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INTRODUCCION

Actualmente la falta de proftefna animal y vegetal
es problema mundlal, una alternativa es usar microorganismos

como fuente de ésta.

Los microorganismos poseen una serle de propleda-
des tales como: Alto contenldo en protefnas y valor nutricio
nal, tiempos de duplicacién cortos, diversidad en rutas meta
bélicas, adaptabilidad para crecer en diversos sustratos y -
produccidén bajo condiciones totalmente controladas (no suje-
ta camblos climatoldégicos), haciéndolos por tanto, sumamente

atractivos para usarles como fuente de proteina.

Nuestro pafs cuenta con una industria petroqufmi-
ca en aumento, de la cual se cbtienen diversos productos pa-
ra consumo interno y exportacidén. Entre éstos Gltimos: amoni
aco, polietileno, polovinilo, metanol, y estd en posibilida-

des futuras de obtener etanol sintético.

Hoy en dfa, entre los microorganismos estudiados
en procesos de obtencidn de proteina unicelular a partir de
etanol, estéq: C. utilis (32), C. ingenes (36,37), €. —=-—=~-
etanothermophilum (44), Rodotorula gracilis (31), Hansenula

anomala (72), Acinetobacter caleoaceticus (43, 42).



Por otra parte, tratar de investigar la posibili--

dad de usar otros microorganismos ademids de los ya conocidos

requiere de integrar diversos conocimlentos, as{ como bastan

tes anos de estudio experimental. Entre los objetivos princi

pales de este trabajo estén:

lo.

20,

30,

Obtener proteina unicelular de Saccharomy--
ces exriguus creclda en etanol como principal
fuente de carbono y energfa.

Determinar la influencia de tres factores -
de enriquecimlento: agua de cocimientc de -
levadura (ACL), extracto de levadura y 1{--
quido de remojo de mafz (LRM), sobre el cre
cimiento de Saeccharomyces exiguus en mediocs
de cultivo con etanol como principal fuente
de carbono.

Conocer la composicién quimica proximal de
la biomasa anteriormente obtenida y cuanti-
ficada de aminoAcidos de la protefna de ---
Saccharomyces exiguue creclda en etanol con
tres factores de enriquecimiento respectiva

mente.



ANTECEDENTES
A.- LEVADURAS COMO FUENTE DE PROTEINA UNICELULAR.

Actualmente las levaduras son usadas en diversos
procesos industriales obtenléndose de é€stos productos tales
como: EnZimas, coenzimas, cerveza, vinos, pulque, bebldas -
destiladas (ron, brandy, etc.), productos farmacéuticos (#1
boflavina) y como alimento para consumo humano y animal, y

otros més. (23,46,54,65)

Entre los productos hoy en dfa con potencialildad
industrial, se destaca obtener levaduras para consumo huma -
no y animal (9, 50).Las cuales relUnan caracteristicas favo-
rables como fuente de alimento; durante la segunda guerra -
mundial 16,000 toneladas de Candida utiZif fueron consumi--
das por alemanes (7). Por otra parte, resulta barato obte--
ner protefna unicelular comparada contra otros tipos de pro
tefnas: res, cerdo, albimina de huevo, etc. sefialando un --
contenido en aminodcidos favorable o igual a los anteriores
pero deficiente en algunos aminofcidos escenciales (11): --
dos factores tienden a incrementar el uso de microorganis--
mos para produclr de ellos, alimentos a humanos y animales:
Primero, 12 posibilidad de usar materiales de deshecho, y -
segundo, el desarrollo técnico en cultivo continuo de micro

organismos, lo cual quizi afecte profundamente la economf{a

del proceso (8, 16). Por otro lado, las levaduras rednen —-



una gran parte de propledades deseables para que un microor
ganismo pueda ser utilizade para producir protefna de ori--
gen unicelular (SCP), en base a su composicidén: no téxica,

alta digestibilidad, elevado contenido en proteinas, grasas,
carbohidratos y buen sabor (17). Las levaduras comparadas -
con bacterias tienen como ventajas: tamario grande (ficil de
separarlas de los caldos de fermentacidn, bajo contenido en
&cidos nucléicos, larga historia de ser usadas como alimen-
to, alto contenido en lisina y habilidad de crecer a pH ba-
Jos; como desventajas tlene: baja velocidad de crecimiento,
bajo contenido de protefnas (44, 66) y mé&s bajo contenido -
en metionina que las bacterias para procesos de protefna --

unicelular (41).

Estudlos de digestibilidad con ratas, muestra --
que protefinas substituidas de carne por levaduras de cerve-
cerfa son altamente digestibles, siendo éstas 92% compara--
bles con las de hueve completo que resulté 95.5% y que cuan
do la primera se le adiciona 1% de metionina, fué igual a -
esta dltima (15). También al evaluar protefna unicelular -
en dieta para cerdos encontré que ésta es altamente digesti

ble..

Actualmente es bien conocido que el hombre care-
ce de la URICASA, enzima que desdobla el Acido Urico, sien-

do este 4cido acumulado a partir de las bases piricas de --



los fcidos nucléicos; por otra parte, el grupo Protein Calo-
rie Advisor y de la Unlted Nation System (PAG) recomienda un
méximo de 4 g. de &cldos nucléicos al dia por 100 g. de pro-
tefnas y 2 g. por dfa representa un 1fmite préctico de se--
gunda en la poblacién adulta. Una alternativa es usar méto-
dos para reducir los 4cidos nucléicos si va a consumo humano
(69, T3). Geotrichum ecandidum es muy prometedora para produ-
clr protefnas para animales, conteniendo 32.0 g. de proteina
cruda, 12.7 g. de extracto etéreo y 37.2 g. de carbohidratos
totales por 100 g. de peso seco, todos los aminodcidos ———-
escenclales fueron detectados, Entre las plantas que se re--
portan hoy en dfa produciendo biomasa a partir de etanol es-
tdn representadas en el Cuadro 1. Las levaduras reportadas -
como candidatos para producir blomasa a partir de etanol, --

ver el Cuadro II.
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B.- OTROS MICROORGANISMOS COMO FUENTE DE PROTEINA ~=
UNICELULAR,

Qtros microorganismos para produclr protei

na unicelular a partir de diversos sustratos destacan bacte

rias y algas.

Productos de oxidacién de carbdén vegetal han sido
utilizados para producir protefna unicelular, entre ellos:
dcido acético (34), férmico, plrocatélco y otros mis, usan
do diversos mlcroorganismos tales como: Enterobacter cloa--
cae, Bacillue megaterium, B. cereus, Pseudomonas putida, --
Pseudomonags indoloxidana, encontrando un maximo de biomasa

seca de 3.5 g/1. al usar E. cloacae (49).

En el cuadro II se muestran aquellas bacterias -
reportadas como candidatos para produclir biomasa a partir -
de etanol. Las bacterilas fotosintéticas son bisicamente ---
anaerdbicas requiriendo también la presencia de luz para --
crecer, sin embargo, bajo ciertas condiciones amblentales -
de cultivo varias especies de bacterias fotosintéticas cre-
cen aerSbicamente, particularmente Rhodopseudomonas y -----
Rhodospirillum que son aerdbicas facultativas y crecen en -
presencia de oxfgeno, pudiéndose usar para producir protef-
na unicelular (60). Estudios comparativos de tres especies
de levaduras y Chlorella, informan que Chlorella pyrenoido-
ga parece ser una magnifica fuente de protefna y aminofci--

dos esencilales (58).
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C.- SUSTRATOS USADOS PARA PRODUCIR PROTEINA UNICELU=-

LAR Y ASPECTOS ECONOMICOS.

Entre los diversos sustratos reportados para pro
ducir protefna unicelular, estén los hidrocarburcs, - - - -
proceso que no ha sido permitido en Japdn (por fuerte oposi
cién de grupos minoritarios de consumidores de levaduras -
derivadas a partir de hidrocarbﬁros) obligidndolos & expor--
tar su tecnologfa a otros pafses (78). Ademds de éstos, es-
tdn: celulosa, etanol, metanol, 4cido acético, lsopropanol,
metano, subproductos agricolas, almidén de vegetales (sorgo,

yuca) y otros mas (20, 43).

El hacer protefna de origen unicelular (SCP) eco
némlca debera tomar en cuenta tres criterios b&sicos:
a) Buscar sustratos baratos para el crecimlento de

los microorganismos.

b) Buscar el mleroorganlsmo capaz de utilizar el -
sustrato.
c) Solucidn de problemas de ingenierfa encontrados

en la comercializacidén del producto (74).

En términos econdmicos, la seleccidn de un pro-
ceso de SCP depende de la localizacién y utilizacidn del -
sustrato.

Lo mids significativo en el costo, para la pro~-

duceidén de la protefna, es el sustrato (43-77% del proceso)
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concluyendo que -el metanol y el etanol serin sustratos de -

fuerte eleccidén a un futuro sobre otros (40).

Un fuerte incentivo econdmlico es emplear microor
ganismos con bajos coeficlentes de mantenimiento (m). Para
procesos de biomasa, el impacto de la (m) es minimo scobre
el Y-'x/s cuando el microorganismo exhibe bajo (m). Si exhil-
be un réplido descenso sobre el Y x/s. No debe selecclonarse
el sustrato para producir biomasa en base solamente al ——--
Y x/8, sino en base al precio en sustrato a largo tiempo y
disponibilidad, sustratos de cero costo obviamente son una
ventaja, pero no se dispone de ellos en grandes cantldades
en una localidad para suplir una planta de produccién gran-
de, si la dispconibilidad no es un problema, 8e requlere al-
giin tipo de pretratamiento (ejemplo: hidrdlisis de celulosa)
6 postratamlento (remocién de aceltes residuales), causando
ésto un costo adicional (1).

D.- METANCL Y ETANOL COMQ SUSTRATOS PARA PRODUCIR -—-

PROTEINA UNICELULAR.

Asthana, 1971. Afsla de suelo cuatro diferentes
actlnomlicetos y dos especies de levadura en cultivos de en-
riquecimiento que utilizan metanol como ﬁnica fuente de car
bono usando Toruposis glabrata en matraces agitados, deter-
mina que el extracto de levadura es un factor que se requle
re para crecer, posteriormente en fermentadores de un litro

determina que a una temperatura de 30°¢ C., un tiempo de ge-
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neracidn minimo de 8 horas y no crece a pH abajo de 2 y su-

perior a 9 (3).

Entre los géneros de levaduras que usan metanol
como principal fuente de carbono, estin: Kloechera, Porulop
818, Candida, Pichia, Hansenula y 35 diferentes cepas de --
Candida boidinii y Piechia pinus (13, 70) as{ como bacte---

rias (§85).

Trabajando con Torulopsie mathanosorbosa, una =-
nueva especie no reportada en el Manual de Lodder y usando
0.25% de 1lfquido de remojoc de mafz como sustituto de una —--
mezcla de vitamina, se reporta para esta levadura un tlempo

de duplicacidn de 4 horas (79).

Entre las ventajas del metanol estd el bajo cos-
to, disponibilidad, alta pureza y uso restringido por pocos
microorganismos, 1o cual minimiza problemas de contamina---
cibn, facil manejo y almacén, baja demanda de oxfgeno y ca-
lor (10)., Ademis puede ser producido de un ampllo rango de
sustancias, hidrocarburos, carbén vegetal 6 nafta y gas na-

tural (33).

Las levaduras asimilantes de metanol son incapa-
ces de crecer en otros compuestos con carbono (C.), metano,
metilamina, formaldehido y formato, indicando que la utili-
zacién de compuestos C., no estd ampllamente dispersa en le;

vaduras y muchos organismos procariotes (13).



Entre las bacterias que utillizan metanol resal-
tan: Pseudomonas extoquenes, Ps. rosea MO-1, Ps. methylo--
tropha MP-4, Ps. metanolica, Methylomonas methanolica. Pa-
ra Ps. methanolica reporta en cultivo "Batch" un Y x/s de
0.40 y méximode)FO.ug hrs. -1 (22). La alcohol-oxidasa de-
pendiente de FAD y catalasa con enzimas inducibles en Can-
dida boidinii, creciendo en metanol y que estdn localiza--
das en unos microcuerpos intracelulares denominados peroxl
somas los cuales actlan en secuencia (56). Por otra parte,
pollos de engorda alimentados con 15% de SCP derivada de -
metanol, fué usada en dletas normales encuentran limitan--
tes en aminodcidos azufrados, debiendo considerar en segun

do término a la arginina para aves de engorda (38, 76).

Metanocl y etanol producidos por oxidacidén cata-
1itica de correspondientes hidrocarburos han sido utlliza-
dos como fuente de carbono por levaduras y bacterias para
producir alimentos, debido a que los alcoholes son altamen
te puros, completamente solubles en agua, requieren poco -
ox{geno y generan menos calor que los hidrocarburos; en el
futuro estos sustratos deberdn ser tomados como muy prome-

tedores (29).

El etancl y metanol como sustratos para produ--
cir SCP presentan desventajas en costo y disponibilidad, -
entre algunas de sus desventajas se sefiala la disponibhili-

dad y costo de etanol y metanol como sustratos para produ-

13



cir biomasa (SCP). Otras objeciones incluyen la pared celu
lar, el alto contenido de Acidos nucléicos y el carecer de
textura para nutricldén humana; otro problema es la suceptl
bilidad de algunos individuos a altos porcentajes de pro-
tefna de levadura en la dieta, lo cual provoca trastornos

gastrointestinales (29).

Herndndez y Johnson, 1967 (25). Trabajando con
Candida utilig en medios de cultivo limitantes con etanol
(0.02 M), como fuente de carbono y teniendo el primero ex-
tracto de levadura 0.5 g/lto. y el segundo adlcionado de -
aminodcidos, encuentra en el primero un Y x/s de 0.68 y un
mayor g. peso seco/lto. En este Ultimo, de 1.35q 0.62 en -
el primero ymenor tiempo de generacidén en el segundo, 1.8

horas y 3.5 horas en el primero (26).

Fracciones de "gas 0ll" no alcanos han sido con
siderados como sustratos para producir biomasa (78). Estos
materiales no son, sin embargo, adecuados para el propdsi-
to de producir &cidos grasos tiplcos. Desde este punto de
vista, el etanol sintético es una excelente fuente de car-
bono, slendo un problema la veolatlilidad y toxiecidad del —-
sustrato. Krumphanzl et. al. 1973 (31). Trabajando con —---
Rhodotorula gracilia crecida en etanol sintético y fermen-
tacién de n-alkanos, menciona que esta levadura se inhibe
aun 2 - 2.5% (v/v) y a 7.5% (v/v) para su crecimiento, es

tableciendo que la pérdlda del etanol por la salida de ga-

14



ses va a depender de: a) Aereacidén, b) Temperatura, c¢) Can-~
tidad de etanol y se hace necesario mantener un rango de --—
0.1 - 0.3% (v/v) como su éptimo no debiendo exceder de 2% -
{(v/v). No se han encontrade diferencias en la produccidén de
biomasa, ni diferencilas significativas en los aminodcidos -
de la protefna cuando se usé etanol de fermentacidn y sinté

tico trabajando en semicontfnuo (31).

Las caracteristicas nutritivas de Hansenula ano-
mala crecida en etanol de sfintesis son: Contenido protéico
del 51.2%, espectro de aminodcidos satisfactorio aunque pre
sentando deficlencias en aminocdcidos azufrados de tipo me--
tionina y cistina pero con un contenlde en lisina, su ~rilor

a otras levaduras crecidas en hidrocarburos (72).

La riboflavina estimula el consumo de etanol y -
la produccién de L-malato en Schizopyllum commune. Reportes
anterlores menclilonan que esta cepa asimila etanol y produce
cantidades considerables de L-malato con altes rendimlentos
0.6 g., L-malato/100 m}l. de medio de cultivo a partir de -~

etanol (68).

En cultivo "batch" con Candida ingenes y usando
etanal como dnica fuente de carbono y energfa, se obtienen
un Y x/s de 0.53 y un td 4 horas (.17 hrét -1 en condicio-
nes de 30° C. 700 r»,p.m, IVVM y etanol 1% anadido a diver--
sos intervalos de tlempo logrando hasta 26 g. lto. de bioma

sa (36).

—



Entre los primeros microorganismos que se usaron
en este tipo de procesos est& Candida utilis A 49, crecida
en etanol sintético como dnica fuente de carbono y energia,
pasta de levadura como factor de crecimiento y sales inorgi
nicas.Se produce protefna unicelular en fermentadores de 15

1ts. obteniendo alrededor de 10 g. de levadura por litro --
(32).

El rendimiento de Saceharomyces cerevisiae ———-
desarrollada en un medio con etanol como factor limitante -
de crecimiento y sales minerales, es funcidn de dos facto--
res: pH y temperatura. Se ha encontrado un rendimientqg g% -1

mo de 0.635 a un pH 4.1 y una temperatura de 28.3° C. (18},

Usando Myeoderma en condiciones de cultivo cont£
nuo en medios conteniendo 5% de etanol se determina un coe-
ficlente de utillzacidén del etanol de 58 al 59% y se repor-
ta que el contenido de la protefna de 1la biomasa es igual -
en valor nutritivo a la caseina, concluyendo gque el etanol

es ‘'una excelente materla prima para ser usada en nutricidn

animal.

El etanol puede ser utlilizado por muchas bacte--

rias y levaduras como fuente de carbono y energfa y ésto a

la vez resuitta en una desventalja, ya que determina una -——

gran facilidad para que los medios de gcultive puedar conta-

minarse, Por otra parte el Japdn pa desarrollado procesos

16



con Candida, desarrollada a altas temperaturas y bajos va-

lores de pH, redueciendo asf los problemas de contaminacién.

En Madrid Espana, se tlene programada una plamta para pro-
duclr 100 Kg/dfa de Hansenula anomala crecida en etanol y
entre sus planes esti el producir 100,000 toneladas por --

afio (43).

Factores como pH, temperatura, agitacidén y reci
clo de nutrientes, afectan el costo de operacién, bajos pH
2.5 - 4.0, minimiza problemas de contaminacidén en sistemas
no estériles y altas temperaturas 35 - 45° C., disminuye -
los problemas de enfriamiento. Por otra parte, menciona —~-
un proceso de obtencidn con Candida ethanothermophilum pa-
ra obtener SCP a partir de etanol en cultivo "batch" usan-
do fermentadores de 30 litros conteniendo 17 litros de me-
dio a 40° ¢.T., aereacién IVVM, pH 3.5 con la cual se ob--
tiene una p= 0.45 hrs. -1, Y x/s= 0.84 (44).

En el presente, la capacidad mundial de produc—j
cién de etanol sintético es de alrededor de dos millones -
de toneladas por afio del total: 1.15 E,U.A., Europa 0.65 y
0.13 la Repiblica Popular de China y Corea (12). El prime-
ro cambid: su tecnologfa de producir etanol de melaza por -

procesos sintéticos desde 1950 (51) (52),

Entre los requerimientos del producto final se

incluyen: 1) Polvo seco soluble, 2) No color y olor, ——--

17



3) Baja cuenta viable, 4) No microbios patdgenos, 5) Alto -
valor bioléglco, 6) Bajo RNA y otros factores tdxicos, 7) -

Buena funcionalidad. (69)

E.- PROCESOS INDUSTRIALES EN LOS CUALES INTERVIENE -

Saceharomyces exiguuse.

Entre las levaduras responsables del levantamien
to de masas agrias de pa.naderi_fa,, estﬁ Saccharomyces exiguus,
preferida mejor que Saccharomyces cerevisiae debido a tres
propledades entre las que esti crecer mejor que la segunda

en dcido acético (66).

Por otra parte, se encontrd qde para esponjar ma
sas agrias Saccharomyces exiguus es eflcaz debido a: — - —-
1) Que tolera mayor cantidad de 4cido, 2) Es resistente a -
la clcloheximida, 3) Es incapaz de utilizar maltosa ¥y entre
los requerimientos nutriclonales de Saccharomyces exiguus -
estd la metionina y requiere 4cido pantoténico y parcialmen
te biotina, ademés requiere niacina y tiamina, concluyendo
que solo la tiamina incrementa los rendimientos celulares -
arriba de 400 g/mil. De ésta ya no aumenta el crecimiento de
Saccharomyces exiguus y no requiere huellas de metales y so
lo lo afecta el manganeso (24). Sustituyendo todo esto por
extracto de levadura fresca preparada de acuerdo a Kline, -
encuentra que ésta proporciona los factores nutricionales -

necesarios (30, 66).

18



Los vinos de palma son conocidos en muchas Sreas
del mundo, conteniendo un promedio aproximado de 4-5% de -
etanol y un pH de 3-4. Se han ailslado repetidas veces ce-
pas de Saccharomyces exiguus como levadura que interviene

en este tipo de producto sobre todo en vinos de palma de Ni
geria (U6, 47),

19
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MATERIAL Y METODOS

1.= LEVADURA USADA,

Actualmente es blen conocido que un precursor in-
termediario importante que se forma al crecer un mlcroorga-
nismo en etanol como principal fuente de carbono, es el &4ci
do acético que posteriormente es répidamente metabolizado -
para obtener energfa (42); por tal motivo, en el presente =-
trabajo se utilizd un microorganismo con buenos anteceden--
tes para crecer en medlos con &cido acético, que fué Saecha
romyces exiguus (66), cepa alslada por Jorge Saldafia, Facul
tad de Ciencias Bloldgicas de la Universidad Autdnoma de -
Nuevo Ledn, quien la obtuvo de una muestra de agua miel y -

la identificd por los Métodos de Lodder (44, 145),

IT.- MANTENIMIENTO DE LA CEPA.

Se efectud por el método de resiembras periddicas
en medios contenlendo agar de Saboraud glucosa 2% (Merck),
pH 5 y por el método de liofilizacidn; éste nltimo se efec-
tué sembrando la cepa en agar Saboraud glucosa 2%, incubdn-
dolas a 30° C., por 48 horas. Posteriormente se suspendie--
ron en leche desnatada al 10% estéril y transfiriendo 0.1 -
ml. ascepticamente a &mpulas de lilofilizacidén estéril las -
cuales se conectaron a un equipo de liofilizar Lab Con - =~
Con -1 y semantuvieron 8 horas a -20° C., y un vacfo de 150
micras Thor. Una vez secas se sellaron al vacfo y se compro

bd éste por medio de un detector luminoso en cada dmpula, -



22

Se almacenaron a temperatura de refrigeracidén (26).

I1I.~ MEDIOS DE CULTIVO.

El etanol fué proporcionado por el Ingenio Azuca-
rero de El Mante, Tamaulipas, destilado en columnas. Tenia
una pureza aproximada de 95% (v/v). El alcohol fué adiciona
do a un medio de cultivo de sales mlnerales contenlendo: --
NHyCI 5.0 XHpPOy 5.0 MgSOy . TH,0 2.5, CaCIp 1.6 g/1to
mas "factor de enriquecimiento”. De éstos, el L.R.M. fué --
proporclonade por Productos de Mafz, Guadalajara. E1 A.C.L.

se prepard (21) y Extracto de Levadura (Merck) (28, 71).

Iv.- CONDICIONES EXPERIMENTALES DE FERMENTACION.

Los experimentos a escala de matraz fueron extra-
polados a un microfermentador de 14 litros (New Bruswick --
Scientific Co.), conteniendo un volimen de trabajo de 7.7 -
litros bajo las siguilentes condiciones: agitacién: 400 r.p.
m,, aereacidén IVVM y 30° C. de temperatura, el antiespuman-
te usado fué de silicones (Dow-Corning FG-10) usando 1 ml.,
concentrado al iniclo y en las sigulentes horas dilufdo en
agua al 10% (64). La espuma fué controlada automiticamente
el pH inicial fué de 4.0 y el tiempo de fermentacién de 30

horas.

V.= PREPARACION DEL INOCULO.
La cepa se activd en medio de agar Saboraud glu-

cosa 2% (Merck) y se dejé a 30° C. por 24 horas. Posterior



mente se inoculdé a matraces de un litro (Erlenmeyer) conte
niendo 500 ml. de medio base, 30 p.p.m. de extracto de le-
vadura y 1% (v/v) de etanol. Se dejaron los matraces en --
agitacién a 200 r.p.m. a temperatura amblente hasta alcan-
zar una densidad Optica de 0.6 absorbancia, medida con un

espectofotdmetro Coleman Junior 1l. a una longltud de onda
620 nm. Se utilizaron 700 ml. de este cultivo para inocu--
lar el fermentador de 14 litros contenlendo 7 litros del -

mismo medio (9).

VI.- ADICION DE ETANOL,

El medio base contenlendo los factores de enri--
quecimiento fueron estilizados al autocloro a 121° C. por
30 minutos. Una vez enfriados a temperatura ambiente fué -
adicionado el indculo y el etanocl se agregd a diversos in-
tervalos de tiempo. Esto fué con el fin de evitar la pérdi

da de etanol por volatilizacién (31).

VII.- CINETICA DEL CRECIMIENTO.

Se utilizaron los slguilentes parfmetros para es-—
tablecer la cinética de crecimiento de Saccharomyces exi--
guus: Densidad 6ptica, peso seco, pH y cuantificacidn de -
etanol. Esto sirvid para determinar el coeficiente de ren-

dimiento, tiempo de generacidn y velocidad de crecimiento,.

a) Densidad &ptica:

Se efectuaron en un espectrofotdmetro Junior 11

Coleman. Las determinaciones se hicleron a 650 nm inmedia-

z3



tamente después de tomar las muestras, efectuidndose en cel
das de 5 mm de didmetro interno y usando como blanco el me

dio de cultivo sin células (27).

b) Peso seco:

Se realizd usando membranas "Milipore"™ de 25 mm.
de difdmetro con poros de 0.2 um. Las membranas se mantuvie
ron en una estufa de secado a 100° C. durante 18 horas has
ta tener peso constante y se pesaron. Se filtrd 1 ml. de -
cultivo, se lavaron las células con solucidn salina al ---
0.85% y los filtros fueron llevados de nueve hasta peso --
constante. La diferencia en peso se convirtid a peso seca

celular/litro de medio (75).

c) Cuantificacidn del etahol:

Del filtrado libre de c&lulas obtenido anterior-
mente, se tomé en una microjeringa 0.5 ul., los cuales fue
ron inyectados a un cromatdégrafo de gases Beckman modelo -
GC~72~15 con integrador electrdénico y detector de inoniza-
cidén de flama, usando N2 como gas transportador. La colum-—
na usada fué "Porapack Q" de 1.83 metros de largo y 0.32 -
cm. de difimetro y las condiciones de anflisis fueron las -
siguientes: temperatura de la columna, 140° C., temperatu-
ra del inyect®dr 130° C., temperatura del detector 140° C.
En el registro se us6 atenuacidén de 128 y velocidad de car

ta de 2.54 em/min. (5, 35) (62).
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d) Coeficliente de Rendimiento:

Una vez calculado el peso seco (g/lto.) y cuanti-
ficado la cantidad de etanol residual, se procedid a utili-
zar la siguilente ecuacidn: Y (x/s) donde "x" representa g -
peso seco celular/litro y la "s” g. de etanol/litro para ob
tener finalmente los g. de peso seco celular/g de etanol u-

sado.

) Célculo de tiempo de Generacidn y Velocidad de —--

Crecimiento:

De los datos obtenldos de peso seco celular/litro
graficados contra tiempo en papel semilogaritmico, se ———~-
desarrolld un andlisis estadistico por medio de una regre--
sidn exponencial (48) utilizando la siguiente ecuacidn; u--

sando una calculadora TI-58 Texas Instruments Corp.

X = Xo@ut
X = g. de peso celular/litro (g/lto) a un tiempo de--
terminado.
Xo= g. de celular por litro (g/lto) inicial.

= Representa una constante.

p= Velocidad de cerecimiento.
t = Tiempo dado.
VIII. Andlisis Qufmico Proximal de la Blomasa:

La levadura obtenida de los caldos de fermentg—-—.

cidn por separada por centrifugacidén (41) a 3000 r.p.m., —-



por 30 minutos y lavada con solucidn salina al 0.85% la ——-
cual se secé a 100° por 18 horas; de aquf se procedid deter
minar de la blomasa protefnas, 1fpidos, cenlzas y fibra cru

da (2, 5T ).

IX.~ Andlisis de Amino&cidos de 1a proteina de Saccha-

romyces exiguua:

Se efectué de la manera siguiente:

a) . Rompimiento celular: Se efectud por medio de per-

las de vidrio en tubo de ensayo usando 0.5 g. de células se
cas de Saccharomycea exiguus adiclonando con 5 ml de Hy,0 --
destilada empleando un agitador "Vortex" ajustado a la m&xi
ma velocidad por 15 minutos a U4° C, Se preparé un frotis pa
ra observar al microscoplo la eficiencia del rompimiento ce

lular.

b) Obtencién de Concentrados Protéicos: Se usaron 2

ml. de la fracc1§n subcelular obtenida anterlormente y se -
procesd para obtener un concentradc protéico. (Ver cuadro -

IIT).

c) Cuantificacién de protefnas: Se efectud por fluo-

metrfa. Al concentrado proteinico obtenido anterlormente se
le agregbd 2 ml. de NaOH O.1N y se hizo una dilucién 1:40;

de mnﬁ se tomaron 50 ml, a los cuales se le adicionaron 2.5
ml, de un "buffer" de boratos pH 8.9 y se agitaron en un --

"vortex". Se le agregb el reactivo de FLURAM¥* (Fisher) 15 -

26
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CADRO I1X

O3 “NCIUN NE QONCENTTADO PRUTEID
Fraccifn suboelular (2 ml.) y 'IVA al 10% (5 ml.)

Agitar y centrifugar 5 min/2000 gq.

Precipit~do.

Descartar sobrenadante Repetir el paso anterior
(Ioncs y metaboli tos) (mCA y contrifuge ién) .

Precipitado.

Descartar sobrenadante
(Iones y metabolitos)

\

Etanol 10 ml. a 60-70°C/5 min.
Centrifugar 5 min/2000 g.

Precipitados.

\

Lipidos (descartarlos) Repetir el paso anterior

Precipitados.

\

Lipidos (descartarlos) ATC 5% (2.5 ml.) a 90°C/15 min.

Agitar y centrifugar 5 min/2000

Precipitado

ATC al 2% (2.5) a 70°C/15 min,
con agitacitn contrifugar S/min/
2000 g.

\

Acidos nucléicos Precipitado

Proteinas

* mn frfo a 4°C.

ATC = Acid triclorocacético

APC = Acido perclérico.



mg. % y se siguié agitando durante 30 seg. La fluoresencla
se leyd entre 5 minutos y 3 horas utilizando para la longi-
tud de onda de excitaeidn 390 mm. (filtro azul) y para la -
longitud de onda de emisién 470 nm. (filtro amarillo) en un
fluorémetro Turner III. E1 blanco usado fué 50 pl de agua -
destilada. La fluoresencia de la muestra se relaciond con -
standares de albimina sérica bovina en concentraciones de -
5, 10, 25 y 50 ug. ya qQue la linearidad se pierde por arri-

ba de 100 mg. de proteina.

d) Hidrolisis de Protefnas: Se utilizd 1la técnica --

descrita por Simpson y Newberg (61).

e) Cuantificacidédn de Aminoicidos: El hidrolizado se

neutralizd con NaOH 3.5N y se secd en un rotavapor. Se =--
agregd 0.5 ml. de Ho0 destilada mis 0.5 ml. de Norleucina -
standard interno con 4cido sulfanflico al 60%; se ajustd el
pH a 2 y se centrifugd a 3000 r.p.m. por 5 min. y se inyec

taron 100 ml. a un autoanalizador de aminodcidos Beckman --
121 provisto con una columna de intercambio catidnico tipo

Durrum (poliestireno-divinilbenceno) (6), integrando los re
sultados computarizados de acuerdo a un tiempo de retencidn

y absorbancia determinados.

( *® )FLUORAM:- Reactivo desarrollado de fluorescencia para
proteinas de marca registrada de Fisher, Co.

St. Louis. Mo. U.S.A.

28
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RESULTADOS

Se muestran los resultados obtenldos con Saecha
romyces exiguus creclendo en etancl como principal fuente
de carbono y energfa en las gréficas (1, 2 y 3). Todos es-
tos experimentos fueron efectuados bajo las slgulentes con
diciones: Temperatura 30° C., agitacién U400 r.p.m.. aerea-
cién IVVM, tiempo de fermentacién 30 horas. Inéculo 10% va
riando los factores de enriguecimiento (A.C.L., L.R.M. y -

Extracto de Levadura).

En la fig. 1 se observa la cinética de creci---
miento de Saacharomyces exiguue creciendo en etanol al 1%
(v/v) afladiendo intermitentemente, medio con sales, mis --
parte por millén de Extracto de Levadura. El crecimienta -
siguil en forma lineal durante las 10 primeras haoras y el
etanol fué agotado casl en su totalidad a las 22 horas de
fermentacién. el pH descendié de 3.7 iniclal hasta 2.2, ==
presentando la levadura una velocidad de crecimiento de --
0.165 hras. -1 y un tiempo de duplicacidn de 4.2 hrs. E1
rendimiento fighl fué de 5.64 g. de levadura seca/l de me-
dio cultivo y un Y ¥ (x/s) de 0.75. Ecuacidn de regresidn
exponencial X= 0.419 e, 0.1652 1.

A) crecer Saccharomyces exiguus en medios conte
niendo etanol y L.R.M. como factor de enriquecimiento -—--«

(fig. 2), se encontré un rendimiento celular de 4.7 g. de



levadura seca/l. de medio y un Y x/s igual 0.62. £Es el

tiempo de duplicacidn de 3.85 hrs. y una velocidad de -
crecimiento de 0.179 hrs.-l. El1 etanol fué agotado a —-—
las 19 horas de fermentacién. Ecuacidén de regresidn ex-—

ponencial X=0.4200.17872.t

En la fig. 3 se muestran los resultados obte
nldos con Saccharomyces exiguue al crecer en medios de
etanol como principal fuente de carbono y A.C.L. como -
factor de enriquecimiento en los cuales el etanol fué -
agotado a las 17 horas de fermentacién encontrindose un
rendimiento de 5.1 g/lto. y un T x/s igual 0.68, la ve-
locidad de crecimiento fué de 0.184 hrs.-1 y un tiempo
de duplicacién igual 3.74 hrs. Ecuacldén de regresién ex
ponencial X=0.421e0.18492.t. Se muestra el consumo de =--

etanol durante la fermentacidn (Cuadro I).

El resimen de los tres experimentos anterio-
res estd representado en el Cuadro No.2. Los resultados
encontrados del andlisis qufmico proximal estén repre--
sentados en el cuadro No.3, asf como de los concentra—-
dos de protefinas de Saccharomyces exiguus (ver Cuadro -

No.4), respectivamente.

En el Cuadro 1 esti representado un andlisis
cromatografico de etanol afiadido intermitentemente de -
Saccharomyces exiguus creclendo en etanol y A,C.L. como

factor de crecimiento.

30
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LISCUSION Y CONCLUSIONES

Este estudio abre la posibilidad de utilizar -
Saccharomyces exiguus er. otro proceso industrial, ademés
de los ya estudiados (56, €5) el de obtener protefna uni-
celular a partir de etanol como princlpal fuente de carbo

no.

Se encontrd que al crecer Saccharomyces exiguus
en medios conteniendo etancl como principal fuente de e--
nergfa, un maycr rendimiento Y (x/s) de 0.75 g. de célu--—
las secas/litro en medlos de cultivo enriquecidos con ex-
tracto de levadura, en segundo término el A,C.L. y por Ul
timo al crecer con L.R.M., no estandc muy alejado este dl

timo del primero.

Otra parte de Saccharomyces exiguus presentd -
tiempos de duplicacidn mds bajos al crecer en A.C.L. en -
primer término seguido de L.R.M. y por dltimo extracto de
levadura. Con respecto a la composicién gquimlca proximal
se encontrd que la cantidad de proteina es icual en los
tres factores de crecimiento. Las cenizas, son bajos sus
valores pero lguales entre ellos. En el caso de los amino
dcldos escenclales se aprecia fdcilmente que los aminodci
dos azufrados constituyen un factor limitante si se compa
ran con los reportados por la FAU (Ver fuadro No.5) y un

deshalance considerable es también observado,
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En el caso de los aminodcidos aromiticos y ~--
treonina al comparar el patrén de aminodcidos de las pro-
tefnas de Saccharomyces exiguus crecidas en los tres dife
rentes factores de enriquecimlentc, se nota un mayor ba--
lance y una cantidad mayor con L.R.M., que aunado a que -
Saccharomyces exiguue al crecer en etanol con este factor
de enriquecimiento muestra una favorable Y (x/s) y rendi-
miento celular, asf como bajo tiempo de duplicacidn, lo -
sitGa en primer término para usarse con un factor de enri
gueclimiento en este tipo de proceso. Aungue los experimen
tos se realizaron con etanol de fermentacidn, ésto servi-
rd como base para estudios futuros usando etanol sintéti-
co, ya que las Investigaciones llevadas a cabo demuestran
que no existe diferencia significativa ni en los rendi---
mientos ni en calidad nutritiva de la blomasa obtenida al

utilizar etanol sintético & de fermentacién (31).

Saccharomyces exiguus crecida en etanol y 1{--
quido de remojo de mafz comparado en diferentes parime---
tros con otras levaduras ya estudiadas en otros procesos -
para obtener protefna unicelular a partir de etanol (Ver
Cuadro No.b), son bastante buencs para considerarla a és-
ta levadura como nuevo candidato a usarse para este tipo -

de proceso.
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RE3SUMEN

Saccharomyces exiguus fué estudiada con el obje
to de obterer protefna unicelular a partir de etanol, como
principal fuente de energfa y carbono. Usando tres diferen
tes factores de enriquecimiento, Agua de Cocimiento de Le-
vadura (A.C.L.), Extracto de Levadura (E.L.) y Liquido de
KemoJo de Maiz (L.R.M.) la cual presenta un mejor Y (x/s)
de 0.75 g. de c€lulas secas/litro al crecer en medios de -
cultivo eon (E.L.) como faogor de enriquecimiento y un me-
jor tiempo de duplicacidén 3.5 hrs. en medios con (A.C.L.).
Un mejor balance y cantidad de aminocdcidos con L.R.M. que
shunaddo a que Saccharomyces exiguus muestra un favorable ~-—
Y (x/s) y rendimiento celular, asf{ como bajo tiempo de du-~
plicacidn sitlda al L.R.M. comc el mejor factor de enrigue-
cimiento para usarse con Saccharomyces exiguus en este ti-
po de proceso. Se concluye que esta levadura es un buen --
candidato para obtener proteina unicelular a partir de eta
nol y L.R.M. como factor de enriquecimiento, as{ como abre
la posibilidad de usar a Saccharomyces exiguus en otro pro

ceso industrial ademfs de los ya estudiados.
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