22 93.66




20 5.73 51.11 93.87 93.04
5 7.528 32.76 88.75 88.31
10 7.33 34.28 87.41 87.69
° 15 6.09 44.54 86.64 87.00
20 5.11 56.21 84.21 86.48
5 4.57 64.83 85.14 86.18
10 2.43 83.27 85.00 86.21
° 15 2.00 83.76 84.72 85.34
20 1.96 84.16 84.03 85.01

En la industria, sin embargo, el método mas empleado es la llamada termolisis que
consiste en someter a las células en suspension acuosa a una temperatura de 95 °C
durante 5-7 minutos con lo que se logra el estallido de la mayor parte de las mismas
y se garantiza colateralmente la muerte térmica del microorganismo. Esta etapa del
proceso esta generalmente incorporada en el sistema de concentracidbn por

evaporacion de la suspensién celular previa al secado.

Valor nutritivo Intrinseco.

Ningan alimento contiene cualitativa ni cuantitativamente todos los nutrientes en
relacion con los requerimientos del que lo consume. En el caso de las levaduras su
composicion nutricional comparativa se muestra en la Tabla 3 (Maloney 1998).

Como se puede apreciar esta corresponde a la de las llamadas harinas proteicas y en
tal sentido su composicion en aminoacidos resulta de gran importancia por cuanto la
utilizacion de levadura en la racion estard encaminada principalmente a suplir
requerimientos de proteina, especialmente de aquellos aminoacidos considerados
esenciales porque no pueden ser sintetizados por el organismo del consumidor.

La evaluacién y comparacion del valor nutricional de las proteinas ha sido objeto de
gran estudio y se han desarrollado una gran cantidad de indicadores comparativos
gue toman generalmente como patrén de proteina de mayor calidad la caseina de la

leche o] la albimina de



Tabla 3 Composicion aproximada de levaduras industriales
(g./kg.m.s.)

Componente* Levadura panadera |[Levadura de cerveza
Carbohidratos 180-440 390-600
Proteinas 380-590 370-420
Cenizas 45-75 73-81

AND + ARN 52-95 39-43
Lipidos 40-50

Fosforo 10-19 14-20
Azufre 3.9

Potasio 20-21 17

Sodio 0.12-0.3 0.7

Calcio 0.6-0.75 1.3

Hierro 0.02-0.03 0.1
Magnesio 1.3-1.65 2.3

Cobalto 0.008 0.0002
Cobre 0.008 0.033
Manganeso 0.0059 0.0057

Zinc 0.170-0.197 0.0387
Cromo 0.0005-0.0025

Niquel 0.003

Estafio 0.003

Molibdeno 0.00004

Litio 0.000017

Vanadio 0.00004

Selenio 0.005

Pantotenato (Coenzima A) 0.065-0.10 0.110-0.120
Colina (membranas) 2.71-4.00 3.80-4.55
Tiamina (Vit B1) 0.090 -0.165 0.092-0.150
Riboflavina (Vit B2) 0.040-0.100 0.035-0.045
Acido nicotinico/niacina (NAD) 0.30-0.585 0.450
Piridoxina (Vit B6) 0.020-0.040 0.043-0.050
Biotina 0.0006-0.0013 0.001
p-aminobenzoato 0.160 0.005
Inositol 3.0 3.9-5.0
Acido félico 0.013-0.015 0.010

huevo. Una discusion en detalle de estos indicadores se puede consultar en el clasico

trabajo de Sheffner (1967).Las levaduras se ubican de acuerdo a estos indicadores

en una posicion similar a otras proteinas de origen vegetal como la soja.

Lo mas interesante en relacion con las levaduras es que su alto contenido de lisina

permite un mejor aprovechamiento de las proteinas de los cereales en las cuales

este aminoacido esencial es limitante si ambas fuentes se combinan en la racion.



Aunque en el mercado existe la posibilidad de adquirir lisina obtenida por via
fermentativa y se han desarrollado genotipos de maiz de alto contenido de lisina, el
aporte de otros aminoacidos y nutrientes no proteicos aportados por la levadura
resulta generalmente mas eficiente y economico.

El déficit de metionina y otros amino&cidos azufrados de la levadura es tipico de
todas las proteinas vegetales convencionales ¢ de origen microbiano y puede ser
subsanado con metionina sintética. Estudios realizados en Cuba relacionados con el
uso de metionina sintética al 0.2% en raciones de cerdos donde la proteina fue
aportada de forma total por la levadura demostraron que se justifica
econdmicamente por la mejora de la conversion alimentaria en términos de carne
(Namer et al 1989). En pruebas en ratas el valor biolégico de la levadura aumento
de 56 a 92.4% al ser suplementadas con metionina (Lezcano 1989).

La composiciébn comparada de las vitaminas en cereales se presenta en la Tabla 4.
Los valores de vitaminas de la levadura (Tabla 3) deben ser multiplicados por 100
para compararlos con los de los cereales o que permite apreciar que las levaduras

son aportadores de vitaminas en mayor medida que estos.



Tabla 4 Contenido de vitaminas del complejo B en cereales (mg/100 g. de

m.s.)

Material Trigo Centeno | Cebada | Avena Maiz Sorgo | Mijo
Tiamina 3.5-5 2.6-4.4 3.1-3.7 4.3-6.4 2.8-3.7 4 11
Niacina 42-43 9-16 53-65 8-18 14-21 29 28
Riboflav. 1.1-1.3 |[1.3-15 1.2-14 1-1.3 0.6 0.9 0.8
Piridox. 4.6 2.3 3.6-4.3 1.2 4.8 --- 2.3
Pantoten. 10.9 9-10 10 11.2 8 11 9.4
Folico 0.44 ———- 0.59 0.22 0.31 -—- 0.14
Biotina 0.09 0.05 0.07- 0.18-0.29 | 0.065 -—- 0.01

0.13

Es importante tomar en cuenta en el caso de la levadura y otras proteinas de origen
microbiano que el andlisis bromatoldgico convencional de proteina bruta basado en
la técnica de Kjeldahl y consistente en multiplicar el contenido de nitrégeno por un
factor de 6,25 induce a una sobrestimacion del contenido de proteina verdadera por
la presencia de sustancias nitrogenadas no proteicas, fundamentalmente acidos
nucleicos en este tipo de material. El alto contenido de acidos nucleicos en levaduras
y bacterias es debido a su altisima velocidad de reproduccién en comparacion con
los vegetales y los animales. Un factor de multiplicacién del nitrégeno total de 5,5
brinda una aproximacion mas exacta del contenido de proteina en levaduras

La ingestion excesiva de acidos nucleicos provoca acumulacion de acido Urico en
articulaciones (gota) en animales que no disponen de la enzima uricasa que permite
la eliminacién por la orina de alantoina como producto de degradacién de estos
acidos.
Por otro lado, el contenido de vitaminas hidrosolubles de la levadura esta
influenciado en gran medida por le sustrato 6 fuente de carbono a partir del cual se
produce la misma. En general la levadura mas rica en vitaminas es la de cerveza
por lo que ha sido empleada tradicionalmente para afecciones cutaneas como el
acné en humanos.

Los minerales constituyen el otro grupo de nutrientes importantes presentes en la
levadura por su efecto en el metabolismo animal. En la Tabla 5 se presentan los

niveles de minerales tolerables en diferentes especies de animales (Wenk 1983).



Una simple comparacion de las Tablas 3 y 5 permite comprobar que la levadura es
un importante aportador de macroelementos como fosforo, calcio y magnesio.

El fésforo en la levadura estd en buena medida formando parte de los &cidos
nucleicos, aunque también como fosfolipidos y ATP. En cualquier caso su
disponibilidad es alta por encontrarse en forma de ion fosfato y no formando parte

de compuestos no asimilables del acido fitico como sucede en muchos vegetales.

Tabla 5 Niveles tolerables de minerales en animales domésticos

Elemento | Unidades ) ) Especie
Bovino | Ovino Cerdo Pollo Caballo
Al ppm 1000 1000 (200) 200 (200)
As inorg ppm 50 50 50 50 (50)
As org ppm 100 100 100 100 (100)
Br ppm 200 (200) 200 2500 (200)
Ca % 2 2 1 1.2-4 2
Cu ppm 100 25 250 300 800
F ppm 50 60-150 150 200 (40)
[ ppm 50 50 400 300 5
Fe ppm 1000 500 3000 1000 (500)
Pb ppm 30 30 30 30 (30)
Mg ppm 1000 1000 400 2000 (400)
Hg ppm 2 2 2 2 (2)
P % 1 0.6 1.5 0.8-1.2 1
K % 3 3 (2) (2) (3)
Se ppm (2 (2 2 2 3
NaCl % 4-9 9 8 2 (3)
Zn ppm 500 300 1000 1000 (500)

Algunos microelementos

son cofactores necesarios para la actividad de ciertas

enzimas 6 ejercen un papel decisivo en la biosintesis de sustancias reguladoras del
metabolismo. La adicién de estos elementos en premezclas de uso forrajero y en
suplementos alimentarios de uso humano se ha convertido en una préactica comun.
La disponibilidad biolégica 6 asimilacion de los mismos en forma organica es mayor
que cuando se suministran en forma de sales inorganicas.

En tal sentido se han reportado resultados impresionantes para el selenio y el cromo

(Hemken et al 1998, Mahan et al 1996, Mowat 1994) cuando se han utilizado estos



elementos en forma levaduras enriquecidas en los mismos obtenidas por técnicas
de fermentacion disefiadas a tales efectos.

Bajo estas condiciones estos elementos son incorporados a proteinas como el
glutation y a aminoéacidos azufrados y metabolizados por las mismas vias. En el
caso del cromo trivalente, este es el cofactor de la insulina y como tal juega un

papel importante en el metabolismo de los azUcares.

Efectos sobre la salud

Los sistemas de produccién ganadera actuales son de tal intensidad que generan
stress sobre los animales. La alta densidad de animales por unidad de area, el corto
ciclo de vida, la alta concentracién de nutrientes de la racion y la seleccion de lineas
genéticas de rapido desarrollo y alta conversion pero de baja capacidad de respuesta
a las agresiones del ambiente han conllevado al uso frecuente de antibiéticos y otros
medicamentos para proteger sobretodo el tracto digestivo donde radica el mayor
peso de la eficiencia de produccién de carne, leche, huevos y otros productos
pecuarios.

En los dltimos afos la presion de instituciones gubernamentales y de los
consumidores ha obligado a disminuir 6 eliminar el uso de sustancias quimicas y
antibidticos en los alimentos para animales.

Dentro de la diversidad de nuevos productos utilizados los llamados probiéticos de
origen microbiano” son capaces de establecerse y eventualmente colonizar el tracto
gastrointestinal y de esa forma mantener O incrementar la biota natural para
prevenir la colonizacion de organismos patdgenos y asegurar una utilidad 6ptima del
alimento” (Vanbelle et al 1990). Para una discusibn mas detallada sobre los efectos
fisiologicos de los probioticos puede consultarse a Brizuela (2003).

Junto a las bacterias lacticas las levaduras del género Sacharomyces son utilizadas
como estabilizadoras de la flora intestinal. En este caso las células se alimentan
enteras y vivas por lo que los preparados deben tomar en cuenta el ataque de los
jugos gastricos a nivel del estomago. Existe una amplia disponibilidad de estos
productos en el mercado de aditivos forrajeros como el Biosaf de la firma Lesaffre y
algunos para la prevencién 6 tratamiento de diarreas en humanos como el Floratil

de la firma Merck .



A diferencia de los probiéticos, los llamados “prebioticos”, son compuestos derivados
de la pared celular de las levaduras y constituidos por polisacaridos del tipo glucanos
y méananos. Su modo de accibn no esta totalmente establecido aunque
aparentemente actian sobre mas de un mecanismo inmunoldgico sirviendo de sitio
de adhesion para toxinas y patégenos que de otra forma se fijarian en la pared
intestinal (Spring 1996,1998).

Propiedades fisicas y funcionales.

Ademés de sanos y nutritivos los alimentos deben reunir otras caracteristicas de
indole fisica y quimico fisica que faciliten su empleo practico y que permitan su
inclusion en presencia de otros alimentos y nutrientes. Estas propiedades son
importantes tanto para el fabricante de férmulas 6 balanceados como para el
consumidor final e incluyen aspectos tales como humedad, tamafio de particulas,
densidad de bulto, palatabilidad, oxidacion y otras. En el caso de alimentos de
consumo humano preparados industrialmente estas exigencias aumentan en funcion
del tipo de alimento y del objetivo buscado.

La humedad ademas de su influencia sobre la conservacion juega un papel
importante en la compactacion (caking) del producto y guarda una estrecha relacion
con el tipo de envase a emplear y con la altura de la estiba de sacos en los
almacenes. La experiencia en Cuba con levaduras producidas a partir de melazas,
envasadas en sacos multicapas de papel kraft de 25 kilogramos y estibados hasta
una altura de 8 sacos es que se produce compactacién en los sacos que demanda
operaciones adicionales de desgranamiento del material antes del mezclado con los
otros componentes del alimento.

La inclusidon de una capa de PVC de densidad media mejora sustancialmente este
problema.

La opcion de utilizar levadura en forma de crema termolizada y concentrada hasta
20-22% de sdlidos en raciones para cerdos en engorde tal cual 6 en mezcla con
siropes azucarados (mieles enriquecidas) ha sido ampliamente explorada en Cuba
como un via de disminuir sustancialmente los costos de produccién de la levadura al
eliminar el secado y el envase en el proceso tecnoldgico. Esta variante se aplica

cuando es posible garantizar un alto nivel de higiene en la manipulacion del



producto y lograr que el mismo sea consumido en las siguientes 24 horas después
de su fabricacion. Aunque se logran ahorros siempre que la transportacion sea a
corta distancia 6 pueda ser efectuada por bombeo este sistema de operacion es
muy tenso y riesgoso por lo que su aplicacion solo es posible en casos aislados.

El tamafio de particulas esta asociado con el caracter mas o menos pulverulento del
material y la afectacion que esta propiedad puede tener en afecciones respiratorias
de los animales y del personal que lo manipula.

El secado por atomizacion (spray drying) se ha generalizado porque permite un
tiempo de contacto a alta temperatura muy corto lo que evita dafios térmicos de las
proteinas, por una mayor densidad de bulto del material en comparacién con el
secado en secadores de tambor 6 rodillos y porque permite altas capacidades de
produccién con equipamiento compacto. Este tipo de secado entrega un material
sumamente fino, similar al de la leche en polvo con la diferencia de que ésta
generalmente se diluye en agua para ser consumida lo que evita problemas de este
tipo.

En raciones con alta proporcion de trigo esta levadura produce empaste en el pico
de las aves lo que limita el consumo de alimento.

Las levaduras de recuperaciéon de la producciéon de alcohol generalmente se secan
en secadores de tambor por tratarse de volumenes menores y porque en las
destilerias es posible aplicar diferentes esquemas de uso del vapor que facilitan el
empleo del mismo. Este producto se obtiene en forma de escamas u hojuelas con
una densidad de bulto algo menor y mucho menos polvo.

Experimentalmente se ha podido comprobar que la levadura secada de esta forma
tiene, en ratas, una digestibilidad algo mayor y un valor biolégico ligeramente
inferior a la secada por atomizacion (Alvarez et al 1981).

En relacion con la palatabilidad las levaduras no presentan problemas en los
animales. En humanos cuando su incorporacion en la dieta es mayor que la de un
simple aditivo su sabor no resulta agradable. Solo en épocas de guerra ha sido
utilizada la levadura de forma mas 6 menos masiva como en el caso de Alemania
durante las dos Guerras Mundiales del siglo XX.

La incorporacién de proteina vegetal en embutidos como extensor carnico y en

menor medida en productos lacteos es algo que se realiza cominmente utilizando



concentrados y aislados proteicos de soja y que ha sido intentado en varias
oportunidades utilizando levadura. En este tipo de aplicacion ademas del sabor
resultan de gran importancia otras propiedades tales como la solubilidad de la
proteina, su capacidad de retencion de agua, la viscosidad, la capacidad de
emulsionar grasas 0 la formacioén de espumas.

Hasta la fecha el mayor uso encontrado ha sido en productos a base de cereales y
de reposteria con niveles de inclusion maximos del orden de 10%.

Un trabajo extensivo en el tratamiento de levaduras para modificar sus propiedades
fue el realizado por Giehart y Potter (1978).

Contradictoriamente a partir de levadura se producen saborizantes de agradable
tono de sabor cérnico de amplio uso sobretodo en sopas en polvo y sazonadores
para carnes liquidos 6 secos. La produccion de este tipo de producto conocido como

autolizado 6 extracto de levadura se detalla en otro capitulo de esta monografia.

Resultados en el uso de levaduras en alimentacion animal.

El uso de levaduras en diferentes especies esta condicionado ademas de por los
aspectos de inocuidad, valor alimenticio, aspectos de salud y propiedades fisicas y
funcionales de manera decisiva por el precio de mercado de las mismas. Estos
precios dependen en cada pais de una compleja interaccion de factores econémicos,
fiscales y hasta juridicos que norman el sector agropecuario y la proteccion a
productores agricolas de determinados cultivos.

Estos factores determinan que el interés por el uso de levaduras como fuente
proteica sea mucho menor en paises con abundancia de soja y otras fuentes
convencionales de proteina y que el uso de levaduras se restrinja al de un aportador
de vitaminas y eventualmente de lisina.

Por otra parte, siendo la proteina un componente de costo decisivo en la produccion
animal resulta logico que las proteinas mas costosas se destinen a los usos de
mayor atractivo econémico 6 donde los requerimientos de la especie asi lo exigen.
Algunos de los casos donde la levadura ha logrado un nivel de introduccién
apreciable en funcién de estos criterios es en la formulacién de sustitutos lacteos
para terneros y en la alimentacibn de especies marinas en cautiverio como el

camaron.



En el caso de engorde toros resulta mas ventajosa la utilizacion de fuentes proteicas
de menor calidad y precio como la harina de semilla de algodon ya que en este tipo
de animal la proteina se degrada en buena medida en el rumen y es transformada
en proteina de constitucion de los microorganismos que lo pueblan.

El cerdo constituye una especie donde la levadura no tiene limites de inclusién en la
etapa de crecimiento-engorde (Lezcano 1989).

En la Tabla 6 se presentan los limites de inclusion propuestos para diferentes
especies y categorias de animales por un fabricante europeo de levadura forrajera
obtenida a partir de lejias sulfiticas residuales de la produccion de papel (Biocel, a. s.
2002). Estos limites de inclusion resultan conservadores y pueden estar asociados a

la materia prima de procedencia para la levadura.

Tabla 6 Niveles de inclusiéon maximo de levadura para diferentes especies

Especie Nivel Maximo, % | Especie Nivel Maximo, %
Lechones 5 Ganso 3
Cerdo (< 35 kg) 10 Trucha 8
Cerdo (35-65 Kg.) ilimitado Carpa 10
Cerdas (reprod) ilimitado Nutria 6
Broiler (Fase 1) 3 Perro 5
Broiler (Fase 2) 9 Armifio 10
Gallinas 10 Faisan 5
Pavo (Fase 2) 3 Ciervo ilimitado
Pavo (Fase 3) 8 Caballo 15 (premezcla vit +
minerales)
Pato 6
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CAP 6 POTENCIADORES DE SABOR A PARTIR DE LEVADURAS
Isabel Guerrero Legarreta

Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa

EL SABOR DE LOS ALIMENTOS Y LOS COMPUESTOS QUE LO PRODUCEN
La calidad de un alimento se basa en: sanidad; color, sabor y textura, y valor
nutricional. El sabor describe la respuesta a un estimulo, aunque el término
también se emplee para describir al estimulo mismo. El sabor, sin embargo, se
define como la suma de todas las caracteristicas de un alimento percibidas en la
boca por los sentidos del gusto y del olfato, asi como por los receptores tactiles de
la boca, e interpretados por el cerebro (Hall, 1968).

Esta definicién indica la complejidad del reconocimiento fisico de los sabores en los
alimentos. El sabor, o “flavor”, existe solamente cuando los aromas y caracteristica
texturales se combinan y son reconocidos por parte del consumidor. De tal forma
que los anosmicos, o personas que han perdido la capacidad de percibir olores,
consideran que los alimentos no son apetecibles.

El sabor estda compuesto de sensaciones quimicas; gusto, olfato y sensaciones
nerviosas (trigeminales). Los estimulos que producen sensaciones de sabor son
compuestos quimicos que reaccionan con los receptores en las cavidades oral y
nasal produciendo respuestas reconocibles.

Las sustancias que producen sabor derivan de una gran variedad de fuentes:
algunos se encuentran en forma natural en los alimentos mientras que otros se
producen durante el procesamiento por la accién de las condiciones de operacion,
0 por interaccion entre componentes quimicos. En gran niumero de alimentos la
accion enzimatica inicia la liberacién de compuestos relacionados con el sabor; al
romper el tejido durante el procesamiento o la masticacion la accion de las
enzimas sobre el sustrato también da como resultado la produccion de sabores. El
metabolismo de los lipidos produce varios compuestos de sabor como esteres,
éteres, aldehidos y cetonas, mientras que los aminoacidos generan compuestos

fendlicos, y los carbohidratos producen terpenos.



Otro tipo de compuestos quimicos relacionados con el sabor son los volatiles, los
cuales se liberan durante la masticacion y son percibidos por la cavidad olfativa
(que incluye la boca y la nariz).

Finalmente, el sabor también es producido por la interaccion de compuestos
presentes en el alimento. Tal es el caso de las reacciones de oscurecimiento en sus
varios tipos (reacciones de Maillard, oxidacion de acido ascorbico, caramelizacion y
accion de enzimas), por oxidacion de lipidos y por interacciones entre
carbohidratos.

La aceptacién por parte de los consumidores del sabor de un alimento implica, no
solo las notas de sabor caracteristicas, también la percepcion de “cuerpo” o
“satisfaccion”, las cuales estan relacionadas con una apreciacion intensa del sabor.
Se ha estudiado ampliamente a los compuestos quimicos responsables de esta
sensacion de “satisfaccion”, reportandolos como potenciadotes de sabor. Los
componentes no volatiles o hidrosolubles de los alimentos causan las sensaciones
de “satisfaccion”, y son los componentes considerados como responsables del
gusto de los alimentos; estos componentes hidrosolubles incluyen nucledtidos,
aminoacidos, péptidos, acidos organicos, azlcares, bases organicas como la
creatina, creatinina, betainas, etcétera, asi como iones inorganicos. Cada
componente tiene al menos uno de los sabores basicos (salado, dulce, amargo y
acido). Sin embargo, la calidad de sabor caracteristica cambia en funcidén de la
concentracion de cada componente, del pH y de las interacciones entre
componentes. Consecuentemente, el sabor de un alimento se determina por una
combinacién compleja de compuestos hidrosolubles y volatiles en condiciones
especificas.

UMBRAL DE PERCEPCION DE SABOR

La presencia de un compuesto en concentraciones minimas puede afectar su
reconocimiento. El umbral de deteccidon de sabor es la concentracion a la cual se
puede distinguir un compuesto de su control; el umbral de reconocimiento es la
concentracion a la cual un compuesto se puede identificar correctamente. Para la

mayoria de los consumidores, la concentracion del umbral de reconocimiento es



mayor que la de deteccion. Ambos umbrales, deteccion y reconocimiento, varian
para cada uno de los sabores basicos. Para un sujeto promedio, el sabor amargo
tiene el umbral mas bajo, seguido por acido, salado y dulce. El umbral también
varia entre individuos, y aun de un dia a otro para la misma persona. Los cuatro
sabores basicos también tienen temperaturas dptimas de deteccion: dulce y acido
a 35a 50 °C; saldo a 18 a 35 °C y amargo a 10 °C (Carden y Baird, 2000).

POTENCIADORES DE SABOR
El término de potenciadores de sabor se aplica a cerca de diez compuestos: acido
glutdmico, y acidos guanilico e inosinico y sus sales. Estos compuestos estan
presentes en forma natural en varias materias primas en alimentos (Tabla 1).
Existe la teoria de que las concentraciones altas de potenciadores de sabor en
carnes y pescado son la causa de la amplia aceptacion de estos alimentos. Sin
embargo, la concentracion de nucléotidos es considerablemente mayor en
levaduras.
Tradicionalmente, se han empleado dos potenciadores de sabor: la salsa de soya y
los extractos de levaduras, ambos obtenidos por hidrdlisis enzimatica de proteinas
vegetales o animales, y conteniendo uno o varios de los compuestos antes
mencionados. Estos ingredientes se han empleado por siglos en la preparacion de
comida del Sureste de Asia, y en el resto del mundo a partir de 1970.

Tabla 1. Concentraciones de potenciadores de sabor encontrados

en forma natural en alimentos (mg/racion)

IMP GMP AMP MSG
esparragos 0 trazas 4 trazas
tomate 0 0 12 5

pepinos 0 0 2 trazas



cebollas trazas 0 1 4

champifiones 0 216 31

setas 0 trazas 19 0

res 163 3.7 7.5 42
puerco 186 3.5 8.6 29
pollo 115 2.2 13.1 56
atun 286 - 5.9 24
macarela 630-1310 - trazas 7

Aunque se han reconocido cuatro sabores basicos (saldo, dulce, amargo y acido)
se consideran también otros sabores: astringente y wumami. La astringencia se
relaciona quimicamente con la presencia de taninos; es fundamentalmente una
reaccion muy suave de precipitacion de glucoproteinas de la saliva que reduce las
caracteristicas de lubricacion de esta. El umami es la palabra japonesa que
describe algo delicioso o con sabor intenso. Los compuestos quimicos responsables
del umami son bases puricas, 5-nucledtidos: inosinato disddico (IMP), guanilato
disédico (GMP) y adenilato disédico (AMP), asi como el glutamato monosddico,
sales de inosin monofosfato, guanosin monofosfato y adenosin monofostato,
respectivamente Sin embargo, la industria alimentaria utiliza principalmente IMP y
GMP (figura 1).

Debido a supuestos o reales problemas relacionados con el consumo de acido
glutamico y su sal, el glutamato monosddico (MSG), que van desde efectos leves
como aumento en la sensacion de sed hasta muy graves como reacciones alérgicas
(Moriselli y Garanthini, 1970, la demanda del MSG ha disminuido; como

alternativa, la industria alimentaria emplea a los 5’-nucleétidos.
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Figura 2. Estructura de inosin monofosfato y guanosin monofostafo,

principales compuestos potenciadores de sabor.

La figura 2 indica los componentes principales de sabor en alimentos de origen

vegetal y animal que se relacionan con los nucleétidos asi como el MSG.

Kemp y Beauchamp (1994) sugirieron algunas definiciones que aclaran el papel
que juegan en los alimentos potenciando o modificando su sabor. Estos autores
consideraron a un potenciador de sabor como un compuesto que aumenta la
intensidad percibida del sabor sin intervenir con este; un modulador de sabor en
apariencia lo potencia pero en realidad suprime a otros sabores presentes de tal

forma que el primero domina. En general, un potenciador de sabor aumenta la

sensacion de sabor placentera producida por otra sustancia (Pszczola, 2004).
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Figura 1. Modelo constitutivo del sabor de alimentos de origen

La combinacion de IMP y GMP tiene efecto sinergistico; la potenciacién de sabor
de la combinacion de ambos es mayor que la suma de cada uno si se anadiera por
separado. Si se aflade MSG a las mezclas de IMP y GMP, el umbral de percepcién
de sabor se reduce drasticamente, por lo que se potencian los sabores ain mas.
Sin embargo, se detectan diferencias en el sabor si se emplea una solucién de
MSG puro, y se emplea una mezcla de MSG con nucleétidos, aunque la intensidad

de sabor se ajusten a la misma deteccion. Los nucledtidos comercialmente



disponibles, permitidos para su uso en alimentos (generalmente se usan sales de
calcio), son IMP, GMP y una mezcla al 50% de ambos.

Se creia que los potenciadores de sabor no tenian sabor o gusto en si mismos, sino
que aumentaban o modificaban el sabor de los alimentos a los cuales se afadian.
La diferencia en calidad de sabor entre MSG solo y una mezcla de nucledtidos mas
MSG, es que las mezclas tienen un sabor a carnico, ademas de potenciar el sabor.
Por este motivo son mas empleados en alimentos como sopas, salsa, productos
carnicos, etcétera (Varavinit y cols., 2000). Mas aun, aunque la calidad de sabor de
IMP y GMP en presencia de MSG es similar, GMP da mas sabor de “cuerpo” que
IMP. El MSG tiene sabor por si mismo, los nucleétidos no. En presencia de MSG los

valores de umbral de IMP y GMP son 0.25 y 0.125 g/L, respectivamente.

RELACION DE LA ESTRUCTURA CON EL SABOR

Las teorias de potenciacion del sabor han sido varias y controvertidas, los
investigadores no estan de acuerdo si el umami posee 0 no un sabor caracteristico
por si mismo. Recientemente se reportd que la respuesta oral del MSG y de los
nucledtidos es independiente a los sabores basicos, lo que confirma que umami es
un sabor por si mismo. Los compuestos involucrados en el umami parecen que
reaccionan en forma sinérgica con los nucledtidos que se encuentran naturalmente
en los alimentos, potenciando el sabor (Sugita, 1986). Se ha sugerido también
que los compuestos umami contribuyen a la sensacién de saciedad bucal. Los
potenciadotes aumentan la percepcidn de sabor en los alimentos, pero no
incrementan la intensidad de los sabores basicos. De hecho, los moduladores de
sabor tales como el MSG reducen los sabores dulce y amargo, y aumentan el
salado. Los sabores procedentes de los nucledtidos también pueden suprimir o
enmascarar sabores y aromas en alimentos. Uno de las mas importantes
caracteristicas de los potenciadotes de sabor es su habilidad para “redondear” o
“suavizar” el efecto de sabor del alimento, lo que es debido a la activacién multiple
de varios receptores del sabor (Kemp y Beauchamp, 1994; Nagodnawithana,

1994). Otra teoria acerca de la causa en que algunos compuestos actien como



potenciadores de sabor se basa en el hecho de que tienen tres sitios receptores del
sabor disponibles para unirse con compuestos del sabor en las papilas gustativas,
en lugar de dos sitios como es el caso de los sabores basicos.

Kuninaka (1960) estudid la relacion entre la potenciacion del sabor y la estructura
quimica de los nucledtidos; concluyd que los ribonucledtidos puricos, que tienen un
radical hidroxilo en el carbono 6 del anillo de purina, y un éster fosfato en el
carbono 5’ de la fraccion ribosa, son potenciadores mientras que los fosforilados en
las posiciones 2’ y 3’ de la ribosa no lo son. Consecuentemente, IMP, GMP y XMP
(xantilato disédico) son potenciadores. Los desoxiribonucledtidos de la purina que
tienen un radical hidroxilo en el carbono 6 del anillo de purina y un fosfato
esterificado en la posicion 5 de la fraccion desoxiribosa también son
potenciadotes, pero con menor intensidad a los ribonucledtidos (Nakao y Ogata,
1960). El fosfato esterificado en la posicién 5’ de la fraccion ribosa es necesario
para reducir el umbral de percepcidén; ademas, es necesario que exista una
disociacion del hidroxilo ya que, si este esta esterificado o acidificado, la capacidad
potenciadota desaparece (Honjo y cols., 1963). Los derivados sintéticos de
nucledtidos tales como 2-metil-IMP, 2-etil-IMP, 2-N-metil-GMP, 2-metil-tio-IMP y 2-
etil-tio-IMP potencian en mayor grado en presencia de MSG (Yamasaki y cols.,
1968; Yamaguchi y cols., 1968).



PRODUCCION DE 5’-NUCLEOTIDOS A PARTIR DE LEVADURAS

Aunque los 5-nucledtidos estan presentes varias materias primas alimentarias
tales como proteinas vegetales y animales hidrolizadas, extractos de levaduras,
extractos de carne, extractos vegetales, etcétera, industrialmente se producen a
partir de levaduras.

Las levaduras, con un alto contenido de acido nucleico (cerca del 10% RNA en
base seca), son una excelente fuerte de 5-nucleétidos al procesar la biomasa por
autdlisis o hidrdlisis parcial. Si estos compuestos se incorporan a la biomasa de la
levadura se produce un extracto enriquecido. Se han empleado como materias
primas levaduras, primarias o residuales de panaderia, cerveceria y de la
produccién de alcohol a partir de cafia de azUcar.

La liberacién del contenido citoplasmatico se lleva a cabo por autdlisis o por
hidrdlisis empleando enzimas exdgenas. En el caso de la autdlisis, previamente se
aplica desintegracion soénica; la autdlisis se lleva a cabo en presencia de acido
adipico u otro inductor de lisis (HCl o NaOH 1 M) ajustado el a pH 4-7, y elevando
la temperatura a cerca de 50°C por 24 horas. Las enzimas se inactivan calentado
a 85°C por 10 min. Finalmente el sobrenadante se separa por centrifugacion.
Debido a que el contenido citoplasmico contiene cominmente péptidos amargos,
estos se eliminan por adsorcién empleando carbono activado o algun adsorbente
similar, y calentando a cerca de 50°C; finalmente se centrifuga el extracto.

La hidrdlisis enzimatica generalmente se lleva a cabo por accion de 5'-
fosfodiestearasa, la cual actla sobre la pared celular asi como sobre el RNA; se
practica también la conversién de 5-AMP en 5-IMP por accién de 5'-desaminasa
adenilica. La suspension, rica en nucledtidos, se centrifuga y finalmente se seca.
Sin embargo, es practica corriente promover que la autdlisis y la hidrolisis
enzimatica ocurren en forma serial para aumentar el rendimiento del proceso.

En algunos casos, por ejemplo cuando se utiliza levadura residual de panaderia,
con el fin de aumentar la cantidad de compuestos citoplasmaticos extraidos se
emplea una mezcla de enzimas citoliticas (beta-1,3-glucanasa, proteasas,

hemicelulasas, pectinasas y amilasas).



Komorowska y cols. (2003) reportan una extraccion maxima de 13.28 mg/g
(IMG+GMP) a partir de levaduras de panaderia, mientras que Lee y cols. (2004)
obtuvieron un rendimiento de maximo de 6.2 mg/g biomasa (IMP), 35.5 mg/g
biomasa (GMP) y 7.8 mg/g de biomasa (AMP) empleando una mutante de Pichia
anomala.

Ademas del origen de las levaduras, las condiciones de proceso afectan
profundamente la calidad y rendimiento de los extractos de levadura. Chae y cols.
(2001) reportan la extraccién de nucléotidos a partir de levaduras residuales de
panaderia y de cerveceria empleando una combinacion de enzimas (endo vy
exoproteasas, 5'-fosfodietearasa y AMP-desaminasa), observando que la dosis de
exoproteasa disminuye notablemente el rendimiento y las caracteristicas
sensoriales del extracto; los autores obtuvieron un rendimiento éptimo de 3.67%

de 5-nucledtidos empleando una combinacién de las enzimas mencionadas.

COMERCIALIZACION DE POTENCIADOTES DE SABOR

La produccion de potenciadores de sabor a partir de hidrdlisis de levaduras es un
mercado muy amplio para la industria alimentaria. La tabla 2 enlista algunas
compafias que comercializan este tipo de producto.

Nippon Paper Chemicals™ (Japdn) comercializa un extracto de levadura (SK Yeast
Extract Series™) fabricado a través de procesos de fermentacién e hidrdlisis de
Candlida utilis en sustrato de melazas; este producto tiene un alto contenido de 5'-
IMP y 5-GMP, menos olor residual que los producidos a partir de levadura de
cerveceria. Las concentraciones de extracto de levadura recomendadas por esta
empresa para su adicién en alimentos son 0.1 a 0.5% en productos carnicos y
pescado; 0.1 a 5% en sopas y salsas; 0.1 a 0.5% en encurtidos; 0.1 a 1% en
productos lacteos y congelados; 0.1 a 5% en snacks y sasonadores

(http://www.npchem.co.jp/e/product/yeast extract/food.html,). La levadura de

panaderia es comercializada por empresas como Levapan S.AM
(www.levapan.com) en productos imitacion de sabor a pollo y res, para su adicion

a entradas, salsas, sasonadores, sopas, snacks y otros.


http://www.npchem.co.jp/e/product/yeast_extract/food.html

La produccion de extractos de levaduras a través de hidrdlisis enzimatica plantea
algunos problemas; si hay presentes amilasas termoestables en el extracto final,
pueden alterarse las propiedades fisicas de alimentos como sopas o salsas ya que
las amilasas degradan el almidéon haciendo al alimento menos viscoso.
Novozymes™® comercializa la enzima Alcalase™ para ser usada en la hidrdlisis de
levaduras. El productor indica que esta enzima no contiene actividad de amilasa,
evitado problemas de reduccion de viscosidad en pastas o sopas

(www.novozymes.com).

Empleando la propiedad de IMP y MGP en presencia de GMS de impartir notas a
carnicos en los productos a los que se anade, varias empresas comercializan
potenciadotes que también imparten sabores carnicos (Provesta™). Los extractos
de levadura también producen notas a queso, como es el caso de un producto
comercializado por Edlong Flavors™; Gaalrd-Schlesinger Industries™ produce
extractos a partir de 7orula, en una variedad de sabores (Pszczola, 2002).

Provesta™ ofrece extractos con sabores a pollos, res y jamdn, entre otros.


http://www.novozymes.com/

Tabla 2. Algunas comparfiias productoras y comercializadoras de

potenciadores de sabor

Accurate Ingredients, E.U.A.
Ajinomoto, Japon

Alltech, E.U.A.

Anhui Koyo, Japon

Arnhem Group, E.U.A.

Astaris, E.U.A.

Basic Food Flavors, E.U.A.

Bell Flavor & Fragrances, E.U.A.
Carmi Flavors & Fragrances,
E.U.A.Comax Flavors, E.U.A.

DNP International, E.U.A.

DSM Food Specialties, E.U.A.
Eastman Chemical, E.U.A.

Edlong Flavors, e.u.a.

Fushun Dufengxuan Food Ingredients,
China

Gaalrd-Sclesinger Industries, E.U.A.
H&A Canada Industria, Canada
Helm AG, Alemania

Kikoman, Japén

Lallemand Advanced Baking
Solutions, Canada

Lea & Perrins, E.U.A.

Levapan, S.A., Colombia

Macco Organiques Inc., Canada
Mitusbishi, Japon

Nippon Paper Chemicals, Japon
Ningxia Huinong Lihe, China
Novozymes, e.u.a.

Oxford Chemicals, Gran Bretana
Provesta, E.U.A.

RC Treatt, Gran Bretafa
Savoury Systems, E.U.A.
Sensory Effects, E.U.A.

Shenzen SED, China
Sigma-Aldrich Flavors & Fragrances, ,
E.U.A.

Star Lake Biosciences, China
Superior Quality Foods, Canada

Van Hees & Gewurzmuhlen, Alemania




Los potenciadores de sabor tienen cada vez mas demanda en la industria
alimentaria. La utilizacién de levaduras primarias y residuales para la obtencion de

estos compuestos se plantea como un proceso redituable y factible.
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LEVADURA COMO COMPLEMENTO ALIMENTARIO PARA HUMANOS

Jorge Soriano-Santos y Isabel Guerrero-Legarreta

Departamento de Biotecnologia, Universidad Autdnoma Metropolitana-Iztapalapa.

La levadura como complemento alimentario, se ajusta al concepto de alimento
funcional ya que es capaz de producir efectos metabdlicos y fisioldgicos
comprobados, como disminuir la glucemia, profilaxis de cancer de préstata, etc.
Ademas de sus funciones nutricionales basicas, a los compuestos quimicos que
contiene, se les puede considerar como nutracéuticos, como son los diferentes
complejos de cromo o selenio, etc. (Roberfroid, 1999).

La levadura (Saccharomyces sp.) se puede utilizar tanto para la alimentacion
humana como animal. De todas las levaduras, el género Saccharomyces es la de
mayor valor industrial, debido a su alto valor de lisina. El uso mas extendido esta
en la panificacién y en las industrias de fabricacidon de cerveza, vinos y alcohol. La
levadura inactivada por temperatura se usa como fuente de nutrimentos en
alimentacion animal y humana, tanto en forma de levadura integra o de sus
derivados. La levadura de cerveza consiste de células inviables deshidratadas de la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Este alimento se utiliza como complemento
alimentario y es una fuente rica en fibra dietética, vitaminas del complejo B,
contiene ademas los ocho aminoacidos esenciales (aminoacidos que no se
sintetizan en el organismo humano), considerados para un adulto sano y los
aminoacidos arginina e histidina que adicionalmente requieren los nifios. También
es buena fuente de minerales esenciales, especialmente el cromo y selenio
(Dziezak, 1987a,b; Haldsz and Lasztity, 1991; Peixoto, 1996). Comercialmente se
presenta en polvo que es la forma mas potente del complemento, en hojuelas o
tabletas. Esta levadura junto con la levadura torula (Candida sp.) se utilizan como
sindnimos de la “levadura nutritiva” que es un término que se aplica a la levadura
que se cultiva especialmente para ser utilizada como suplemento alimenticio. Esta

Ultima se seca a temperaturas mayores que la levadura para panificacion, por lo



que queda inactiva. La levadura para panificacion se utiliza para la fermentacion de
la masa que se convertira en pan y si se consume como suplemento alimenticio,
puede disponer de las vitaminas del complejo B del huésped para su
mantenimiento, producir productos de fermentacion y por lo tanto causar
flatulencia. La levadura nutritiva a diferencia de la levadura viable que se utiliza en
las industrias de panificacion y cervecera, no fermenta puesto que es inviable y no
causa infecciones con otro tipo de levaduras como la que se produce por Candida
albicans. La levadura que mas uso ha tenido a lo largo del tiempo es la que se
obtiene como residuo de la fermentacion alcohdlica en la elaboracién de la cerveza
y se ha considerado como un producto principal en la industria de alimentos
saludables desde su inicio, por su facil digestibilidad y por su alto contenido de
nutrimentos. Sin embargo, también se ha comentado que puede ser causa de
problemas como fatiga crdénica, desordenes mentales, inmunodeficiencia,
anormalidades enddcrinas, sindrome del intestina irritable, alergias, cancer, entre
otros efectos de los que no existe evidencia cientifica contundente (Reed and
Nagodawithana, 1991). El uso de la levadura y sus derivados en la industria
alimentaria es amplia, ya que se utiliza como ingrediente en formulaciones de
alimentos como saborizante, complemento nutritivo, etc. (Dziezak, 1987a,b;
Cameron et al., 1988; Halasz and Lasztity, 1991; Belem and Lee, 1998).

Entre los factores que limitan su uso para consumo humano se pueden considerar:
la presencia de una pared gruesa y rigida que resiste la accién de las enzimas
digestivas (Zinder, 1970; Galvez et al, 1990) y un alto contenido de &cidos
nucleicos. Una ingesta alta de acidos nucleicos lleva a la acumulacion de acido
Urico, que puede cristalizarse en tejidos y 6rganos, causando la formacién de
calculos en rifiones y depdsito de calcio en tejido muscular (Lyutskanov et al,
1990). La levadura de cerveza se caracteriza por su marcado sabor amargo y se
recupera al final del proceso de elaboracion de la cerveza, por lo que también tiene
un sabor que recuerda este proceso especialmente a IUpulo. De esta manera se

prefiere utilizar un extracto de levadura que se consigue al realizar una lisis a las



células para eliminar sabores, pared celular, concentrandose los nutrimentos de la
levadura y aumentando la digestibilidad y valor nutritivo.

La levadura torula (Candida sp.) es otro tipo de levadura que se desarrolla en
cultivos puros que contienen azlicares y minerales obtenidos de la madera. Al
finalizar la fermentacion, la levadura se separa, se lava cuidadosamente para
eliminar residuos y asi se utiliza como substituto de carne en los productos de
imitacion o como un sucedaneo. Se utiliza también en la elaboracién de coberturas
de postres y empanadas por su contenido de proteina del 50 %, su alto contenido
de lisina y bajo costo, razén por la cual se esta incrementando su uso en la

industria alimentaria.

EFECTOS DE LOS NUTRACEUTICOS DE LA LEVADURA SOBRE LA SALUD
PROTEINAS

El valor nutritivo de la proteina de levadura de la célula integra y rotas
mecanicamente, asi como de concentrados proteinicos de Saccharomyces sp. se
han publicado por diversos autores (Rumsey et al., 1991; Caballero-Cérdoba et a/.,
1997; Pacheco et al., 1997). En un estudio realizado recientemente por Dias et al.
(2000), se evalud el valor proteinico de biomasa (células integras), de un
autolisado total y de un extracto de levadura (Saccharomyces sp.) en comparacion
a la caseina comercial que se uso como control del experimento. Para ello se
utilizaron ratas machos Wistar recién destetados y se evaluaron la relacién de
eficiencia protéica (PER), la retencién neta de proteinas (NPR), la digestibilidad
verdadera (DV), el valor bioldgico (BV) y la utilizacion neta de proteinas (NPU). En
todos los casos se utilizd un nivel de proteina del 10 % proveniente de las
diferentes fuentes de Saccharomyces sp. En la Tabla 1 se muestran los resultados
de este experimento. Se observa que los valores de PER y NPR de levadura
integra, autolisado total y el extracto de levadura no difieren entre si
estadisticamente (p<0.05) y fueron inferiores a los valores de la caseina que se
utilizd como control. En cuanto a la digestibilidad verdadera de la proteina, esta

fue significativamente mayor e idéntica para la caseina y el extracto de levadura,



pero fueron inferiores en el caso de levadura integra y autolisado total (p<0.05).
El valor bioldgico no fue diferente estadisticamente (p<0.05) para caseina, células
integras y autolisado de levadura y fueron superiores al valor encontrado para el
extracto. En cuanto al valor de NPU las tres fuentes proteinicas de levadura no
difirieron entre si (p<0.05), pero fueron inferiores al valor obtenido para la
caseina.

En la Tabla 2 se muestran los perfiles de aminoacidos esenciales de las tres
diferentes fuentes de levadura (Dias et al, 2000). Las células integras y el
extracto de levadura presentaron un exceso de aminoacidos esenciales, cuando se
le compara al patrén de aminoacidos esenciales de la FAO/WHO (1989). Solo en el
caso del autolisado total de Saccharomyces sp,. se tuvo una cuenta quimica de
84% respecto a metionina+cisterna, esto quiere decir que solo en este caso hay
una deficiencia del 14% de aminoacidos azufrados respecto al patrén FAO/WHO
(1989).

Tabla 1. Valores de PER, NPR, DV, BV y NPU en ratas alimentadas con
tres diferentes fuentes de proteina (10%26) de levadura durante 28 dias.
Caseina (control), levadura integra (LI), autolisado total (AT) y extracto
de levadura (EL).

Dieta PER NPR DV BV NPU

Caseina 3.954 4.43a 95.89a 90.44a 86.73a
LI 3.17b 3.65b 83.03b 86.26a 71.65b
AT 3.14b 3.80b 86.49b 87.65a 75.91b
EL 3.10b 3.63b 95.384 79.26b 75.58b

(@b)| etras diferentes indican diferencia estadistica (p<0.05) entre tratamientos.

En los trabajos de Calloway (1974) y de Smith y Palmer (1976) también se

informa que Saccharomyces cerevisiae y Torula tuvieron deficiencias en los




aminoacidos azufrados. El VB entre el 60-90 %, NPU de 47 % vy digestibilidad de
79%. Otro autores como Caballero-Cérdoba et al. (1997), Pacheco et al. (1997) y
Caballero-Cérdoba & Sgarbieri (2000) han informado valores similares para PER,
NPR, DV, BV y NPU similares a los presentados en la Tabla 1. Lo anterior se debe a
que estos autores han utilizado las mismas técnicas de preparacion de las
diferentes fuentes de proteina de levadura.

La composicion de aminoacidos esenciales de la proteina de levadura no
presentan por lo general ninguna deficiencia cuando se le compara con el patron
FAO/WHO, excepto para el autolisado total de levadura que tiene un score
quimico del 84 % respecto a aminoacidos azufrados. Los valores de PER y NPR
que evallan la calidad proteinica a través de la capacidad de mantener el
crecimiento a ratas recién destetadas, es menor a la calidad proteinica de la
caseina que se usa como control, a pesar de que el contenido de aminoacidos
esenciales es superior al patron FAO/WHO. La presencia de la pared celular en
levadura integra y en autolisado de levadura, disminuye significativamente la
digestibilidad de la proteina, aunque esto no afecta en el valor de la utilizacién
neta de proteinas. El valor nutritivo de la proteina de levadura representa del 80 al
85 % el valor de la caseina, por lo que la levadura contiene proteina de buena
calidad nutritiva, que se recomienda como parte de la dieta humana. Lyutskanov
et al. (1990) evalud la calidad nutritiva y la toxicidad de un extracto de levadura de
una cepa de Saccharomyces cerevisiae 211,con un contenido de proteina del 60-70
%; acidos nucléicos 2% y carbohidratos 5.7%. El contenido de aminoacidos
esenciales, la realizacion de pruebas de toxicidad en T7etrahymena pyriformis y
evaluaciones bioldgicas en animales, mostraron que el extracto de esta levadura es

una fuente adecuada de proteina uniceluar para consumo humano.

Tabla 2. Composicion de aminoacidos de la proteina de las tres
diferentes fuentes de levadura: levadura integra (LI), autolisado total
(AT) y extracto de levadura (EL). FAO/WHO patrén de referencia de
aminoacidos esenciales.



Aminoacidos FAO/WHO LI AT EL
mg/100 mg proteina

Treonina 3.4 6.16 5.84 5.19
Metionina+Cisteina 2.5 2.84 2.11 3.56
Valina 3.5 6.20 5.87 6./6
Leucina 6.6 8.84 7.80 8.07
Isoleucina 2.8 5.64 4.87 5.69
Fenilalanina+Tirosina | 6.3 9.98 8.53 6.91
Lisina 5.8 7.13 9.54 8.58
Histidina 1.9 2.06 3.15 3.01
Triptofano 1.1 1.45 1.55 1.31

La levadura se ha utilizado para incrementar la calidad proteinica de las tortillas
(De Arriola et al, 1989) por suplementaciéon con un concentrado proteinico
obtenido de la crema (Saccharomyces cerevisiae) de una destileria de alcohol. Las
células una vez rotas fueron separadas de la pared celular concentrandose la
proteina @ un 55 % su valor inicial, con un bajo nivel de acidos nucleicos
(reduccion del 91 % ). Las tortillas suplementadas con el 18% de levadura,
conservaron sus propiedades sensoriales caracteristicas e incrementd en un 60 %
el contenido de proteina (comparado al contenido original de la tortilla) y un mayor
contenido del aminoacido esencial lisina. Por el bajo contenido de acidos nucleicos
que es un factor limitante en el uso de la levadura en alimentos como las tortillas y

no representan un peligro para el consumo humano.

VITAMINAS

Las levaduras contienen una importante cantidad de vitaminas hidrosolubles del
complejo B (Reed and Nagodawithana, 1991), fuente indispensable para el
hombre, pues muchas veces deben ser incorporadas para lograr el desarrollo
normal de las funciones celulares durante el crecimiento y la reproduccién. Un
cultivo de levadura enriquecida con hierro incrementa considerablemente el
contenido de vitamina B, (Varga and Maraz, 2002). El complejo B incluye a las

vitaminas B, B,, B, niacina y acido fdlico, biotina y pantotenato. Sus funciones




son las de participar en reacciones enzimaticas como coenzimas (B;, Be, niacina,
biotina, acido folico y pantotenato), en la sintesis de acidos nucléicos (biotina y
acido folico) y como activadores de funciones de la respiracién celular (B, y
niacina). El consumo de 20 g de levadura cubre buena parte del requerimiento de
vitaminas del complejo B de la dieta humana. El contenido de levadura en
vitaminas By, B, y niacina, supera en magnitud al de alimentos tan importantes
como leche, queso y carnes. Cabe destacar que las levaduras no aportan
normalmente suficiente cantidad de vitaminas A, C. D, E y K, por lo que se debera

consumir una dieta mixta para obtenerlas.

CROMO

El cromo es un nutrimento esencial para humanos y animales (Mertz, 1993). El
principal papel fisioldgico del cromo es incrementar la accidon de la insulina o la
sensibilidad en tejidos periféricos (Mowat, 1997, Anderson, 1998). La
suplementacion con cromo dietario aumenta el consumo celular de glucosa
(Mooradian and Morley, 1987) y disminuye la resistencia a la insulina en ratas
alimentadas con dietas altas en grasas y bajo contenido de cromo (33 pg Cr/kg).
Davis y Vincent (1997) recientemente propusieron que el cromo incrementa la
tolerancia a la glucosa a través de un oligopéptido dependiente de cromo que
activa la actividad del receptor de insulina, tirosina kinasa. Esto conduce a la
traslocacion del transportador 4 de la glucosa de un compartimento vesicular
intracelular a la membrana plasmatica, estimulando el consumo de glucosa en el
musculo esquelético y el tejido adiposo (Czech and Corvera, 1999). La levadura de
cerveza se ha estudiado ampliamente como una fuente del factor de tolerancia a la
glucosa (GTF) que es un extracto de levadura rica en cromo (Intersociety, 1998).
La levadura conocida como con alto contenido de cromo se sabe que mejora la
tolerancia a la glucosa y mejora la sensibilidad a la insulina (Offenbacher and Pi-
Sunyer, 1980). Cuando se alimentan ratas oralmente con GTF se mejora la
tolerancia a la glucosa cuando se induce por una dieta libre de cromo (Mertz,

1975). GTF también estimula la utilizacion de glucosa por células /in vitro. El



componente activo del GTF nunca ha sido identificado pero se estima que puede
estar involucrado un complejo de acido nicotinico-glutatién-cromo (III) (Mirsky et
al., 1980), un derivado de quinolina (Hwang et al, 1991) y fosfatidilinositol
glucano (Muller et la., 1997). Edens et a/ (2002) publicaron un trabajo en donde
analizaron la composicion de un extracto de levadura que fue un complejo de
substancia organicas e inorganicas. Encontraron una fraccién menos hidrofébica
que fue relativamente inactiva en el metabolismo de la glucosa vy lipdlisis. Y otras
dos fracciones mas hidrofébicas que fueron mas potentes para ambos
metabolismos, sugiriendo que moléculas no polares son responsables de los
efectos insulina-mimético e insulina-potenciador de la levadura. Recientemente
otros investigadores han encontrado otros compuestos bioldgicamente activos en
la levadura. La adenosina se ha propuesto como un componente activo en
extractos de levadura (Urumow and Wieland, 1984). Un derivado de la quinolina y
fosfatidilinositol glucano (Muller et al, 1997) se han identificado como
componentes insulina-miméticos en el extracto de levadura.

Aunque no existen evidencias contundentes de que la reduccién de azlcar refinada
reduce el acné hay quienes han recomendado los suplementos de levadura con
alto contenido de cromo para el tratamiento de esta enfermedad. Lo anterior tiene
su antecedente cuando dos grupos de investigadores en la década de 1930 en
Nueva York y en Inglaterra, notaron que cuando inyectaban insulina a sus
pacientes mejoraban su acné. Aunque estos tratamientos reportaron su
efectividad, estos estudios no tuvieron grupos de comparacién y los pacientes
corrian el riesgo de caer en un shock, por la baja de glucosa en la sangre. Debido
a que la levadura contiene alta concentracion de cromo (que se sabe juega un
papel esencial en el metabolismo de azlcar en tejidos) se ha recomendado en el
tratamiento del acné. Sin embargo, no hay a la fecha estudios que prueben que los
suplementos de cromo son efectivos en el tratamiento de esta enfermedad
(Mccarty, 1984).

SELENIO



La selenometionina (Semet) es el principal compuesto de selenio en levadura y
este compuesto se metaboliza en todos los organismos animales. Estudios
epidemioldgicos han mostrado una relacion inversa entre el consumo de selenio y
la incidencia de cierto tipo de cancer ya que se encuentra menos selenio en sangre
de pacientes con esta enfermedad. La “levadura helenizada” se ha utilizado en la
prevencion del cancer por la accién del selenio (Larsen et al, 2004). Se han
obtenido especies de selenio de bajo peso molecular por hidrdlisis proteolitica y
posterior cromatografia liquida de intercambio idnico, con lo que se obtiene la
selenometionina (constituye del 54-60 % del contenido de selenio) y otros tres
compuestos de selenio no identificados. Este selenio (200 ug/dia) se ha
administrado a sujetos para contrarrestar cancer. La Semet que se encuentra en
levadura se ha reconocido como el compuesto mas activo en la reduccion de
tumores de canceres de mama y de colon (Whanger, 2004). Sin embargo el
mecanismo responsable del papel protector del selenio contra el desarrollo de los
tumores, especialmente cancer de prdstata, no se conoce con exactitud y existe la
hipotesis de que el selenio solo reduce el estrés oxidativo (El-Bayoumi et d4l.,
2002). Los limites de selenio que se han establecido sin que se registren efectos
téxicos son un consumo de 400 pg/dia y un contenido en plasma de 100 ng/ml
(Reid et al., 2004).

Las levaduras también tienen la capacidad de ligar magnesio (Blazejak and
Duszklewicz-Reinhard, 2004) y se ha sugerido utilizarla para suplementar dietas
deficientes en este mineral. Los compuestos organicos ligados al magnesio reciben
el nombre de " bioplejos” que son asimilados por el humano y otros animales, lo
que representa una muy buena alternativa a la suplementacion farmacoldgica

cuando exista deficiencias de magnesio.

ERGOSTEROL
El ergosterol (esterol de 28 carbonos) es el principal esterol que se encuentra en
extractos de levadura de cerveza y de panificacion y se ha mostrado en estudios /in

vitro, que es Util en la prevencidon del desarrollo de células de cancer de mama,



cuando se encuentra presente el estradiol-17 beta. El receptor de estrégeno de
células (+) MCF-7 parece ser mas sensible al ergosterol que el receptor de
estrégeno de células (-) MDA-231 y los productos de la oxidacion del ergosterol

parecen tener mayor efecto que él mismo (Subblah and Abplanalp, 2003).

PROBIOTICO

Se han realizado estudios en varias cepas de levadura aisladas de una bebida
bulgara de cereal fermentado y evaluado su potencial como probidtico (previene el
desarrollo de patdgenos en el intestino y tiene efectos benéficos sobre la salud del
huésped) ya que resisten bajos valores de pH (2.0-3.0), altas concentraciones de
sales biliares (0.2-2.0 %), resistencia a antibidticos, permaneciendo viables bajo
estas condiciones (Gotcheva et al,, 2002). Saccharomyces boulardii también se ha
reconocido como una levadura que actia como probidtico y como productor de
poliaminas (Costalos et al., 2003), esto ultimo ayuda a la maduracién intestinal.

La diarrea es un efecto colateral de una terapia antimicrobiana y afecta
aproximadamente el 5 % de pacientes con este tratamiento. Debido a la
perturbacion del metabolismo de los carbohidratos y sales biliares se dafia la flora
intestinal, causando diarrea osmética. Esto permite el desarrollo d patdgenos como
Clostridium difficile (Sargent and Wickens, 2004). Una estrategia para el
tratamiento de la infeccién con Clostridium difficile es el uso de probidticos como
Saccharomyces boulardii una cepa tropical de levadura. En una prueba doble ciego
se encontr6 que administrando capsulas de levadura liofilizada viable,
paralelamente al tratamiento con antibidticos, redujo el riesgo de la infeccion con
Clostridium difficile. Al parecer el dano de la infeccién se debe a dos exotoxinas:
toxina A y B. La toxina A causa inflamacion, secreciones y dafio a la mucosa
intestinal y es el mediador del dafo intestinal en animales con colitis. El
tratamiento con S. boulardii reduce las toxinas A y B por hidrolisis tanto de la
toxina como del receptor (Castagliuolo et al., 2004). S. boulardij, también tiene
efectos inmunoldgicos y contiene poliaminas como la espermina y espermidina que

estan involucradas en la divisién celular y en la sintesis de DNA y proteinas



(Golledge and Riley, 1996; Bleichner et al., 1997; Bassetti et a/, 1998). En algunos
paises es dificil obtener preparaciones de S. boulardii y la infeccion se trata con
tabletas de levadura de cerveza. Estas tabletas contienen Saccharomyces
cerevisiae y Saccharomyces carlsbergensis (McFarland, 1996). Es importante
administrar células viables de S. boulardii que sobreviven al jugo gastrico y
colonicen el intestino. Las tabletas de levadura de cerveza son inviables y en este
ultimo caso podria no tenerse el efecto probidtico. Sin embargo existe la necesidad
de demostrar si los pacientes reciben un probidtico o simplemente una fuente de
vitaminas del complejo B.

El potencial como probidtico también se ha evaluado en otras levaduras,
resultando Klyuveromyces lactis la mas apta para ser utilizada como tal (Kumura et
d., 2004). También se ha reportado que una fraccion soluble de un hidrolizado
enzimatico de Saccharomyces cerevisiae obtenida del residuo de una destileria

posee actividad probidtica (Lopez et a/, 2002).

TOXICIDAD

Al inicio se debe consumir de 15 a 30 g de levadura de cerveza al dia, debido a
que puede causar gas en algunos individuos y posteriormente, el consumo se
puede aumentar gradualmente si se observan efectos benéficos, de otra manera
es probable que se tenga una infeccion crénica con Candida y entonces se debera
evitar el uso de la levadura como complemento alimenticio. No se han reportado
efectos colaterales por la ingesta de levadura, sin embargo, existen algunas
personas que desarrollan alergia a este alimento, sobre todo si se esta en un
periodo de administracion de farmacos para el tratamiento de enfermedades, cuyo
caso debera discutirse con un médico (McFarland, 1996; Smith, 1996).

Una ingesta alta de acidos nucleicos lleva a la acumulacién de acido drico, que
puede cristalizarse en tejidos y dérganos, causando la formacion de cdlculos en

rifones y depdsito de calcio en tejido muscular (Lyutskanov et a/, 1990). Cuando



se ha alimentado a ratas Wistar con dietas que contenian 10 % de proteina de
Saccharomyces sp. se observd que la concentracién del acido Urico en sangre de
las ratas al final del experimento, se elevd de 1.74 mg/dl a 2.1-2.4 mg/dl. Sin
embargo, los valores normales del acido en sangre para ratas, esta en un rango de
1.2 a 7.5 mg/dl, lo cual indicdé que la levadura no representa una elevacién
significativa de acido Urico y no representd un problema de toxicidad para las
ratas. Por otra parte, una dieta con autolisado total de Saccharomyces sp. provocd
una disminucion significativa de triglicéridos en sangre de las ratas utilizadas (Dias
et al., 2000).
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LA BIOMASA DE LEVADURA COMO MATERIA PRIMA EN LA INDUSTRIA

En adicibn a la explotacién tradicional de la biomasa de levadura en la industria
alimenticia como suplemento nutricional o saborizante, esta materia prima es a la vez
una magnifica fuente para la produccién de otros muchos compuestos de importancia
industrial, como son las proteinas, acidos nucleicos, enzimas, polisacéridos,
crioprotectores. Esta posibilidad ha comenzado a llamar la atencion de numerosos
grupos de investigacion en el mundo acerca de las potencialidades de las levaduras en
la industria alimenticia y biotecnolégica moderna.

En general se sabe que las levaduras contienen alrededor de 50% de proteina bruta
(determinado por Kjeldahl como nitrégeno total x 6,25) que pueden ser aisladas por
diferentes métodos bien alcalinos o acidos y posteriormente ser precipitadas para
obtener concentrados o aislados de proteinas. Su valor nutricional es alto, y si se
eliminan los acidos nucleicos y los lipidos, la proteina resultante es de una excelente
calidad.

Varios preparados proteicos a partir de esta biomasa han sido empleados como
suplementos nutricionales o saborizantes. La levadura Saccharomyces cerevisiae es la
fuente tradicional de invertasa, que se utiliza en la produccion de bebidas, en la
industria repostera y en la agricultura asi como para fines investigativos y tecnolégicos.
Los acidos nucleicos son también un producto importante. La produccion industrial de
acidos nucleicos esta basada en la extraccion salina o bésica a partir de levaduras, por
ser este mo el que posee una relacibon ARN/ADN mas elevada y por tanto reduce los
costos de purificacion. ElI ARN aislado puede ser transformado en nucleétidos

saborizantes (5-mononucleétidos). Estos compuestos se preparan por hidrélisis



enzimatica con 5’-fosfodiesterasas (Benaiges et al 1990). Incidentalmente, las raicillas
de la cebada germinada son ricas en esta enzima y han sido utilizadas con estos
propésitos. Puede obtenerse la enzima de otras fuentes microbianas como son el hongo
Penicillium citrinum y la bacteria Streptomyces aureus.

Los polisacaridos son igualmente componentes basicos de las paredes celulares a los
gue imprimen rigidez y fortaleza. El glucano insoluble de Saccharomyces cerevisiae ha
sido probado frente una serie de estados patologicos mostrando un significativo efecto
inmunomodulador, por otra parte, puede ser utilizado como fibra dietética o espesante
en formulaciones de alimentos (Otero et al 1994).

Los lipidos en levaduras son una mezcla de triacilglicéridos, fosfolipidos y esteroles. No
se encuentran en ellos los acidos grasos de cadena larga con numero impar de atomos
de carbono presentes en la biomasa de muchas bacterias y la levadura crecida sobre n-
alcanos. El Grupo Asesor de Proteinas de la Universidad de las Naciones Unidas, ha
llamado la atencion en sus lineas guias acerca de la utilizacion de la biomasa
microbiana, del caracter no metabdlico de estos &cidos grasos y su acumulacion en el
organismo. En esta fraccion se encuentran también cantidades importantes de

ergosterol, precursor del ergocalciferol (vitamina D).

USO DE LEVADURA PARA ENRIQUECIMIENTO NUTRICIONAL

La levadura se caracteriza por un elevado contenido de proteinas de una excelente
calidad que contienen cantidades importantes de todos los aminoacidos excepto los
sulfurados metionina y cisteina. En adicion, el incorporar levaduras en la dieta genera
un aporte adicional de otros nutrientes ya que son una buena fuente de vitaminas
hidrosolubles principalente del complejo B y de minerales de importancia metabdlica
como calcio, magnesio, manganeso etc, por lo que pueden ser incorporadas a los
sistemas de alimentos para su fortalecimiento nutricional. EI complejo B incluye a las
vitaminas B1, B2 y B6, niacina y &cido folico, biotina y &cido pantoténico. Sus funciones
son las de participar en reacciones enzimaticas como co-enzimas (B1, B6, niacina,
biotina, acido félico y pantotenato); en la sintesis de acidos nucleicos (biotina y &cido

folico) y como activadores de funciones de la respiracion celular (B2 y niacina). El



consumo de 20 gr. diarios de levadura cubre buena parte del requerimiento de
vitaminas del complejo B de la dieta humana. El contenido de la levadura en vitaminas
B1, B2 y niacina, supera en magnitud al de alimentos tan importantes como leche,
gueso y carnes. Cabe destacar que las levaduras no aportan normalmente suficiente
cantidad de vitaminas C, A, E, D y K. Pero, al ser ingeridas junto a otra variedad
importante de alimentos (dieta mixta) cubriria en exceso todas las necesidades del
organismo.

Los contenidos de cenizas en las levaduras oscilan entre 7 y 9 % lo que asegura un
suministro importante de los minerales mencionados e indica el valor nutricional de este
alimento. Predominan en la levadura de cerveza los fosfatos y el potasio, que cubren
una importante parte de los requerimientos en el hombre, 34 % y 21 %
respectivamente con la ingesta de 20 g de levadura por dia. El contenido en elementos
bioguimicamente importantes como azufre, magnesio y calcio es relativamente alto.
Estudios recientes han demostrado que la suplementacion con levadura seca, cubre
total o parcialmente las deficiencias de hierro, cobre, zinc, cromo, selenio y molibdeno
que a veces presentan ciertas dietas. En USA y Europa se producen levaduras con alto
contenido en estos ultimos minerales -con propiedades antioxidantes- y oligoelementos
que son incorporadas a los alimentos para mejorar de ese modo la deficiencia que
ocurre con la utilizacién de ciertos tipos de dietas.

Por su bajo contenido en sodio, el extracto de levadura de cerveza, puede ser utilizado
en hipertensos.

Los comprimidos de levadura de cerveza han sido consumidos tradicionalmente para el
tratamiento de algunas enfermedades cutadneas como el acné, trastornos
gastrointestinales y carencia vitaminica.

El contenido en lipidos de las levaduras puede variar entre 4% y 7 % sobre base seca
segun las condiciones de propagacion impuestas y las especies 0 cepas utilizadas. La
especie Saccharomyces cerevisiae empleada en la produccién de levadura alimenticia
contiene una cantidad considerable de acidos grasos insaturados. El contenido en &cidos
oleico y linoleico es importante desde el punto de vista nutricional (hoy se considera a

estos compuestos, al igual que los aceites de pescado de mar ricos en los mismos, como



muy importantes para el buen estado de las arterias). La levadura contiene ademas
esteroles de distintos tipos moleculares y compuestos como la lecitina.

La cantidad total de hidratos de carbono esta en el orden del 30 % a 35 % del peso
seco. Son principalmente carbohidratos de reserva tales como glicogeno y trehalosa; el
material estructural de la pared celular son polimeros de glucosa y manosa (glucanos y
mananos) muy poco asimilables por el hombre.

Las levaduras son utilizadas ademas como agentes espesantes de alimentos porque
poseen mananos, los cuales no alteran sus propiedades por el calor y mejoran la
viscosidad de ciertas preparaciones como salsas, comidas para nifios, pastas, etc.
Pueden ademés ser utilizadas como agentes ligantes en productos que contienen
almidon para mejorar su comportamiento al ser sometidos a altas temperaturas
(secados) o a altas presiones (extrusion). Otra utilidad industrial seria su empleo como
ligante de agua y grasas en productos carnicos triturados. Ademas la inclusion de
levaduras en ciertos tipos de alimentos contribuye a disminuir la actividad del agua y
mejorar su preservacion.

La levadura de cerveza es rica en fibra dietética siendo su valor de alrededor del 18 %
del peso seco. La fibra dietética de levadura estd mayoritariamente constituida por
polisacaridos de la pared de alto peso molecular como los 3(1,3) y B(1,6) glucanos que
son comprobados potenciadores del sistema inmunoldgico.

La levadura de cerveza se ajusta al concepto de alimento funcional (functional food),
término acufiado recientemente en Japén, de los cuales los nutracéuticos son una
categoria especial.

Contiene adicionalmente sustancias que promueven la buena salud y que contribuyen a
evitar enfermedades cronicas relacionadas con una mala nutricion. El interés de la
levadura como alimento funcional se centra, ademas del ya mencionado aporte de
proteinas de alta calidad y de complejo vitaminico B, en el contenido de minerales que
cumplen funciones metabdlicas como antioxidantes naturales y en la accion protectora
de los los B glucanos.

La levadura de cerveza seca se produce por lavado y deshidratacion de las células

recuperadas de la etapa de fermentacion cuando se ha considerado que no es ya



posible reciclarlas al proceso. El perfil de aminoacidos de la levadura de cerveza se

ofrece en la Tabla 1.

USO DE LAS LEVADURAS ENTERAS COMO FUENTE DE PROTEINAS EN LA
ALIMENTACION HUMANA

Durante los ultimos 36 afios un considerable interés fue mostrado en la produccion de
proteinas alimenticias de microorganismos: levaduras, hongos, bacterias y algas. El
nombre genérico adoptado para tales proteinas fue Single Cell Protein o SCP (proteinas
de organismos unicelulares). El interés en la produccion de proteinas de levadura para
consumo humano se desarrollo en los principios de la década del 1960 cuando se hizo
evidente a través de estudios estadisticos y medidas efectivas que habia un desbalance
creciente entre alimento y poblacion en el mundo. La denominada “crisis proteica” se
hizo mas evidente en los paises menos desarrollados en los que el desarrollo
demografico fue excesivo y la necesidad de alimentos no pudo ser cubierta, sumando a
ésto la crisis econdmica y el avance de la globalizacién. La perspectiva de produccién de
proteinas de fuentes microbianas tuvo un interés considerable como un complemento a
los métodos tradicionales de produccion de alimentos. Las proteinas de origen
microbiano, adecuadamente suplementadas, se pueden comparar con las provenientes
de fuentes tradicionales tales como huevo o leche en términos de sus perfiles globales
de nutrientes (Lipinski y Litchfield, 1974). Las biomasas microbianas en general, son
particularmente ricas en vitaminas del complejo B y en proteinas que contienen
aminoacidos esenciales en buen balance. De modo que constituyen una potencial fuente

de enriquecimiento y fortificacion de dietas deficientes.

Tabla 1 Perfil aminioacidico de la levadura de cerveza y su comparacion con

el patron FAO

Levadura de Patrones FAO
Aminoacido cerveza 1973 1985
CALSA
Fenilalalina + Tirosina (aromaticos) 7.0 6.0 6.3
Histidina 1.8 0 1.9
Isoleucina 4.0 4.0 2.8




Leucina 6.0 7.0 6.6

Lisina 6.6 5.5 5.8

Metionina + Cisteina (Azufrados) 2.1 3.5 2.5

Treonina 4.4 4.0 3.4

Triptofano 4.4 1.0 1.1

Valina 4.8 5.0 3.5

Indice quimico

Respecto FAO 73 60
Respecto FAO 85 84

El término SCP fue adoptado como nombre genérico para describir las proteinas, sean
éstas crudas o refincadas, de levaduras, hongos, bacterias y algas. El desarrollo inicial
en esta area fue presentado en publicaciones derivadas de reuniones cientificas en el
Massachusetts Institute of Technology (MIT) en 1967 y 1973 sobre las perspectivas de
uso directo de microorganismos como fuente de alimentos (Guzméan-Juarez, 1982).

En términos de composicion, contenido de proteinas, lipidos, carbohidratos y minerales,
los andlisis de diferentes levaduras para uso alimentario revelan algunas diferencias,
resultando los rangos siguientes: 40-50 % de proteinas, 3-7 % de lipidos, 26-40 % de
carbohidratos y 5-10 % de cenizas. El contenido en proteinas es determinado a partir
del contenido de nitrégeno total (% N x factor 6.25) el cual incluye no sélo nitrégeno
proveniente de las proteinas y aminoacidos libres sino de otros compuestos no proteicos
(N no proteico) de los cuales los mas importante son los &cidos nucleicos (N de bases
purinicas y pirimidinicas). Debe sefalarse que el nitrégeno en altos grados de oxidacion
como nitratos y nitritos, no son tenidos en cuenta por cuanto la técnica Kjeldahl no es
capaz de determinarlos. En la Tabla 2 se muestra la composicion informada en los
rétulos de algunas levaduras en polvo comercializadas en Argentina.

Las proteinas de las levaduras poseen un buen balance aminoacidico lo que les atribuye
un alto valor nutricional, el cual es reflejado como altos valores de Indice Quimico
(tambien denominado Score Quimico, relacion porcentual entre el contenido del
aminoacido esencial limitante en la proteina de levadura respecto al contenido del

mismo aminoacido en la proteina patron FAO 1973 o 1985).



La Tabla 2 muestra la composicion (g/100 g) de levaduras primarias desarrolladas en
distintos medios.

La mayoria de las levaduras tienen en sus proteinas un elevado nivel de aminoacidos
esenciales en la dieta humana, como el triptéfano y la lisina, pero presentan como
limitante al grupo de aminoéacidos azufrados, cisteina y metionina, lo cual requiere de

una adecuada complementacién con proteinas de otras fuentes o de su suplementacion.

Tabla 2 Composicion informada de levadruas comerciales en Argentina

Componente Levadura de Levadura Natural Levadura de
(%0 base Cerveza Marca TITAN cerveza
seca) Marca VIRGEN. (Origen Francia). Marca Hoisin
Empresa Fraccionado por Empresa
elaboradora: ATIME SA elaboradora:
CALSA Hoisin SRL
Proteinas 38 50 44.5
Carbohidratos 40 36 41.43
Lipidos 1.5 no informan 2.4

La Tabla 3 muestra el contenido aminoacidico de la biomasa de levadura de diferentes
géneros y especies
Para el empleo de las levaduras enteras como aporte proteico en la dieta, no basta que
estas tengan un alto contenido de proteinas con aceptable balance aminoacidico. La
adecuacion de SCP de levaduras para el consumo masivo y para satisfacer, como
producto proteico, las necesidades nutricionales y funcionales con perspectiva comercial
en la formulacion de alimentos de buena aceptacion, se deben encarar ademas las
siguientes mejoras:
Incremento de la digestibilidad proteica

B Disminucion del contenido de acidos nucleicos (ARN)

B Aislamiento de las proteinas

B Mejora de las propiedades funcionales



Tabla 3 Contenido de aminoacidos de diferentes especies de levaduras

industriales
Amino C.utilis K. fragilis | S. cerevisiae | S. ovarum Patrones
acido (@) (b) (©) ™ FAO (d)
1973 1985
Ala 3.4 n.d. n.d. 6.0 --- ---
Arg 5.4 4.9 5.5 4.3 --- ---
Asp 4.7 n.d n.d. 8.4 --- ---
Fen + Tir 7.6 3.9 4.5 6.3 6.0 6.3
Gli 4.8 n.d n.d. 4.1 --- ---
Glu 15.0 n.d. n.d. 11.3 --- ---
His 1.9 2.5. 4.0 2.2 0 1.9
lleu 5.3 5.5 5.5 3.9 4.0 2.8
Leu 7.0 4.9 7.9 6.3 7.0 6.6
Lis 6.7 8.8 8.2 6.5 5.5 5.8
Met + Cis 1.9 15 2.5 14 3.5 2.5
Pro 3.5 n.d. n.d. 3.9 --- ---
Ser 5.5 n.d. n.d. 4.3 --- ---
Treo 5.5 5.5 4.8 4.1 4.0 3.4
Trip 1.2 1.5 1.2 14 1.0 1.1
Val 6.3 6.6 5.5 5.1 5.0 3.5
Indice
Quimico
FAO 73 54 43 75 40
FAO 85 76 60 71 56

(a) Cultivada en licores sulfiticos, (b) Cultivada en suero de leche,
melazas. (a, b, c) ref. Lipinski y Litchfield, 1970) Patrones de aminoacidos esenciales. El
aminoacido esencial limitante de cada proteina esta subrayado. n.d. No determinado

(c) Cultivada en




INCREMENTO DE LA DISPONIBILIDAD PROTEICA POR RUPTURA CELULAR

La estructura de las células de levadura, se puede describir formada por una parte
externa, pared celular, periplasma y membrana plasmatica y una interna, que contiene
el citoplasma, enzimas, ribosomas, nucleo y demas organelas, siendo esta parte la que
contiene la mayoria de las proteinas celulares. La pared de las levaduras es altamente
resistente a esfuerzos fisicos y la accion de enzimas digestivas. Los principales
componentes de la pared celular de levadura son complejos poliméricos gluco-mananos-
proteina-quitina (ver esquema de Fig 1).

Las enzimas del tracto digestivo humano son incapaces de digerir los polisacaridos de
pared lo que contribuye a la disminucién de la digestibilidad de las proteinas de la
levadura. Del mismo modo, la funcionalidad de las células enteras de levadura esta
restringida a la superficie de la pared y de la membrana celular. La forma mas eficiente
de incrementar la disgestibilidad proteica de las proteinas de levadura es la ruptura
celular.

La desintegracion celular a escala de laboratorio es una operacion comun en la
actualidad y se conocen numerosos métodos para realizarla. Sin embargo, a escala
piloto o comercial es una operacion costosa y complicada en su mantenimiento. Los
métodos disponibles de desintegracion celular pueden dividirse en dos grandes grupos:

mecanicos y no mecénicos. La Fig 2 muestra esta division.

Meétodos no mecanicos

Los métodos no mecanicos de desintegracion celular son la lisis y el secado. Cuando se
extrae agua de dentro de la célula, las membranas y en menor grado las paredes
celulares resultan dafiadas lo que propicia la liberacion de algunas cantidades de
componentes celulares. EIl método mas simple y antiguo es el secado a temperatura
ambiente por 2-3 dias a partir de texturas pastosas. Métodos mas elaborados parten del
empleo de secadores tipo tambor, atomizacion, lecho fluidizado etc. La obtencion de
polvos de acetona es un método muy empleado a nivel de laboratorio y consiste en

sumergir las células en acetona a -20 °C seguida de filtracién. Posee como gran ventaja,



que la actividad de muchas enzimas se conserva casi intacta y se pueden almacenar

para ser recuperadas posteriormente.

Fig 1 Estructura de la pared celular de levadura (Schreuder et al
1996)
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La lisis celular puede ser inducida por medios fisicos, quimicos y enzimaticos. Los
métodos fisicos incluyen los ciclos alternados de congelacién-descongelacién, el choque
osmotico que consiste en sumergir las células en una solucion de alta presién osmética
como NaCl, urea, sacarosa etc. La ruptura puede ser inducida también por la
descompresion brusca de las células previamente comprimidas. Este ultimo método es
atil en bacterias pero no en levaduras.

La lisis quimica mas utilizada es la que emplea tolueno, el que altera la composicion de

las membranas y aumenta la permeabilidad de la misma. Se aplic6 durante mucho



tiempo en la produccion de autolizados de levadura pero su condicion de compuesto no
natural ha hecho que caiga en desuso. Las sustancias tensoactivas como los
detergentes, la glicina etc., son altamente eficientes para estos propésitos. La glicina

por ejemplo, libera el 80 % de la proteina de Escherichia col.

Figura 2 Diferentes métodos de desintegracion de células de levadura
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La lisis enzimatica esta relacionada con la degradacién de ciertos enlaces en la pared
celular de los microorganismos. La lisozima ha sido empleada con frecuencia para la
desintegracion de la pared celular de bacterias, en la obtencion de protoplastos. Su uso
a nivel industrial es prohibitivo a causa de los precios de la enzima. La activacion de
endo-B-(1, 3)-glucanasas ofrece un camino economico y eficiente para romper la pared
celular. Sin embargo, el control de su actividad sigue siendo el factor crucial. El uso de
jugo gastrico de caracol ha sido usado con éxito en la degradacién de pared celular pero
por razones econOmicas las enzimas microbianas extracelulares ofrecen la mejor

alterrnativa. Los métodos que se basa en la autodigestion de la pared celular presentan



por otro lado el problema de generar pérdidas de rendimiento por degradacion

simultanea de proteinas, si estas si piensan aislar con posterioridad.

Meétodos mecanicos

Estos métodos presentan una aplica mucho mas amplia que los anteriores. En los
tltimos afios se han desarrollado métodos y equipos de desintegracion, aunque solo
unos pocos han encontrado su espacio en la industria.

La desintegracion ultrasénica se lleva a cabo en un equipo consistente en un oscilador
de ultrasonido y un amplificador de sefial. Su eficiencia depende del microorganismo, el
tiempo y la intensidad de la sefial. No se emplean a gran escala solo en el trabajo de
laboratorio.

Los métodos méas empleados a mayor escala son los molinos de bolas y los
homogenizadores de alta presion. Los primeros se comercializan con capacidades de
hasta 200 L/h mientras que los ultimos son una derivacién de los homogenizadores
utilizados en las industrias lactea y de pinturas, con capacidades de hasta 53 m®h, a
presiones maximas de 45 MPa. Para propositos de desintegracion de células
microbianas, es preciso modificar el asiento de la vélvula de descarga, lo que hace el
fabricante, para intensificar el efecto de presion/descompresion que es uno de los
principales involucrados en la ruptura celular. El equipo consiste en una bomba de alta
presion de desplazamiento positivo. La suspension se introduce en el instrumento a
través de una valvula de una sola direccion y se hace pasar a alta presion por una
valvula de descarga ajustable manualmente con orificio de salida restringido. Para
rupturas en el entorno de 90 % se requieren entre dos y tres pases por el equipo y
presiones del orden de 48-50 MPa. Como es evidente es una operacion cara y alta
consumidora de energia. Se ha determinado experimentalmente que por cada 100 MPa
se necesita un gasto de 3,5 Kw. Otro inconveniente es el calentamiento de la
suspension a causa de la compresion adiabética la que se encuentra en el entorno de 2
°C por cada 10 MPa, por lo que es preciso refrigerar la suspensién si se pretende

recuperar un compuesto termolabil por esta via. En caso de que el compuesto a obtener



no se vea afectado por la temperatura, el proceso se facilita pues la eficiencia de
ruptura aumenta en funcién de la temperatura.

La autolisis controlada de las células, no es un proceso de desintegracion como tal pero
es 0til en el tratamiento de éstas para la obtencibn de numerosos compuestos de
intereés.

En la Fig 3 se puede observar micrografias Opticas de células de levadura
Saccharomyces cerevisiae antes y despues de una desintegracion empleando un

dispositivo Dynomill.

Fig 3 Microfotografia de células de levadura S. cerevisiae desintegradas

mecanicamente
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REDUCCION DEL CONTENIDO DE ACIDOS NUCLEICOS

La toxicidad asociada a dietas con altas ingestas de SCP de levadura es atribuida
esencialmente al alto contenido de acidos nucleicos (ARN y ADN) presente en las células
de levadura enteras y otros productos SCP derivados de ellas. Estudios realizados entre
otros por Edozien et al (1970) demostraron que ingestas de SCP mayores a 15 g/dia

(equivalente a 2 g de acidos nucleicos aproximadamente) puede conducir a altos niveles



de acido urico plasmatico que superan lo aceptable para un buen estado de salud (4 a 7
mg acido Urico/100 ml plasma).
Se ha demostrado sin lugar a dudas, en trabajos que hoy en dia son clasicos en la
materia, que niveles de consumo de &cidos nucleicos suplementarios a niveles
superiores de 2 g/dia, inducen estados hiperuricémicos que pueden conducir con el
tiempo a la aparicion de gota, gota artritica y tofos, por la deposicién de este compuesto
en los tejidos blandos y en las articulaciones. Con relacion con esto, se ha dicho que en
algn momento de su evolucion, el hombre y otros primates, perdieron la enzima
uricasa que convierte el acido Urico en alantoina, mucho mas soluble y facilmente
excretable, de ahi su imposibilidad de metabolizar el acido arico, como lo hacen otros
animales.
En levaduras, el contenido de ADN es s6lo 1-2% del contenido total de acidos nucleicos
(suma de ADN y ARN), el cual varia entre 5y 13 % en dependencia de la tasa de
crecimiento y la fase de éste que se esté analizando. Esto explica porque la mayoria de
los estudios tienden a remover principalmente el ARN celular.
En tanto que la proteina de levadura se emplee como fortificante nutricional o como
aditivo funcional en los alimentos, el contenido de acidos nucleicos no conforma ningun
problema serio salvo los relacionados con la falta de una adecuada funcionalidad. Sin
embargo, en la medida que aumentemos el nivel de inclusion de estos productos en la
dieta, comenzardn a aparecer en el consumidor anomalias fisiolégicas que pueden
conducir a estados francamente patoldgicos. Si la idea es que la proteina microbiana
juegue un papel importante como fuente de proteinas en la humanidad del futuro, es
obvio que debe resolverse en primer lugar el problemas de los acidos nucleicos.
A partir de estas premisas numerosas investigaciones se dedicaron a desarrollar
procedimientos de reduccion de los acidos nucleicos en la biomas microbiana para su
adecuacion al consumo masivo. Se han propuesto diferentes métodos que se pueden
clasificar en tres grupos:
B Reduccion de la tasa de crecimiento del microorganismo. Esta solucion presenta dos
inconvenientes, la primera es que atenta contra la productividad del proceso y la

segunda, que el contenido final de ARN debe mantenerse dentro de los limites de la



viabilidad celular (aproximadamente 5 %) y por lo tanto, la concentracién de acidos
nucleicos sigue siendo muy alta para la alimentacion humana. De esto resulta que la
reduccion de la tasa de crecimiento no es el método mas adecuado de reduccion de
acidos nucleicos, debiéndose recurrir a los dos tipos de métodos siguientes.

Meétodos quimicos. Debido a su sencillez, alta eficacia y bajo costo son los Unicos que
han resistido los analisis econémicos. El principal problema que presentan es que
deben conducirse reduciendo al maximo las posibles alteraciones de la composicion
de la biomasa, evitando la aparicion de compuestos no naturales.

Métodos enzimaticos. Son procesos que se llevan a cabo a temperaturas bajas para
minimizar reacciones colaterales y sobre todo para evitar la inactivacion enzimatica
(las proteinas de levadura son muy labiles al calor, ver Capitulo 11). Se pueden
emplear las propias enzimas intracelulares o recurrir al uso de enzimas

extracelulares.



Reduccion del contenido de ARN por reduccion de la tasa de crecimiento.

Las levaduras primarias usualmente son cultivadas de forma que se alcancen elevadas
productividades, independientemente del sustrato empleado. Asi, con frecuencia el
cultivo se lleva a cabo de modo continuo. El incremento de la productividad es
expresado en Kg de levadura por m* de medio por hora y por tanto se puede calcular a
partir de la concentracién celular masica (X), expresada en Kg/m*® multiplicada por la
tasa de dilucién D en h™.

Se sabe que en el cultivo continuo en simple etapa, D es numéricamente igual a la tasa
de crecimiento p. Cuando se alcanza el cultivo balanceado, las tasas de sintesis de cada
uno de los componentes celulares son iguales entre si e iguales a p para que se
mantenga constante la composicién de las células. El sitio donde se lleva a cabo la
sintesis de proteinas, es el ribosoma, organulo subcelular constituido basicamente por el
ARN ribosomal (~60% de la composicion del ribosoma) Aunque existen otros tipos de
ARN, el ARN ribosomal es con mucho el de mayor concentracion en la célula y compone
alrededor del 80% de la totalidad de ARN en la misma.

A una temperatura y composicion de medio dadas, los ribosomas sintetizan proteinas a
una tasa fija, o lo que es igual, trabajan a un nivel de eficiencia Unico. De esta forma, si
el crecimiento precisa de una velocidad de suministro de proteinas mayor para poder
multiplicarse de acuerdo con la p (=D) impuesta, se requiere entonces una mayor
cantidad de ribosomas incorporados a la sintesis para cumplimentar las necesidades del
cultivo. Bajo estas condiciones el contenido de ARN aumentard como una funcién
directa de la p. En experimentos llevados a cabo en nuestros laboratorios, haciendo
crecer sobre mieles finales una cepa de Candida utilis, a valores de D entre 0.15 h™ y

0.52 h, se encontraron variaciones del contenido de ARN entre 7'y 13 %.



Meétodos quimicos de reduccion de acidos nucleicos en la biomasa de levadura
Muchos metodos quimicos son capaces de reducir el contenido de ADN en levaduras.
Sin embargo son relativamente pocos los que se han usado en el tratamiento de SCP
por muchas razones, entre las que se destacan la impractibilidad a un nivel de escala
industrial, la potencial toxicidad de algunos solventes usados y el riesgo de hidrolizar las
proteinas.

La mayoria de los métodos quimicos de remocion de ARN explotan el comportamiento
de las moléculas de ARN bajo condiciones alcalinas, en las cuales las uniones 2,5-
fosfodiéster entre moléculas adyacentes de nucledtidos son capaces de escindirse y
formar un diéster ciclico. La hidrdlisis de los enlaces fosfodiéster de los &cidos nucleicos
rinde compuestos de masa molecular muy inferior a los de la molécula de partida. Por
su parte, el ADN no es capaz de formar el 2’, 3'-fosfodiéster resultando resistente a la
digestion alcalina. Las condiciones alcalinas no son suficientes para remover el ARN si
las temperaturas de tratamiento se mantienen bajas (ambiente) alin a valores de pH

altos.

Tabla 3 Reducciéon de ARN en biomasa de Kluyveromyces fragilis por

tratamiento alcalino

Alcali |Concentraciéon | Temperatura| Tiempo |ARN residual | Rendimiento de
(N) °O) (min) (%20) biomasa (20
sobre biomasa
inicial)
50 10 6.6 83
50 30 4.8 78
0.06
60 10 3.1 80
60 30 2.5 80
NH,OH
50 10 5.2 84
50 30 4.4 80
0.09
60 10 2.3 79
60 30 1.9 75




Si las condiciones alcalinas se mantienen el tiempo suficiente, todo o gran parte del ARN
de partida se convierte en mononucledtidos. El procedimiento ha sido empleado para la
extraccion selectiva de los acidos nucleicos en células de levadura, hongos y bacterias.
Como ejemplo de aplicacién de este método se puede ver en la Tabla 3 el efecto del
tratamiento alcalino con agua amoniacal sobre el nivel de acidos nucleicos de biomasa
de Kluyveromyces fragilis crecidas sobre mieles finales (Otero y Cabello 1980; Andreu et
al 1988)

El contenido de proteinas en la biomasa seca resultante de las dos Ultimas condiciones
de tratamiento fue superior al 50%. Si se tiene en cuenta que se parte de una biomasa
con 50% de proteinas se evidencia que el tratamiento es muy selectivo en cuanto a la
extraccion de ARN. La reduccion de ARN en levadura entera funciona de alguna manera
como un método de concentracion ya que en el proceso de extraccion, dado que se
realiza en medio acuoso, se eliminan componentes nitrogenados no proteicos
(aminoécidos, péptidos, iones libres etc). La extraccion en medio amoniacal tambien
contribuye a una mejora sustancial en las propiedades organolépticas del producto final
por reduccién de componentes que aportan sabores, aromas y colores no agradables.
En el caso particular de la levadura residual de cerveceria el lavado en agua amoniacal
permite reducir el sabor amargo por solubilizacion de las humulonas del IGpulo
(obtencion de levadura desamargada). Este proceso fue escalado a nivel de planta
piloto obteniéndose lotes que fueon evaluados toxicologicamente con resultados
positivos. La Fig 4 muestra un esquema alternativo de obtencion de biomasa de

levadura reducida en ARN.



Fig 4 Proceso industrial para la extraccion de ARN de levadura (Otero y
Cabello 1980)
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Estudios similares fueron realizados con celulas de Candida utilis NRRL Y-900 cultivadas
en soluciones de glucosa generada por hidrdlisis de madera pretratada de Eucalyptus
globulus (Paraj6 et al 1995). La biomasa de levadura fue sometida a un tratamiento con
soluciones de NH,OH obteniéndose concentrados proteicos con altos valores de proteina
y digestibilidad, y bajo nivel de &cidos nucleicos. Fue posible remover el 95 % de los
acidos nucleicos iniciales de las levaduras con un rendimiento en proteinas del 88 % y
sin modificacién significativa del perfil de aminoacidos.

Asimismo, se realizaron ensayos para determinar si durante la extraccion de los acidos
nucleicos hubo pérdidas de aminoacidos esenciales, y no se detectaron cambios en el

contenido de proteina, ni en el tipo de aquéllos. Con estos resultados en puerta, se



realizd un estudio de mercado y de seleccion de tecnologia de los mononucledtidos y
mostré que la levadura procesada de esta forma no resultaba econémicamente atractiva

para la industria alimentaria.

Reduccion de ARN por activacion de nucleasas intracelulares

El uso de enzimas para la remocién de ARN de SCP de levaduras es una de las técnicas

mas comunmente empleadas. Aunque hay informes del uso de exoenzimas para la

reduccion de ARN, se ha estudiado mas extensivamente el empleo de las ribonucleasas

intracelulares presentes en las levaduras (Otero et al 1981, Bueno et al 1985).

Estas enzimas son temperatura-pH dependientes; la mayoria de los tratamientos

emplean condiciones levemente acidicas y temperaturas no mayores que 65 °C.

Cuando una suspensién de levaduras se somete a un corto choque térmico (50-65 °C),

la estructura interna de las células de levadura sufre cambios importantes en el sistema

de enzimas hidroliticas, las que se activan y comienzan a degradar las estructuras

internas de la celula. La liberacion de proteasas, nucleasas, fosfatasa y otras enzimas

que la célula utiliza para la degradadcion de nutrientes extracelulares de alto PM,

conduce ahora a un proceso smilar pero de autdlisis, el cual puede ser dirigido a la

hidrolisis preferencial de ciertos componentes estructurales, limitando la degradacon de

otros que interesa conservar.

Se han disefiado varios procesos tendientes a reducir el ARN por medio de una hidrdlisis

extensiva del ARN ribosomal con pérdidas minimas de proteinas. El proceso consta de

dos etapas:

B Degradacion de macromoléculas en el interior celular y

B Difusion libre de los productos de hidrolisis hacia el exterior, lo cual demora varias
horas para completarse.

La temperatura de incubacién oscila entre 45 y 50 °C en dependencia de la cepa

tratada. Para Candida utilis la temperatura Optima es de 45 °C mientras que para

Saccharomyces cerevisiae se requieren valores entre 50 y 52 °C para que se produzca

adecuadamente la degradacion de ARN. El tiempo de activacion también varia en un



rango amplio que va desde 3 hasta 20 seg, lo cual es influido por la concentracion de
células en suspension.
En la Tabla 4 se muestras la cinética de degradacion de ARN en la levadura Candida

utifis NRRL Y-660.

Tabla 4 Cinética de degradacion de ARN en células de Candida utilis NRRL Y-

660 por RNasas intracelulares activadas por choque térmico

Tiempo, min ARN residual, % base seca
0 7.0
30 1.8
60 1.4
90 1.3
120 1.2

La eficiencia del proceso es funcién de la tasa de crecimiento (u) de las levaduras:
cuando mayor es la tasa menos efectivo es el tratamiento de reduccion de ARN RNasa
intacelular (Otero et al 1981).

La activacion de la ribonucleasa es tambien favorecida por la presencia de iones
metalicos tales como el Na y el Zn. Esto explica porque el proceso de autdlisis requiere
la presencia de sales, de la cudles la mas empleada por su efectividad, costo y falta de
toxicidad es el NaCl, que adicionalmente auxilia en la extraccion de los componentes
intracelulares. Lindblom y Mogren (1974) encontraron que para iniciar la degradacion de
ARN en un homogenato de células desintegradas de levadura panadera se requeria 3 %
de NaCl. Con un tratamiento a pH 5.6 y 50 °C y posterior incubacién de 20 minutos se
logré una remocion del 85 % del ARN. El producto obtendio (conteniendo restos de
pared celular) resulté finalmente con un contenido de 1.4 % de ARN.

Los procedimientos hasta ahora analizados para mejorar la digestibilidad por ruptura
celular y de reduccion de ARN por si solos y aplicados separadamente no resuelven el
empleo de las proteinas de levadura en alimentos para humanos. La aplicacion de

ambos procedimientos en forma conjunta, es decir la reducccion de ARN sobre células



desintegradas sumado al aislamiento de las proteinas libres de acidos nucleicos permite
obtener proteinas aisladas de levadura con sus propiedades funcionales mejoradas y

aun mayor digestibilidad. Esto sera tratado en el capitulo 11.
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CAP 10. PIGMENTOS
Araceli Tomasini

Dpto. de Biotecnologia. Universidad Autdbnoma Metropolitana-Iztapalapa.

INTRODUCCION

Los pigmentos, llamados también colorantes, son sustancias que imparten color a
los organismos, alimentos y otros productos y su uso data de las primeras
civilizaciones. El término color esta basado en la percepcion humana de la luz y
constituye una banda angosta del espectro magnético, llamada espectro visible. El
color es uno de los principales criterios que utiliza el ser humano para ser atractivo
un producto, dicho color puede ser adicionado a un producto, con el fin de
incrementar su intensidad o cambiarlo, en forma de un pigmento natural o
sintético. Los pigmentos naturales mas conocidos y usados en la industria
pertenecen a los carotenoides, hay otro grupo de pigmentos como el Red mould
rice or ang-kak es un término publicado desde el primer siglo en un libro de
medicina herbal. Es un colorante o especia usado en la cocina China. Producido
por el hongo Monascus spp. Este hongo produce seis pigmentos (dos amarillos,
dos naranjas y dos rojos). Otros pigmentos que se encuentran naturalmente en
ciertos organismos Yy alimentos son carotenoides, melaninas, clorofilas,
antrocianinas y flavonoides. Los carotenoides representas el grupo de pigmentos
de mayor valor industrial por sus aplicaciones en la industria farmacéutica, quimica
y de alimentos.

En este capitulo se dard una visién breve de los carotenoides producidos por

levaduras y como se ha mejorado la produccién



USOS DE LOS PIGMENTOS CAROTENOIDES

Los carotenoides son pigmentos muy importantes desde el punto de vista
alimenticio ya que confieren color atractivo a una gran variedad de alimentos y
ademas son precursores de la vitamina A, asi como desde el punto de vista médico
ya que se ha demostrado que los carotenoides presentan actividad antioxidante. El
papel de los antioxidantes es neutralizar a los radicales libres actuando como
donadores de electrones, de esta forma los antioxidantes evitan el dafio que
causan dichos radicales libres a las células vivas. Se ha observado que los
antioxidantes mejoran el sistema inmune, protegen contra el cancer y tienen un
papel importante en la prevencidon de enfermedades degenerativas. Recientemente
se ha descubierto que los carotenoides presentan actividad anti-cancerigena y
pueden actuar como agentes preventivos de cancer en las personas que no
desarrollan pigmentacién (Vershimin 1999; Onogi et al 1998; Buzzini et al 2005).
También se ha demostrado que los carotenoides actlan en la prevencién de
enfermedades cronicas, por lo que la demanda y el mercado de estos pigmentos
se ha incrementado drasticamente en los Ultimos afios (Bertram 1999, Sing y
Lippman 1998, Smith 1998).

Los carotenoides se encuentran ampliamente distribuidos en plantas, animales y
microorganismos, en la mayoria de los casos son responsables del color que ellos
presentan. Ademas de impartir color, también juegan papeles bioldgicos
importantes ya que actlian como componentes para almacenar luz en organismos
fotosintéticos, también actian como fotoprotectores, antioxidantes y reguladores

de fluidos de la membrana.



PROPIEDADES QUIMICAS Y TIPOS DE CAROTENOIDES

Quimicamente, los carotenoides son de la familia de los terpenoides, compuestos
por unidades de isoprenoides. Los terpenoides son derivados del acetato a través
de la ruta de biosintesis del acido mevaldnico que es el precursor de estas
moléculas. Son compuestos generalmente de C4, aunque pueden encontrarse
moléculas mas grandes y/o mas pequefias. También hay carotenoides ciclicos
como la astaxantina, zeaxantina, luteina y no ciclicos 6 aciclicos como el licopeno y
el fitoeno. Los carotenoides se han clasificado como carotenos y xantofilas. Los
carotenos que son hidratos de carbono como B-caroteno, lycopeno, innato y las
xantofilas que son hidratos de carbono que contienen atomos de oxigeno en los
anillo o en las cadenas de carbono terminales como astaxantina, canthaxantina,
capsanthin, (Umeno et al 2005, Simpson et al 1981). En general los carotenoides
son llamados por sus nombres triviales, las xantofilas llevan el sufijo “xantina”.
Actualmente se esta haciendo un esfuerzo para llamarlos por su nomenclatura
segun la convencion del IUPAC, sin embargo en la mayoria de los casos resultan
nombres muy largos, por ejemplo el nombre de la astaxantina, segun la
convencion del IUPAC es 3,3 dihidroxi-4,4’-diceto-B-caroteno.

Se conocen alrededor de 600 carotenoides naturales (obtenidos de plantas y
microorganismos) y muy pocos son usados industrialmente, por ejemplo el
licopeno, un carotenoide aciclico, el carotenoide biciclico, el B-caroteno y los
carotenoides biciclicos oxigenados como las xantofilas como la cantaxantina y la
astaxantina .

En 1999 la venta aproximada de carotenoides fue de US$ 750-800 millones y se
espera una proyeccion estimada de 1 billén de dodlares para 2005. (Lee y Schmidit-
Dannert 2002).



PRODUCCION

Los carotenoides pueden ser producidos comercialmente por sintesis quimica, por
fermentacion o por extraccién de fuentes naturales (vegetales y crustaceos). Los
carotenoides obtenidos por sintesis quimica son poco aceptados por el consumidor
final, debido a esto los carotenoides obtenidos de fuentes naturales, ya sea por
fermentacion o por extraccién tienen mayor demanda. Las plantas, algas y
microorganismos sintetizan cientos de moléculas con diferentes estructuras, entre
ellas una gran diversidad de carotenoides. Los carotenoides son producidos por
algunos microorganismos como las bacterias Mycobacterium lacticota 'y
Brevibacterium spp. (Simpson et al 1981), como las microalgas Hematoccocus
pluviales (Boussiba et al 1992), Neochloris wimmweri'y Chlamydomonas nivalis
(Jonson y Schroeder 1995), hongos como Peniphora spp. (Goodwin 1980) y por
levaduras como Xanthophyllomyces dendrodhous, formalmente llamada Phaffia
rhodozyma, (Vazquez, 2001) y Rhodotorula glutinis (Bhosale y Gadre 2001), R.
rubra (Simova et al 2004).

Actualmente para la produccion comercial de carotenoides se emplean
principalmente al alga Hematococcus pluvialis y a la levadura Phaffia rhodozyma.
Sin embargo hay estudios que reportan la produccién de carotenoides,
principalmente toruleno y B-caroteno, por otras levaduras pertenecientes al género
Rhodototula y Sporobolomyces (Johnson y Schroeder, 1995; Davoli y Weber
2002). Se ha estudiado la produccidon de carotenoides por Rhodotorula glutinis,
(Buzzini 2001 y Bhosale y Gadre 2001 y 2002). Se ha reportado la produccion de
carotenoides por esta levadura empleando como fuente de carbono desechos
agroindustriales como el mosto de la uva y el licor de maiz. Debido a que muchos
de estos sustratos contienen cantidades elevadas de almiddén, se han realizado
estudios cultivando R. glutanis junto con otros levaduras amiloliticas con el fin de
incrementar la produccion de carotenoides (Buzzini, 2000 y 2001). Buzzini et al.
(2005) reportaron la produccidon de carotenoides por Rhodotorula graminis y el
efecto de la concentracion de elementos trazas en la produccion de B-caroteno, y-

caroteno, toruleno y torularodina.



También se ha demostrado la produccidon de carotenoides por Rhodoturula rubra
GEDS8 crecida junto con bacterias iniciadores lacticas empleando suero de leche

como sustrato (Simova et al 2004).

Phaffia rhodozymaY LA PRODUCCION DE ASTAXANTINA

Caracteristicas de Phaffia rhodozyma

Esta levadura pertenece al grupo de basidiomicetos, fue asilada por primera vez a
principios de los 70's a partir de los exudado de arboles de la regiones montafiosas
de Japdn y Alaska. (An et al 1989). Las principales caracteristicas de esta levadura
son: forma colonias de color rojo-naranja, debido a la presencia de pigmentos
carotenoides. Fermenta glucosa y otros azucares incluyendo hemicelulosas,
xylosas, almidon, maltosa, rafinosa, glicerol entre otras. Los azlcares que no
puede asimilar son la lactosa, galactosa, glucosamida, D-ribosa y D-arabinosa. Es
aerobia facultativa y presenta reproduccidon sexual y asexual. P. rhodozyma es el
estado asexual de la levadura, recientemente Golubev (1995) reportd el estado
sexual y lo llamoé Xanthophyllomyces dendrorhous. Posteriormente por estudios
moleculares se demostré la existencia de mas de una especie de P. rhodozyma y
no todas ellas presentan estado sexual o hasta el momento no se les conoce (Fell
y Blatt 1999).

PROPIEDADES QUIMICAS Y USOS DE LA ASTAXANTINA

La astaxantina (3,3-dihydroxi-B,B-carotene-4,4'-dione) es un pigmento
perteneciente al grupo de los carotenoides. Su formula molecular es C4oHs,04 (Fig.
1). Es un polvo cristalino de color café-violeta oscuro. Su punto de fusion es de
224 ©C. Es insoluble en agua. Se disuelve, a temperatura ambiente, en algunos
solventes organicos como el diclorometano, cloroformo, acetona y dimetilsulfoxido.
Este pigmento es el responsable del color rojo-naranja de muchos organismos
marinos incluyendo pescados y crustaceos y de algunas aves como los flamencos.
La astaxanthina es un pigmento autorizado por Administracién Norteamericana de

alimento y drogas para peces salomonoides (Food and Drug Administration for



salmonid fish U.S). Por lo tanto, se usa ampliamente en la industria de la
acuicultura, como un aditivo en el alimento de las truchas y el salmén. De esta
forma estos peces adquieren el grado de pigmentacion apropiada, segun el gusto
del consumidor.

Ademas la astaxantina es un potente antioxidante, se sabe que puede ser 1000
veces mas efectiva como antioxidante que la vitamina E. Debido a su gran
actividad antioxidante, la astaxantina tiene grandes posibilidades para ser usado

con aplicaciones farmacéuticas para humanos.

OH

Figura 1. Estructura de la molécula de astaxantina

Produccion de astaxantina por P. rhodozyma

Se ha estudiado el efecto de la luz, de la temperatura y de la fuente de carbono en
la produccion de astaxantina empleando P. rhodozyma (An y Jonson 1990;
Fontana et al 1996; Sanpietro y Kula 1998). Por ejemplo Reynders et al (1996)
propusieron un modelo matematico para describir la produccion de astaxantina
por la levadura en cultivo por lote alimentado. Yamane et al 1997 estudiaron la
influencia del oxigeno y de la glucosa en la produccién de astaxantina por A.
rhodozima en cultivos por lote y lote alimentado. Por otro lado, se ha demostrado
que cuando se crece a P. rhodozyma cultivada bajo estrés oxidativo se incrementa
la produccién de astaxantina (Schroeder y Jonson 1995; Kanmuri et al 1999).
Vazquez (2001) estudio el efecto de la luz en la produccion de astaxantina con
diversas cepas de P. rhodozyma crecidas sobre xylosa, demostré que en presencia
de luz el rendimiento es mayor, independientemente de la cepa utilizada, que

cuando se cultiva en oscuridad. Por ejemplo, la cepa de P. rhodozyma ATCC 24228



produjo 2.13 mg astaxantina/ml en presencia de luz y solamente 1.38 mg
astaxantina/l en oscuridad. Jonson (2003) demostré que las condiciones
nutricionales y ambientales regulan la biosintesis de astaxantina y que éste
pigmento protege a P. rhodozyma de especies reactivas de oxigeno.

Para la produccion de astaxantina, P. rhodozyma también puede usar como fuente
de carbono materias de desecho agroindustriales como material lignoceluldsico y
hemiceluldsico hidrolizados, y subproductos de destilado del etanol. Kusdiyantini et
al (1998) reportaron la produccién de astanxantina por P. rhodozyma empleando
glicerol como fuente de carbono. Diversos autores han propuesto el uso de jugo de
cana de azucar (Fontana et al 1996; Florencio et al 1998), jugo de uva (Meyer y
du Preez 1994), subproductos de maiz macerado (Hayman et al 1995) y agua de
coco (Dominguez 2003) para la produccién de astaxantina por la levadura. Estos
autores han realizado estudios modificando algunas condiciones cultivo, de
acuerdo al sustrato utilizado y en general reportan mayor produccion de
astaxantina sobre substratos complejos que cuando se obtiene de cultivos donde
la fuente de carbono es glucosa. Por ejemplo, P. rhodozyma cultivada en agua de
coco produjo 1.85 mg astaxantina/g de células, mientras que cultivada en medio
YM (extracto de levadura, malta y con 10 g glucosa/l) se produjo 1.05 mg
astaxantina/g células.

También se ha propuesto el empleo de P. rhodozyma como un aditivo en la
preparacion de alimentos para animales, principalmente para peces. Para ello, la
levadura sufre un tratamiento acido y térmico seguido de una dehidratacion (An y
Choi 2003).

Biosintesis y regulacion de astaxantina por P.rhodozyma

La astaxantina es un tetraterpeno, que es de la familia de los poliisoprenoides que
se forman por dos rutas, la del mavalonato y le del no-mevalonato (o
piruvato/gliceraldehido, 3-fosfato). Cualquiera de estas dos rutas conduce a la
formacién de la primera unidad de isopreno, el isopentil pirofosfato (IPP). Después

se presenta el alargamiento de las cadenas por condensacién sucesiva (cabeza-



cola) de los terpenoides para formar dimetil alil pirofosfato (DMAPP) que es el
isdmero reactivo de IPP y se forman cadenas de poliprenil pirofosfato. El tamafio
de las cadenas de poliprenil pirofosfato varia, las de cadena corta forman geranio
pirofosfato (C10), las de cadena media forman farnesil pirofosfato (C15) y las
largas forman geranilgeranil pirofosfato (C20). Todas ellas son precursoras de
mono, di y tri terpenos y carotenoides. Por condensacion de dos residuos de
geranilgeranil-PP se produce el fitoeno. Las cadenas de fitoeno sufren desaturacion
y forman compuestos con dobles enlaces conjugados, como el licopeno, el B-
caroteno y la astaxantina que tiene 13 dobles enlaces conjugados (Fig 2). Estas
moléculas presentan colores intensos y actian como fotorreceptores (Lee vy
Schmidt-Dannert 2002; Vustin et al 2004).

Fig 2. Ruta biosintética de la sintesis de carotenoides.
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Los pasos biosintéticos de la astaxantina en P. rhodozyma parecen involucrar
sistemas sintéticos y degradativos que estan regulados por el estrés oxidativo

La exposicion a especies reactivas de O, (O singlete) altera rapidamente los
niveles de los intermediarios carotenoides y también se forman distintos productos
degenerativos como respuesta a los radicales peroxil. P. rhodozyma presenta un
sistema sofisticado con habilidad para alterar rapidamente la capacidad
carotenogénica que depende de las condiciones ambientales y del estado
fisioldgico de la célula. La biosintesis de astaxantina por P. rhodozyma es inducida

por especies reactiva de oxigeno (Schroeder y Jonson 1995).

Produccion de carotenoides por Rhodotorula glutinis.

Rhodotorula es una levadura que también ha sido estudiada por su capacidad de
producir carotenoides del tipo toruleno, torularodina, y-caroteno y B-caroteno en
varias proporciones (Perrier et al 1995). Durante la biosintesis de pigmentos por R.
glutinis, y-caroteno por hidroxigenacién produce B-caroteno finalmente por
hidroxilacién se forma toruleno y por carboxilacion de B-caroteno se forma
torularodina.

Sin embargo la cantidad de estos pigmentos producidos por R. glutinis es muy
pequefa, por lo que se han comenzado hacer estudios para mejorar el nivel de
produccidn. Se han realizados mutaciones y seleccion de cepas de R. glutinis con
mayor capacidad de produccion de pigmentos (Bhosale y Gadre 2001). Por otro
lado Buzzini et al (2005) estudiaron el efecto de metales trazas en la produccion de
pigmentos por R. glutinis. Reportaron que la concentracion de los metales trazas
afecta la biosintesis de carotenoides especificods en R. glutinis. Los mismos
autores proponen que los iones de metales probablemente actian como
mecanismos inhibidores o activadores de las enzimas carotenogénicas especificas,

en especial sobre la enzima carotenoide desaturasa.

MEJORAMIENTO GENETICO



En los Ultimos afios se han realizado estudios para mejorar la producciéon de
astaxantina por P. rhodozyma. Los primeros estudios consistieron Unicamente en
obtener mutantes de P. rhodozyma con mayor capacidad de produccion de
astaxantina, basados en mutagénesis clasica y seleccion (An et al 1991; An 1997,
Giraud et al 1994; Retamales et al 1998). Los estudios reciente de biologia
molecular y gendmica han permitido avanzar en el conocimiento de las principales
rutas de sintesis de carotenoides, ya se tiene informacion sobre la organizacion
gendmica de P. rhodozyma (Cifuentes et al 1997). Se han clonado mas de 150
genes que codifican para enzimas que intervienen en la sintesis de 27 carotenoides
La mayoria de los genes y clustrers de genes han sido clonados en
microorganismos que no producen carotenoides, como E. colj, sin embargo los
niveles de produccion de estos transformantes heterdlogos estan adn muy por
debajo de los niveles de carotenoides sintetizados por los microorganismos
productores como P. rhodozyma. Se requieren realizar muchos estudios para lograr
incrementar la produccion de carotenoides en microorganismos no productores.
Entre estos estudios se propone optimizar la disponibilidad de los precursores de
los isoprenoides, balancear la expresidn de genes carotegénicos para tener
transformaciones eficientes de los precursores al pigmento especifico deseado y
seleccionar huéspedes heterdlogos con alta capacidad para almacenar
carotenoides (Lee y Schmidt 2002).

Las continuas investigaciones han permitido desarrollar un sistema de
transformacion basado en las sefiales de expresion homdloga. Se han aislado
genes que codifican a las enzimas biosintéticas de la astaxantina por
complementacion heterdloga en un huésped de £- coli que sintetiza carotenoides
debido a la introduccién de genes carotenogénicos de Erwina uredovora. Se ha
identificado el gen ¢rtYBYy el producto del gen presenta ambas actividades, fitoena
sintasa y lycopeno ciclasa. (Verdoes et al 2003).

Actualmente se conoce la regulacién de las enzimas claves (isoprenil difosfata
sintasa, carotenoide sintasa, carotenoide desaturasa y carotenoide ciclasa) que

intervienen en la biosintesis de carotenoides y algunos genes que codifican para



dichas enzimas. También se han estudiado los genes que codifican para las
enzimas que catalizan las modificaciones de los carotenoides con lo cual es posible
obtener mayor produccion de un carotenoide especifico. Todos estos estudios han
permitido incrementar la produccién de astanxantina por P. rhodozyma, para llegar
a niveles aceptables industrialmente. También se ha logrado la produccién de
carotenoides por microorganismos no productores por transformacidon heteréloga
(Umeneo et al., 2005).
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CAP 11. TREHALOSA, UN ADITIVO ALIMENTARIO A PARTIR DE
LEVADURA

Isabel Guerrero Legarreta

Universidad Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa

La trehalosa es un disacarido natural de alta estabilidad, cuyas propiedades la
convierten en un promisorio agente estabilizante para la industria biotecnoldgica y
alimenticia. Quimicamente, es un disacarido no reductor formado por dos unidades
de glucosa en una unién a-a-1,1. Es muy abundante en la naturaleza; se
encuentra comunmente en insectos, miel, crustaceos, champifiones y en algunas
otras plantas, y en alimentos elaborados por métodos fermentativos con levaduras
ya que tanto estas como algunas bacterias la producen.

Se ha supuesto que este azUcar esta fuertemente correlacionado con la presencia
de vida, ya que protege a las moléculas bioldgicas del dafo por frio o por falta de
agua; y tiene un papel preponderante en el desarrollo de tolerancia al estrés. El
contenido de trehalosa en algunas fuentes naturales es hasta de 20% en base

seca.
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Estructura de la trehalosa (a, a -1,1-glucosilglucdsido)

PROPIEDADES

La trehalosa posee el 45% del poder edulcorante de la sacarosa (en una solucion
al 10%). Se han encontrado propiedades de importancia que la ubican como un
aditivo alimentario multifuncional: incrementa la liberacién de sabores, actia como
edulcorante nutricional, preserva la estructura celular, estabiliza a las proteinas,
tiene caracteristicas de humectacidon, mejora y mantiene la textura y el sabor de
una gama de productos alimentarios, incluyendo productos de panaderia, de
confiteria, bebidas, helados, postres y preparaciones de frutas. Es notable su
capacidad como protector de moléculas bioldgicas contra la congelacién y los

procesos de secado.

Tabla 1. Principales propiedades de la trehalosa en comparaciéon con las

de maltosa y sacarosa

Trehalosa Maltosa Sacarosa

Peso molecular 342.1 342.31 342.31
Punto de fusion 97°C 102.5°C 160-186°C
Tfamperatura de transicién 29°C. 43.5°C 5200
vitrea
Poder edulcorante

, 45%% 459% 100%
(solucion 10%) ° ° °
Higroscopicidad (aumento
de masa a 250C a 94% HR <1% 6% 75%
Poder reductor no Si no

Al ser un azucar no reductor -los carbonos anoméricos estan formando la union

glucosidica, no reacciona con aminoacidos o proteinas por lo que no produce




oscurecimiento no enzimatico (reaccion de Maillard), aun a temperaturas altas. El
sabor, color y caracteristicas nutricionales que se deterioraria de producirse la
reaccion de Maillard, se estabilizan.

El caracter no reductor la hace también estable a pH bajos, que produciria
hidrdlisis en otros disacaridos, ademas de no propiciar reacciones de
caramelizacién y oscurecimiento caracteristico de sistemas similares a pH acido
cuando se calientan. Esto da como resultado la retencién de sabores y colores. Las
soluciones de trehalosa son incoloras, lo que permite su adicion a sistemas
alimentarios sin cambiar el color.

Aunque tiene un poder edulcorante de 45% del de la sacarosa, mejora la
liberacién del sabor de preparados de frutas y de bebidas no alcohdlicas. El perfil
temporal de la trehalosa muestra un desarrollo rapido de dulzor y persistencia
mayor que el de la sacarosa; el perfil de sabor estd balanceado, y el dulzor leve de
permite que otros sabores se potencien; se ha reportado también que inhibe las
notas amargas o astringentes, sin dejar sabores residuales.

Posiblemente la principal propiedad de la trehalosa es como estabilizante en
procesos de congelamiento-descongelamiento y de secado; protege la estructura
celular de los compuestos en los alimentos, particularmente a fosfolipidos,
proteinas, en procesos de congelamiento y descongelamiento, manteniendo la
textura deseada. Esta caracteristica se debe a varios factores combinados: la
temperatura de transicion vitrea de la trehalosa (79°C) es mas alta que otros
disacaridos (43.5°C maltosa y 52°C sacarosa) lo que permite que sea estable en
temperaturas extremas, manteniendo la estructura de los sistemas cristalinos a los

que se incorpora.

El dihidrato de trehalosa, la forma comercial, es estable hasta 94% de humedad
relativa; la baja higroscopicidad da como resultado un producto seco fluido. Los
cristales de trehalosa son mas resistentes a la adsorcion de agua que otros
sistemas de azlcares similares. Por lo que, si en el sistema alimentario se

encuentran otros azucares, la adicidn de trehalosa disminuye la sensibilidad de



esta a la humedad y a la aglomeracion. Esta propiedad, combinada con su
estabilidad en procesos térmicos y durante el almacenamiento, asi como su baja
higroscopicidad, lo hace un protector de proteinas muy eficiente.

Al emplearse como aditivo en alimentos para regimenes especiales, las
investigaciones preliminares sugieren que este edulcorante no elicita una alta
respuesta a la insulina, por lo tanto puede ser digerido y absorbido lentamente y
con velocidad mas sostenida que otros azlcares, liberando energia que es
facilmente accesible para el organismo. La trehalosa tiene menor capacidad de
producir caries que la sacarosa; no tiene el efecto laxante tipico de otros
edulcorantes no cariogénicos, como la fructosa.

Al ingerirse, la trehalosa se metaboliza como otros disacaridos (sacarosa, maltosa
y lactosa) proporcionando 4 kcal/g; después de la ingestion se degrada
enzimaticamente en el intestino delgado formando dos unidades de glucosa que se

absorben y transportan igualmente que la glucosa monomérica.

USOS

La trehalosa tiene una gama muy amplia de aplicaciones en productos alimentarios
al emplear sus propiedades Unicas de estabilidad al calor, acido, congelamiento y
propiedades no reductoras. El efecto preventivo de la trehalosa en la
retrogradacion del almiddon prolonga la vida de anaquel de los productos
alimentarios que contienen almiddn, lo que la hace un aditivo ideal para productos
de panaderia y pasteleria. Ademas, la trehalosa protege a los fosfolipidos,
proteinas y geles frente a los dafos por frio y durante los procesos de secado.
Esta caracteristica da excelentes resultados en la restitucion de productos
congelados y secados, tales como alimentos congelados o secos que contengan
huevo, pescado o carne. La trehalosa suprime el sabor amargo/astringente a
través de un efecto enmascarante, lo que ayuda a mejorar la calidad sensorial de
productos. En goma de mascar, incrementa la persistencia del sabor.

En productos de confiteria, como caramelos, chocolates, chiclosos controla el color

evitando el oscurecimiento excesivo; no reacciona en condiciones de alta acidez



durante la fabricacién de caramelos duros proporcionando caracteristicas vitreas
estables. En frutas y vegetales secos, no promueve oscurecimiento no enzimatico
durante el proceso de secado; proporciona un nivel muy bajo de dulzor y
conservando el color del producto.

En los productos secados por aspersion actua como acarreador de sabores debido
a sus propiedades de formacion de cristales. El reemplazo de azlcares reductores
con trehalosa extiende la vida util de los alimentos procesados cuando la principal
reaccion de deterioro es el oscurecimiento no enzimatico. Ademas, conserva la
textura de productos secos al proteger proteinas vy lipidos. En lacteos y productos
que contienen huevo evita los sabores producidos por caramelizacién y reaccion de
Maillard; evita aglomeracion en productos lacteos secos, como los postres
instantaneos.

Una patente americana describe a una bebida a base de trehalosa destinada a
atletas o personas sujetas a regimenes altos de ejercicio fisico, proporcionando el
doble de glucosa que los alimentos glucosados (6,455,511). Por otro lado, una
patente canadiense (2,089,241) y una americana (5,218,096) la describen para su

uso en alimentos debido a su dulzor y rapida absorcién por el intestino delgado.

Otro campo de procesamiento de alimentos en el que se argumenta el posible uso
de la trehalosa es el de produccion de cultivos iniciadores. Las bacterias acido
lacticas (BAL) se usan en la produccion de quesos, yogurt, embutidos fermentados,
masa agrias, coles agrias y otros productos. En muchos de estos procesos el
cultivo, en forma seca o congelada, se afiade directamente a la matriz alimentaria.
El proceso empleado para secar BAL es el secado-congelado (liofilizado) un
método costoso y lento. La levadura de panaderia, por otra pare, se seca por lecho
fluidizado. Se han empleado varios compuestos, entre otros la trehalosa, para
aumentar la supervivencia de células sujetas a liofilizacion, pero no en lecho
fluidizado. Champagne y Gardner (2001) evaluaron el efecto de trehalosa en la
supervivencia de Streptococcus thermophilus secada por liofilizacion y por lecho

fluidizado. La mayor supervivencia de esta bacteria secada en lecho fluidizado, tal



como se aplica en la produccidon comercial de Saccharomyces cerevisiae, sugiere
que se puede usar también en cepas lacticas. Los autores sugieren la
incorporacién de trehalosa como una alternativa para la produccién de iniciadores
lacticos con alta viabilidad celular, o la seleccién de cepas iniciadoras con alta
produccidn de este compuesto.

Se han desarrollado también aplicaciones de la trehalosa en los campos
farmacéuticos y cosmético. En la industria cosmética, usando su propiedad para
retener agua, se emplea en cremas. Se ha descrito también su posible uso en un
sistema de didlisis peritoneal (patente americana 4,879,280) en el cual se
menciona como uno de varios disacaridos que reemplazan a la glucosa; se
argumenta que la trehalosa evita que se eleve la glucosa sanguinea. Una patente
japonesa (6-70719) argumenta los beneficios de su uso como componente en
formulaciones parenterales, principalmente por que se puede sujetar a
temperaturas de autoclave sin sufrir oscurecimiento.

Se ha reportado que la trehalosa puede disminuir los sintomas de la enfermedad
de Huntington en ratones. Esta enfermedad produce agregados de una proteina
cerebral, la huntigtina, lo que produce falta de coordinacién, pérdida de peso y
muerte prematura. La accion de la trehalosa es reaccionando con esta proteina y

evitando se agregacion.

MECANISMO DE PROTECCION DE ESTRUCTURAS BIOQUIMICAS

El efecto de Ila trehalosa como protector de membranas (liposomas,
microorganismos, etcétera) y proteinas durante la congelacion y el secado, ha sido
objeto de un numero considerable de publicaciones. En la célula de levadura, la
trehalosa acta como un osmoprotector. EI mecanismo por el cual estabiliza a las
moléculas a bajas humedades no ha sido dilucidado pero se sugieren dos
hipotesis: la formacién de puentes de hidrégeno entre el disacarido y las proteinas,
reemplazando a las moléculas de agua y manteniendo la estructura terciaria; o la

capacidad de la trehalosa de formar estructuras vitreas.



Pereira et al (2004) estudiaron el efecto de trehalosa en membranas, encontrando
que minimiza el efecto destructor de las temperaturas elevadas, estabilizando la
estructura de la bicapa en la membrana al interactuar con esta por puentes de
hidrégeno. Sin embargo, las moléculas de agua en la superficie de la bicapa no se
reemplazan completamente. El efecto protector se correlaciond con el aumento en
el nimero de moléculas de trehalosa que se unen a tres o0 mas moléculas lipidicas,
manteniendo a estructura terciaria.

Otra causa de esta proteccion es la capacidad de la trehalosa de formar
estructuras vitreas durante el secado, caracterizadas por su poca movilidad
molecular. Cuando la cantidad de agua es suficientemente alta como para permitir
que la trehalosa cristalice en un alto grado, tanto las enzimas como las levaduras
son rapidamente inactivadas. Ya que la trehalosa cristaliza como dihidrato, se

requieren 10.5% (base seca) de agua para que su cristalizacion sea completa.

PRODUCCION INDUSTRIAL
La trehalosa se produce a partir de almidones utilizando el proceso de conversion
enzimatico, denominado proceso Hayashibara, sujeto a la proteccion de una

patente, (http://www.cargill.com/sfi/tredesc.htm) produciendo un polvo cristalino

(dihidrato de trehalosa) con alta pureza.

Este aditivo ha tenido especial importancia para productores pequenos. En Europa,
un grupo de companias productoras de ingredientes menores ha promovido los
beneficios potenciales del uso de trehalosa. En 2001 la Comisién Europea aprobd
el uso de trehalosa en alimentos en la Unidon Europea, seguido a esta aprobacion
ha sido la autorizacion por Estados Unidos, Taiwan y Corea en 2002. Los mayores
productores de trehalosa son Cargill Foods™® (Estados Unidos), que comercializa
Ascend™®, trehalosa a partir de almidén de maiz, y Amcan Ingredients'™® (Francia).
La trehalosa esta considerado como sustancia GRAS (Generally Recognized as
Safe); se puede aplicar en usos generales en alimentos como un aditivo de usos
multiples. El nivel de uso esta limitado por las Buenas Practicas de Manufactura
(GMP).


http://www.cargill.com/sfi/tredesc.htm

TREHALOSA DE ORIGEN MICROBIANO

A pesar de tener propiedades tan atractiva y ser producida por un gran nimero de
microorganismos, como levaduras y bacterias, no se ha llevado a cabo la
produccién industrial de trehalosa a por métodos microbianos debido a su alto
costo y al bajo rendimiento de produccion. Sin embargo, la informacion reportada
en la literatura indica que es altamente factible su produccién por métodos

biotecnoldgicos.

Las bacterias pueden usar trehalosa exdégena como Unica fuente de carbono y
energia, asi como para sintetizar cantidades apreciables de este disacarido. La
facilidad de acumular trehalosa es el resultado de un sistema genético complejo,
que es regulado por la osmolaridad. Algunas micobacterias contienen trehalosa
esterificada como componente estructural de la pared celular. En cambio, las
levaduras y hongos no pueden crecer en trehalosa como Unica fuente de carbono,
la cual parece jugar un papel doble: como reservorio almacenandose en células
vegetativas y en estructuras reproductivas, y como metabolito del estrés
(Arglielles, 2000). Varios autores han estudiado la produccion de trehalosa de
Saccharomyces cerevisiae, mientras que Neves et al (1994) describieron Ia
produccién de trehalosa por Humicola grisea var. thermoidea.

Una propuesta interesante se expone en una tesis doctoral chilena (Padilla, 2004)
en la que se describe una estrategia para la produccidon industrial de trehalosa,
basada en cepas genéticamente mejoradas de Corynebacteriu glutamicum, una
bacteria Gram-positiva capaz de sintetizar y excretar el disacarido. El programa de
mejoramiento metabdlico de dicha bacteria, descrito en esta tesis doctoral, se basd
en dos enfoques de ingenieria metabdlica: (1) la alteracidon de las rutas terminales
de sintesis del disacarido a través de sobre-expresion de genes involucrados en su
sintesis; y (2) el cambio del metabolismo central a través de modificaciones
genéticas. Los enfoques descritos permitieron al autor aumentar significativamente

la capacidad de sintesis de trehalosa por Corynebacterium glutamicum.



El metabolismo de la trehalosa se ha estudiado en varias cepas de levaduras.
O’Connor et al (1996) estudiaron Saccharomyces uvarum durante la fermentacion
de mostos en un gradiente de gravedades especificas. La concentracidon maxima
de trehalosa fue proporcional a la gravedad original del mosto; al incrementarse la
gravedad del mosto se incrementd el contenido de trehalosa celular, lo que
permitid concluir que es un osmoprotector. Este comportamiento fue el resultado
de estrés osmdtico.

Pataro et al (2002) estudiaron la acumulacion de trehalosa en 86 cepas de
levaduras aisladas de la produccion de cachacga, aguardiente tradicional de Brasil.
Todas la cepas (Saccharomyces cerevisiae Candida parapsilosis, C. maltosa,
Kloeckera japonica, S. exiguus'y C. bombicola) acumularos trehalosa, aunque las
que mayor cantidad acumularon fueron S. cerevisiae. Los autores evidenciaron la
relacion a de estrés, en especial osmotolerancia, con la acumulacién de trehalosa
y viabilidad celular.

Hernandez-Lopez et al (2003) estudiaron la respuesta de Saccharomyces
cerevisiae y la levadura criotolerante 7orulaspora delbrueckii a estrés osmético en
postres y masas congeladas, asi como su capacidad leudante (produccion de
dioxido de carbono). Las cepas de 7. delbrueckii mostraron mejor capacidad
leudante que las Saccharomyces, especialmente cuando se expusieron a choques
hiperosmoticos en masas panaderas. 7. delbrueckii no perdid su capacidad
leudante durante los ciclos de congelado-descongelado. Esta caracteristica se
relaciond con la concentracion y de trehalosa.

Los microorganismos que se encuentran naturalmente a temperaturas bajas
desarrollan mecanismos de proteccion. Las levaduras presentan respuestas a
choques térmicos cuando la temperatura de su medio disminuye, con un aumento
dramatico de la sintesis de trehalosa. Este hecho fue reportado por Pavlova et al
(2001) quienes aislaron cinco cepas de la Antartica con alta produccién de
trehalosa: Rhodotorula minuta, Rhodotorula mucilaginosa, Cryptococcus albidus y

Cryptococcus laurentiiy Candida oleophila.






CONCLUSIONES

Debido a sus capacidad funcional mdltiple, la trehalosa se presenta como un
aditivo alimentario interesante y factible de comercializacion. Aunque el proceso
industrial se basa en la conversion enzimatica de almidones, los métodos
biotecnoldgicos, estudiados hasta el momento a nivel experimental, son

promisorios para ser escalado a nivel industrial.
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INTRODUCCION

Partiendo de una suspension de células de levadura, no es posible aislar productos de
interés de forma individual, si no se elabora previamente un tratamiento adecuado de la
biomasa. El tratamiento estard determinado en primera instancia, por la localizacion
celular del componente de interés, es decir, si es un compuesto intracelular o por el
contrario es un compuesto excretado de forma espontdnea o inducida por la célula.

Los procesos basicos empleados en el aislamiento de un compuesto microbiano se
muestran en el esquema de la Fig 1. Después de producida la biomasa, el fluido es
procesado para facilitar las operaciones siguientes, esto es, se separan las células del
medio fermentado.

Los métodos de separacidbn més comunes son la centrifugacion vy la filtracion.

En el caso que nos ocupa, donde se pretende fraccionar una célula microbiana en la
mayor cantidad de compuestos posibles, la etapa de desintegracién celular deviene de
singular importancia. Muchos productos tales como enzimas, proteinas recombinantes,

lipidos etc, se obtienen por esta via.

FRACCIONAMIENTO DE LEVADURAS

Se han propuesto esquemas de fraccionamiento de levaduras a partir de autolizados
frescos, sin embargo, la practica comun en la industria desarrolla procesos de obtencion
de los diferentes compuestos de forma aislada con una pobre eficiencia de utilizacion de
la biomasa. En este tipo de procesos caen producciones de especialidades bioquimicas

de alto valor agregado y elevadisimos precios como: glutation, factor de tolerancia a la



glucosa, NADH, FMN, FADH,, enzimas como alcohol deshidrogenasa (ADH), glucosa
isomerasa etc. Otras tendencias se encaminan a la obtencion simultanea de aditivos
para alimentos a partir de tecnologias mas simples y sin implicar elevados grados de
pureza como concentrados de proteinas, extractos de levadura y concentrados de
polisacaridos de pared celular, y por ultimo los esquemas disefiados para la obtencion
de tantos productos como sea posible obtener simultdneamente, por ejemplo invertasa,

extracto de levadura, ergosterol, polisacaridos de pared, fosfolipidos de membrana, etc.

Figl Esquema de operaciones empleadas en el aislamiento de productos
microbianos
Medio de cultivo
Separacion

f 1
Centrifugacion/ Filtracion

| |

Producto intracelular Producto extracelular
Desintegracion —  Precipitacién
celular b ACCION
—Aela0rCiON

Separacidn de las
paredes celulares

—Evaporacion
Cristalizacion et rafiltracion
Secado e QSMOSIS iNversa
Liofilizacion

OBTENCION DE CONCENTRADOS O AISLADOS DE PROTEINAS DE LEVADURAS
La pared celular de la levadura (ver capitulo 8) representa una resistente barrera que es
preciso quebrar antes que los componentes intracelulares queden accesibles a su

extraccion y purificacion. La reduccion del contenido de ARN de los productos obtenidos



también es una objetivo a alcanzar. Para lograr por tanto la adecuada ruptura de la
pared celular para permitir la extraccion de proteinas y obtener estas proteinas en forma
de aislados (contenido de proteinas cercano al 90%) o de concentrados (porcentaje de
proteina aproximado al 70%) y con bajo nivel de acidos nucleicos se han propuesto
numerosos metodos.

La mayoria de los métodos descriptos descartan el resto insoluble y proceden a
precipitar las proteinas del sobrenadante. Estas proteinas son mayoritariamente
nucleoproteinas (proteinas ligadas a proteinas ribosomales) por lo que su precipitacion
directa sin ningun tratamiento previo produce concentrados o aislados proteicos con alto
contenido de nucleicos (superior al 10%). El insoluble resultante de Ia
homogeneizacion-centrifugacion posee una cantidad variable de manoproteinas
dependientes de cual haya sido el pH de extraccion. A partir de este insoluble es posible
también obtener aislados por una solubilizacion a pH superiores a los empleados en la
homogeneizacion inicial.

Robbins (1975) patentd un proceso de manufactura de proteina de levadura con un
reducido contenido de ARN usando una medio alcalino y/o alta temperatura. Las células
en suspension son desintegradas en frio a 56 MPa, tratadas a pH 9.5 y 25-60 °C por un
periodo de 20 minutos después del cual los restos de paredes celulares son eliminados
por centrifugacion. El extracto alcalino fue ajustado a pH 6-8 y calentado a
temperaturas tan altas como 110-120 °C durante 2 a 60 minutos. Este tratamiento
precipita las proteinas y la fraccion intacta de ARN queda soluble en el sobrenadante
alcalino. El tratamiento térmico también cumple la funcion de esterilizar el producto final
el cual se somete posteriormente a un secado. El nivel de ARN final en el producto fue
cerca del 2 %. El proceso de reduccion de ARN puede también ser usado para recuperar
un aislado proteico de levadura que contenga todo el ARN por haberse empleado pH 7,
tratandola con el procedimiento alcalino descrito. En este caso el contenido final de ARN
de los aislados fue del orden de 4 %.

Debe tenerse en cuenta que cuanto mayor es el pH del medio usado mayor es la
posibilidad de que las proteinas sufran desnaturalizacion pero a su vez que mas

manoproteinas de la pared celular sean solubilizadas y pasen a formar parte del aislado



obtenido. Si lo que se desea es obtener un producto proteico que contenga las paredes
celulares de las levaduras (glucanos, quitina y manoproteinas), el tratamiento alcalino
es omitido. Los homogenatos de células rotas con aproximadamente 9 % de sélidos (se
obvia la centrifugacion) son tratados para reducir el contenido de ARN usando el mismo
método alcalino descrito u otros enzimaticos o quimicos.

Hedenskog y Ebbinghaus (1972) también usaron condiciones alcalinas para la remocién
del ARN de S. cerevisiae. El tratamiento involucrd la ruptura celular en presencia de
perlas de vidrio a presion atmosférica después de lo cual el homogenato resultante se
trata a pH 9. La eliminacion de ARN se logré por tratamiento térmico del homogenato a
80 °C y enfriamiento posterior a 25 °C. Las proteinas precipitan y la fraccion de ARN de
alto PM queda en solucion. El contenido final de ARN en el aislado obtenido resulta de
1-2 %. Cuando se adiciona NaCl al extracto alcalino se mejora la eliminacién de ARN,
pero se requieren temperaturas menores para lograr la precipitacion eficiente de las
proteinas.

Por su parte Newell (1975) emple6 dos condiciones diferentes, alternando tratamientos
con alto pH/baja temperatura y bajo pH/alta temperatura para reducir el contenido de
ARN por debajo del 2%. Después de la ruptura celular a 0-10 °C y 56 MPa, el
homogenato se traté a pH 9.5 a 60 °C por 60 minutos. Se eliminan las paredes celulares
y los extractos resultantes son tratados a pH 10-10.5 y 75-85 °C por 1-4 horas o a pH
11.5-12.5 y 50-65 °C por 1-2h. La precipitacion de proteinas en este método se logro
por calentamiento pero a pH isoeléctrico usando HCI o H3PO, para ajustar el pH. Las
fracciones proteicas fueron lavadas y secas por spray.

Segun los resultados de estudios mas recientes (Otero y Cabello 1980, Otero et al 1996)
sobre métodos de obtencidn de aislados, se los puede agrupar segun las condiciones de

operacion en:

Precipitacion a pH alcalino y temperatura.
Este método propone la desintegracion previa de las células suspendidas (10 %) en
agua por medio de un molino de bolas cargado con bolas de vidrio de 0.5-0.75 mm de

diametro. Una vez desintegradas las células, la suspension se ajusta a pH 9 y se



adiciona NaCl hasta completar 5 %. La suspension se calienta hasta 70 °C para
precipitar la proteina, se diluye 5 veces y se centrifuga. La fase pesada contiene una
pequefa cantidad de sustancia seca y el concentrado de proteinas posee 9 % de N (56
% proteina Kjeldahl) y 1.5 % de ARN. Este esquema posee varios inconvenientes
relacionados con el producto el que queda impurificado con los desechos de paredes
celulares que también sedimentan. Los rendimientos reportados son asi mismo muy
bajos. Por otra parte durante el molinado una parte pequefia de las bolas se quiebra y

pasa al producto.

Extraccion alcalina en caliente

El esquema propuesto consta de dos vertientes: pH bajo y alta temperatura (HTLA) y
pH alto y baja temperatura (LTHA). En el proceso aplicado a Candiga utilis as células se
homogenizan a 54 MPa (homogenizador Manton-Gaulin) y temperaturas de 10°C. La
homogenizacion se repite hasta tres veces. El medio se diluye y se ajusta pH a 9.5. El
material se agita, calienta hasta 60°C y se centrifuga. El sobrenadante se utiliza para
cualquiera de los dos tratamientos siguientes.

m LTHA

El extracto alcalino se ajusta a pH 12 y se calienta por una hora a 60°C. Sin dejar
enfriar, el pH se lleva a 4.5 con H3PO,4. La proteina precipitada, lavada y seca tiene
68.3% de proteina Kjeldahl, 1.9% de acidos nucleicos, 12.2% de lipidos entre otros. El
rendimiento es de 30%.

m HTLA

El extracto se ajusta a pH 10-10.5 y se incuba por 4 horas a 80 °C. Se ajusta el pH a 4.5
y la proteina precipitada se lava y se seca. El producto final contiene 70 % de proteina,
1 % de ARN y 11 % de lipidos, siendo el rendimiento alcanzado de 19-20 %.

La suspension de levadura (9 % de sdélidos) se homogeniza tres veces a 54 MPa y el
homogenato se diluye hasta 35 % de sdlidos, se ajusta el pH a 9.5 y se calienta a 60 °C
por 10 min. Se centrifuga y se obtiene un sedimento y un extracto alcalino. Este
extracto, que contiene 92 % de las proteinas presentes, se neutraliza y se calienta a

120 °C por una hora y se separa en dos fracciones, la fraccion proteica y el



sobrenadante rico en ARN. El precipitado contiene 85.1 % de proteina 'y 2.2 % de ARN,
ambos expresados sobre peso seco.

Se debe ser cuidadoso con estos tratamientos pues si bien son efectivos para reducir el
contenido de acidos nucleicos, pueden tener efectos negativos sobre la funcionalidad y
el valor nutricional de las proteinas aisladas de levadura. Es sabido que los tratamientos
alcalinos provocan la formacion de compuestos potencialmente toxicos tales como la
lisinoalanina y concomitantemente la disminucion del contenido de lisina disponible;
estos efectos son mayores cuanto mayor es el tiempo y al temperatura de tratamiento y
cuanto mas alcalino es medio (pH > 9). Por tal motivo algunos investigadores hay
ensayado disminuir con éxito el contenido de &cidos nucleicos a traves de
modificaciones quimicas en las proteinas de levadura tales como la succinilacion,
acetilacion o citraconilacion, lo cual trae aparejado también mejoras en algunas de sus
propiedades funcionales (Kinsella y Shetty, 1979). Sin embargo, la seguridad nutricional,
toxicoldgica y aceptabilidad de las proteinas modificadas no fue aun determinada.
Dentro de las modificaciones quimicas, una de las mas seguras es la fosforilacién, la
cual fue estudiada también por el grupo de investigacion de Kinsella (Damodaran y
Kinsella, 1984; Huang y Kinsella, 1986, 1987) y por Pacheco y Sgarbieri (1998) entre
otros.

El método empleado por Damodaran y Kinsella (1984) para disociar las nucleoproteinas
de levadura por fosforilacion quimica fue aplicado sobre levadura de cerveceria
(Saccharomyces ovarum). Las células de levadura se lavaron 3 veces con agua destilada
fria y se desintegraron con Dyno-Mill a 5 °C. El pH del homogenato se ajusté a 9 y se
agitd la mezcla por 30 minutos a 5 °C. Se centrifugo a 15000 g por 30 minutos a 5 °C
para remover los restos de pared celular y otros materiales insolubles. Las
nucleoproteinas presentes en el sobrenadante se precipitaron a pH 4.2 y el precipitado
(15000 g por 30 minutos) se dispersé en agua a pH 9 y se secd por atomizacion. La
fosforilacion de las nucleoproteinas aisladas de levadura se realiz6 sobre una dispersion
acuosa 1 % usando oxicloruro de fosforo (POCI3) regulando el grado de fosforilacion con
la relacion reactivo/proteina. Después de este tratamiento las proteinas se precipitan a

pH 4.2 y se separan por centrifugacion a 20000 g por 30 minutos; el precipitado es



lavado con agua a pH 4.2 y suspendido a pH 8.5. Con una relacién POCls/proteina igual
a 1 g/g, se logré reducir el contenido de ARN desde 21 % (nucleoproteinas iniciales)

hasta aprox. 3-4 % con un rendimiento del 80 % sobre el total de proteinas.

MEJORAMIENTO DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS PROTEINAS DE LEVADURA
Las propiedades funcionales de las proteinas son aquellas propiedades fisicoquimicas
que contribuyen con las caracteristicas reoldgicas, de estabilidad y sensoriales de un
alimento natural o que permite su utilizacibn en la manufactura de alimentos
formulados. Estas propiedades se pueden clasificar en propiedades de hidratacion
(dependientes de la interaccion de la proteina con el agua: absorcion y retencion de
agua, solubilidad, dispersibilidad), de estructuracion (relacionadas con la interaccion
proteina-proteina, como son la gelificacion, coagulacion, formacién de peliculas y fibras
y dispersiones viscosas), de superficie (formacion de emulsiones y espumas, retencion
de aromas, interaccion con lipidos) y organolépticas (principalmente sabor, aroma, color
y textura).

En contraste con la abundante literatura disponible sobre las propiedades funcionales de
proteinas de otras fuentes (lacteas, carnicas, vegetales) son relativamente pocos los
estudios sobre las propiedades funcionales de proteinas de levadura. En estos estudios
predominan los relacionados a proteinas de los géneros Saccharomyces, Candida y
Kluyveromyces por ser estos organismos considerados de grado alimenticio.

La funcionalidad de las levaduras enteras esta determinada por la superficie de la pared
y de la membrana celular. La biomasa de levaduras enteras exhibe por lo tanto una
pobre funcionalidad: son poco hidratables, presentan baja viscosidad, no forman geles,
no exhiben capacidad de emulsionar ni espumar y en suma a esto tienen generalmente
sabor y color no agradables. Estas caracteristicas limita la utilizacion de las levaduras
como ingrediente alimentario, excepto cuando la Unica finalidad es adicionarlas en baja
concentracion para la fortificacion nutricional del alimento. No debe sorprender que la
ruptura celular, que permite la liberaciébn de las proteinas intracelulares, con o sin la
separacion de restos de pared celular, provea el principal material para obtener

productos funcionales. Aun asi, cuando las proteinas no son adecuadamente aisladas o



concentradas y sometidas a tratamientos para eliminar los acidos nucleicos, sus
propiedades no adquieren su maxima funcionalidad.

Los concentrados y aislados proteicos de levadura pueden adquirir propiedades
funcionales comparables a las de preparados similares a partir de la soja cuando son
adecuadamente modificadas (Gierhard y Potter, 1978, Guzman-Juarez 1982).

La enorme variedad de especies proteicas en la biomasa de levadura hace dificil la
prediccion de los cambios estructurales o funcionales cuando son sometidas a diferentes
procedimientos de extraccion y purificacion. El conocimiento de la relacion existente
entre esas propiedades estructurales y las funcionales (solubilidad, hidratacion, gelacién,
emulsificacion, espumado, etc.) son de importancia primaria en el disefio de diferentes
tratamientos que promuevan la aparicion de ciertas propiedades deseables.

En este sentido, la explotacion mas eficiente de la funcionalidad de los componentes de
la levadura, pasa en primer lugar por la ruptura celular y a través de su separacion
eficiente del resto de la biomasa. Muchas de las proteinas citoplasmaticas son obtenidas
en forma de nucleoproteinas (Kinsella 1986) por lo que se han desarrollado numerosos
procesos para romper el complejo nucleoproteinico e incrementar asi la funcionalidad
proteica (Huang y Kinsella 1987, Otero et al 1996, Pacheco y Sgarbieri, 1998). Sin
embargo, los procesos mas eficientes para tal objetivo son térmicos, alcalinos o ambos,
presentan a la vez el inconveniente de producir una desnaturalizacion muy acentuada
que afecta la funcionalidad.

Segun Kinsella (1986) la solubilidad de las proteinas se puede considerar una de las
caracteristicas funcionales mas importantes, ya que muchas de las propiedades
funcionales tales como gelacion, emulsificacion y formacién de espuma depende de la
solubilizacion inicial de la proteina en el medio. Comparativamente con otras proteinas
tales como las de soja, suero lacteo, las proteinas de levadura son pobremente solubles
en un rango de pH comunmente usado en alimentos (pH 4-7). Como las proteinas de
levadura para ser aisladas deben someterse a las células a una ruptura celular que
consiste en un intenso trabajo mecanico acompafiado con un cierto aumento de la

temperatura; estas condiciones pueden inducir per se procesos de desnaturalizacion y



agregacion dada la naturaleza hidrofobica de las nucleoproteinas. Estos procesos se ven
promovidos ademas por el aumento de temperatura durante el secado final.

Estudios realizados por Otero et al (2005) por calorimetria diferencial de barrido (DSC)
permiten visualizar la baja estabilidad al calor que tienen las proteinas aisladas de
levadura (S. cerevisiae 'y K. fragilis) comparativamente con las mismas proteinas en su
medio celular.

Por el método de Ozawa (1970) se pudieron determinar parametros termodinamicos y
cinéticos de desnaturalizacion térmica de levaduras enteras (dispersion 30 % en agua).
Para las proteinas en células enteras de Saccharomyces cerevisiae (Sc) la energia de
activacion de desnaturalizacion fue de 63.8 + 1.25 Kcal/mol, la cual es muy superior a
las correspondientes a células enteras de Kluyveromyces fragilis (Kf), 42.9 + 1.2
Kcal/mol; lo mismo ocurre con el factor pre-exponencial de Arrhenius, que resulté ser
3.23 x 10* y 3.1 x 10%® min™ para Sc y Kf respectivamente. Esto indica en principio una
diferente estabilidad térmica de las proteinas constitutivas de ambas levaduras en su
medio natural intracelular, que explicaria en principio la mayor labilidad térmica de las
K. fragilis. Para estas Ultimas bastan s6lo 5 minutos a 55 °C para provocar un grado de
desnaturalizacion total en tanto que para provocar el mismo resultado en S. cerevisiae
se necesitan 15 minutos a 59 °C. La Fig 2 muestra la variacion del grado de
desnaturalizacion de las proteinas de levadura en células enteras en funcion de la
temperatura.

En la Tabla 1 se comparan las temperaturas y entalpias de desnaturalizacion de las
proteinas de ambas especies, dentro de la célula entera y aisladas. Se hace evidente la
diferencia ya mencionada entre Sc y Kf, pero ademas se puede ver que las proteinas
aisladas de ambas levaduras presentan una temperatura de desnaturalizacion, en el
orden de los 51-53 °C, mucho menor a la que exhiben las mismas en el medio celular.
Dada la baja estabilidad de las proteinas Kf, durante su aislamiento se produce aprox.

un 30 % de desnaturalizacion, reflejado por la disminucién del AH.



Fig 2 Labilidad térmica de las proteinas de diferentes especies de levadura
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Tabla 1 Entalpias de desnaturalizacion de proteinas de levadura en células

enteras y aisladas de su medio natural

Levadura AH (J/g proteina) b Tp (°C) a

Células enteras 16.8 £ 0.6 66.6 + 0.1

> Proteinas aisladas ° 17.0+ 0.8 51.0+ 0.3
Células enteras 13.6 £ 0.6 63.2 + 0.3

Kf Proteinas aisladas ° 10.05 + 1.6 53.0+1.6

a) Temperatura de pico endotérmico de desnaturalizacion a velocidad de calentamiento
10°C/min de dispersion acuosa al 30%; b)Energia de desnaturalizacion calculada como el areas
del pico endotérmico expresada en Joules respecto a la masa seca de proteina; c) Aisladas bajo
condiciones que disminuyen su desnaturalizacion: control de temperatura durante la
homogeneizacion, extraccion pH 8-9, precipitacion pH 4.5 y secado por liofilizacion.

Los parametros termodinamicos de la desnaturalizacion de proteinas de Sc y Kf y las
temperaturas de desnaturalizacion de las mismas se expresan en la Fig 3 que muestra
las constantes cinéticas de desnaturalizacion térmica de las proteinas en células y
aisladas.

Estos estudios nos sefialan en principio que el solo hecho de aislar las proteinas de
levadura de su medio celular, se les provoca una mayor sensibilidad térmica. Las
proteinas aisladas de ambas levaduras tienen a 47 °C la misma constante de
desnaturalizacion, la cual es equivalente a la que presentan las proteinas de Kf a 57 °C
y las de Sc a 63 °C. Es interesante observar que temperaturas en el rango 50-65 °C son
las empleadas para provocar la activacion de nucleasas y/o proteasas celulares en
procesos de autdlisis, pueden resultar en bajos o altos grados de desnaturalizacion
segun sean el tiempo, condicién del medio, tipo de levadura y grado de ruptura celular.
Es sabido que las proteinas desnaturalizadas por incrementar su hidrofobicidad expuesta
pueden aumentar su tendencia a la agregacién y provocar una pérdida de solubilidad

adicional.



Fig 3 Determinacioén de las constantes cinéticas de la desnaturalizaciéon
de las proteinas de levadura
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La necesaria reduccion de acidos nucleicos también puede resultar en desnaturalizacion
proteica y modificaciones de la solubilidad y de otras propiedades funcionales
dependiendo del método empleado para lograr tal fin. En un trabajo de Otero et al
(2000) se estudi6 el efecto de tratamientos de incubacion alternativos sobre
homogenatos obtenidos a partir de Sc y Kf, las cuales contienen: % Proteina (Nx6.25)
de 41.3 £ 1.5y 50.76 = 1.8 y % ARN de 6.03%£0.77 y 7.54 = 0.61 respectivamente.
Suspensiones de levaduras (150 g/l) se ajustaron a pH 9.5, homogeneizados a 50 MPa,
diluidos a 100 g/l y centrifugados para remover restos de pared celular. El sobrenadante
se sometid a diferentes tratamientos que se resumen en la Tabla 2, resultando aislados
con los contenidos de proteinas y ARN mostrados en la Fig 4.

Tabla 2 Tratamiento para evitar las pérdidas de proteina en la obtencién de

concentrados proteicos de levadura

Muestra | Incubacion | Precipitacion




I NO pH 4,5 T amb

I 50°C, 1 h, EDTA pH 4,5 T amb
i 50°C, 1h pH 4,5 T amb
v 50°C, 1h pH 4,5 90°C 15 min

El empleo de EDTA es para inactivar proteasas (dependientes de iones divalentes).

Fig 4 Efectividad del EDTA en la preservacion de proteinas durante la

degradacion enzimatica de ARN
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Independientemente de los tratamlen?os y Fas %vaduras de partida, los aislados
obtenidos poseen un contenido de proteinas en el rango 75-83 %. Sin embargo, solo en
los aislados provenientes de Sc se ve reducido el contenido de ARN por efecto de la

incubacion a 50 °C (Fig 5). En Kf, posiblemente debido a una mayor sensibilidad térmica




especifica de las nucleasas, estas fueron inactivadas durante la incubacion, no
observandose una disminucion de ARN en los aislados. Los valores de temperatura y
entalpia de desnaturalizacién de los aislados, como es esperable debido a la ruptura
celular a que fueron expuestas las levaduras, se ven notablemente disminuidos,
indicando un alto grado de desnaturalizacion, mas notable en Kf que en Sc. La
solubilidad acuosa de los aislados rindi6 para Sc valores de 36.6, 24.2, 17.8 y 24.5%
para los tratamientos I, I, Il y IV respectivamente, en tanto que para los mismos
tratamientos los derivados de Kf dieron 37.4, 27.9, 22.5 y 28.5% respectivamente;
siendo todos ellos valores bajos de solubilidad. Las capacidades de retencion de agua
(WHC) y de absorcion de agua (WIC) también dieron valores bajos para ambas
levaduras (WHC=3.6-6.9 ml/g y WIC=1.6-3.9 ml/g) pero en el orden de los informados
por otros autores para nucleoproteinas de levadura y aislados proteicos de soja, algodon
y girasol. Los mismos autores realizaron un estudio sobre el efecto del pH y la presion
ejercida durante la homogeneizacion para la ruptura celular (datos no publicados). Se
pudo ver que variando el pH desde 5.5 (control) hasta 11.8 y la presion entre 44 y 56
Mpa, no se producian mejoras en las propiedades de hidratacion de los aislados. Las
capacidades de formar y estabilizar espuma eran en todos los casos inferiores a los
valores informados para las mismas propiedades en aislados proteicos de soja
(Sorgentini y Wagner, 2002; Wagner et al 1996), en tanto que la capacidad de
estabilizar emulsiones (disminucion de la coalescencia) se vio notablemente
incrementada a pH altos (pH 10 y 11.8) y correlacionaba con altos valores de

hidrofobicidad superficial.

Fig 5 Temperaturas y entalpias de desnaturalizacion de proteinas de

diferentes levaduras
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Un medio altamente alcalino puede promover tanto la ruptura de los complejos
nucleoproteicos como provocar el desdoblamiento de las moléculas de proteinas
permitiendo la exposicion de grupos hidrofébicos.

La modificacion por fosforilacion para disminuir el contenido de ARN de los aislados de
proteinas de levadura, tiene también un efecto positivo sobre las propiedades
funcionales. Una adecuada fosforilacion de las nucleoproteinas de levadura con
oxicloruro de fésforo trae aparejado un incremento en la solubilidad, la capacidad de
retencion de agua y la viscosidad (Huang y Kinsella, 1986). Una fosforilacién del 30 %
de los residuos lisina de nucleoproteinas de levadura permite la preparacion de
fosfoproteinas de levadura (rendimiento 72 %, ARN 2.7 %) con mas del doble de
solubilidad en agua a pH 6-7 (respecto a las nucleoproteinas no fosforiladas) y un
importante incremento de la capacidad de retencién de agua desde 10 a 25 g agua/g
proteina entre pH 6 y 7.7; contribuyendo esto altimo a incrementar la viscosidad. Segun
resultados de Pacheco y Sgarbieri (1998), es posible aumentar la solubilidad a pH 7
hasta mas del 60 % si las proteinas de levadura son fosforiladas con trimetafosfato de

sodio. En otro trabajo de Huang y Kinsella (1987) se informd que las proteinas



fosforiladas de levadura (con 30 % de fosforilacion) tienen un indice de actividad
emulsionante (EAI) bajo a pH 5, pero muy superior a las nucleoproteinas no fosforiladas
entre pH 5.5 y 6.5, y que excede el exhibido por la seroalbumina bovina (BSA) a pH 7.
El valores de EAIl a pH 6.5 fue de 109, en el el orden del obtenido con proteinas de
suero de leche y muy superiores a los de aislados de soja. Las espumas elaboradas con
las fosfoproteinas de levadura incrementan su estabilidad, dando un t;/, de 9-13 minutos
a pH 6.5-8.0, siendo estos muy superiores a los de las nucleoproteinas no fosforiladas y
de la BSA (inferiores a 3 en el mismo rango de pH). En relacion a la digestibilidad, esta
no vario significativamente con la fosforilacion, indicando ausencia de inhibicién. Las
proteinas fosforiladas fueron tan o mas facilmente digeridas por pepsina y pancreatina
que la caseina.

En el proceso de preparacion de las aislados o concentrados proteicos de levadura en
general, se descarta la fraccion insoluble que contiene restos de las paredes celulares.
La pared celular contiene ademas de los glucanos y quitina, proteinas glicosiladas, las
denominadas manoproteinas. Freimund et al (2003) informé que la pared celular de
Saccharomyces cerevisiae esta compuesta por 39-56 % de polisacaridos (principalmente
glucanos and mananos), 20-29 % proteinas (libres 0 como manoproteins) y 11-13 % de
lipidos. La extraccion acida/alcalina de la pared celular de S. cerevisiae resulta en tres
fracciones (Manner y Meyer, 1977). Una primera fraccion soluble en alcali que contiene
(1,3)B-glucanos, algunos (1,6)B-glucanos y mananos ligados a proteinas
(manoproteinas); una segunda fraccion insoluble en &lcali e insoluble en &cido de
(1,3)B-glucanos ligados a quitina; y por ultimo una fraccion (1,6)B-glucanos insoluble en
alcali pero soluble en acido. Trabajos recientes muestran que las manoproteinas de
pared celular, ya sean obtenidas a partir de pared celular por solubilizacion alcalina
(Otero et al 2005) o extraidas con sucesivas esterilizaciones de dispersiones de
levaduras enteras, se comportan como excelentes bioemulsificantes (Cameron et al
1988; Barriga et al 1999) que pueden tener aplicaciones como aditivos en alimentos.
Este emulsificante puede ser separado analiticamente por electroféresis capilar en dos
componentes mayoritarios denominados a y 3 (Barriga et al 1999). El componente o

posee altos valores de actividad interfacial y capacidad emulsificante y fue identificado



como manoproteina de pared celular con una alta relacion proteina-carbohidrato si se lo
compara con el componente B. Este Ultimo en cambio, tiene una alta proporcién de
carbohidratos con un bajo contenido de proteina, es muy soluble en agua y exhibe una

baja actividad superficial, pero puede contribuir a la estabilidad de las emulsiones.

FRACCIONAMIENTO DE LEVADURAS A PARTIR DE AUTOLIZADOS
Un esquema general para el fraccionamiento multicomponente de extracto de levadura

panadera se puede ver en la Fig 6.



Figura 6 Fraccionamiento de levadura autolizada
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Después de autolizada la suspension de levadura, proceso que se realiza a 50 °C en
presencia de NaCl y etanol por 24 horas, la suspension se centrifuga de inmediato. El

sobrenadante se somete a un proceso de ultrafiltracion y el concentrado, conteniendo la



enzima invertasa, se filtra a vacio y se evapora. El permeado, se seca directamente por
atomizacion y se obtiene extracto de levadura en polvo.

El sedimento de la centrifugacion se lava y se seca. Esta etapa de secado puede
obviarse y proceder a las extracciones siguientes a partir de las células himedas. La
extraccion con etanol al 95% rinde la fraccion lipidica que se extrae 3-4 veces con n-
hexano para obtener el ergosterol que se cristaliza a 2 °C después de la evaporacion.
Los fosfolipidos se aislan de residuo de la extraccion de ergosterol. Los solventes se
evaporan y el concentrado se diluye en una solucién de 50 % de acetona en agua. La
mezcla se agita mecanicamente y la espuma formada rinde una fraccion que contiene
70 % de fosfolipidos. El sedimento remanente de la extraccion de los lipidos es la fuente
de B-glucanos, los que se aislan por tratamientos sucesivos con alcali y &cido a 100 °C.
Del extracto alcalino se pueden aislar las manoproteinas por precipitacion a pH 4.5 y el
liquido remanente se precipita con etanol rindiendo una fraccién rica en mananos.

El fraccionamiento propuesto solo ha sido llevado hasta nivel de planta piloto, sin
embargo, perspectivamente presenta aspectos muy interesantes en cuanto a
producciones versatiles que pueden compensar los elevados costos de produccion. La
accesibilidad al mercado para la realizacion comercial de estos productos es el punto

neuralgico de esta tecnologia.
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