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RESUMEN

Esta investigacidn tuvo como objetivo principal la
optimizacidén de 1los efectos de concentracidén de levadura y
tiempo de agitacidén. en la ruptura de pared celular de

Saccharomyces uvarum residual de la etapa de fermentaciodn

de cerveceria para la produccidén de extracto de levadura,
con lo cual se estd dando continuidad a los proyectos de
investigacién de esta Escuela relacionados con el aprovecha-
miento de desechos industriales, para este caso, los residuos
s6lidos de la fermentacidén alcohdélica en la produccién de
cerveza, gque se caracterizan por una alta demanda bioguimica
de oxigeno (entre 3,000 y 16,000‘mg/dm3) generando contamina-
cidn en el medio ambiente si son descargados directamente
a los rios y de los que al aplicar las técnicas adecuadas
éﬁn puede aprovecharse el alto contenido de proteinas vy

vitaminas del complejo B de las levaduras cosechadas.

Se realizd un enfoque de las generalidades del extracto de
levadura y sus caracteristicas; la disponibilidad de levadura
residual en la cerveceria La Constancia S.A. y sus caracteris-
ticas; el método de produccidén de extracto de levadura aplican-
do pretratamiento enzimdtico con papaina, 4 horas combinado
con ruptura mecdnica de pared celular, utilizando perlas de

- vidrio de 0.5 mm de di&metro como particulas abrasivas.

Se logrd un porcentaje de ruptura de pared celular de 92.11%
a una concentracidén de levadura del 40 % p/v y un tiempo de
agitacién de 5 minutos, fijando la velocidad de agitacidn

en 3,450 rpm por caracteristicas propias del eguipo utilizado.

Se obtubo extracto de levadura con un rendimiento promedio
de 8.64 gramos de extracto seco por cada 100 gramos de crema
de levadura al 40 % p/v; con este rendimiento se estima que
es posible producir 149.1 Kg diarios de extracto de levadura
al utilizar los 4,110 L por dia de crema de levadura residual

de La Constancia S.A.



Los analisis de calidad . del extracto producido reportaron
un contenido de proteinés de 12.17 % p/p en base seca, lo
cual amerita revisién del método de produccidn empleado, dado
gque se esperaban valores alrededor de 45 % p/p en base seca.
Asi mismo, se obtuvo un valor ligeramente elevado en cuanto
al contenido de cenizas, 17.94 % p/p en base seca, comparado

con el 10 $ P/p de extractos comerciales.

En cuanto a las pruebas de calidad microbioldgica, resultaron

negativas tanto para Escherichia coli como para salmonelas,

con- un recuento total de bacterias aerdbicas meséfilas de

165 unidades formadoras de colonias por gramo.

Respecto a vitaminas, se reportd la presencia de vitaminas
B1 Yy BG en concentraciones de 29 y 9.75 Mg/g de extracto de

levadura respectivamente.

También se realizd una prueba de crecimiento de Acetobacter

sp. utilizando un medio de cultivo que contenia extracto de
levadura comercial y otro con el extracto de levadura producido
experimentalmente. En ambos casos resultd positivo el
crecimiento de Acetobacter sp., con lo gue se verificd -

la presencia de vitaminas del complejo B en el extracto produ-

cido, las cuales son esenciales para el desarrollo de este

microorganismo.
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INTRODUCCION

Actualmente la demanda de alimentos ricos en proteinas no
estd siendo satisfecha adecuadamente a nivel mundial por el
acelerado crecimiento poblacional y la disminucidén de recursos
alimenticios, por lo que es necesaria la investigacién de
fuentes no tradicionales de proteinas y vitaminas; una de
estas fuentes son las proteinas de origen microbiano, las
cuales pueden ayudar a mejorar esta situacidn; ademds, puede
usarse para la elaboracién de productos farmacéuticos y como

enriquecedor de medios de cultivo, entre otros.

Las levaduras enteras son una excelente fuente proteinica,
pero presentan el inconveniente gque la composicidén de su pared
celular disminuye su digestibilidad.® Para aprovechar mejor
el contenido intracelular, puede producirse extracto de leva-

dura, el cual se obtiene por ruptura de la pared celular.

‘El extracto de levadura es un concentrado del material soluble

obtenido del contenido intracelular de levaduras. En contraste
con otros productos de levadura, los extractos de levadura
son solubles en agua y sus soluciones son claras. Muchos
tipos de sistemas de saborizantes de alimentos contienen ex-
tractos de levadura, por ejemplo, salsas, -sopas, Juesos Y

productos cérnicos entre otros (La Bell, 1992).

Es importante mencionar que el extracto de levadura aiin no
es fabricado en el Area centroamericana (Gamero et al., 1992)
por lo gque con este proyecto se pretende producir extracto
de levadura a nivel de laboratorio partiendo de levadura resi-

dual de cerveceria, Saccharomyces uvarum, con el fin de

determinar las condiciones de operacidén bajo las que estos
desechos podrian ser aprovechados para su posterior comerciali-
zacién, ya que hasta la fecha s6lo han sido parcialmente
utilizados como alimento animal o para inoculacién de los

siguientes lotes de fermentacién; el resto es desechado por



tuberias hacia el sistema de alcantarillado o directamente
hacia los rios, como aguas de lavado de filtros y de tanques
de fermentacidn, produciendo desechos con demanda bioquimica
de oxigeno de alrededor de 3,000 mg/dm3 y 16,0000 mg/dm3
respectivamente (Fundacidén Natura, 1991); lo anterior contri-

buye a incrementar la contaminacidn en el ecosistema.

La levadura residual (Saccharomyces uvarum) utilizada en este

proyecto fue proporcionada por la empresa La Constancia S.A.,
siendo &sta la levadura que queda después de la produccidn

de cerveza.



CAPITULO I

EXTRACTO DE LEVADURA, CARACTERISTICAS E IMPORTANCIA

Se define como extracto de levadura el concentrado del material
soluble obtenido por la eliminacién de la pared celular de
las levaduras. Dicha pared puede eliminarse por métodos me
canicos o quimicos, para degradar la estructura macromolecular
de la levadura y liberar la méxima cantidad de material soluble

a un costo comercialmente aceptable (Kelly, 1983). En el capi-

.tulo IV se describen algunos de estos métodos.

La importancia del extracto de levadura radica en gue la elimi-
nacidon de la pared celular permite un mejor aprovechamiento
del contenido intracelular, pues la composicidén de la pared
dificulta su digestibilidad. Por su valor nutricional, el
extracto de levadura tiene gran aplicacidén en la industria
alimenticia, de manera que en El Salvador podria utilizarse
como ingrediente enriquecedor en la elaboracidn. de tortitas
de carne, salchichas, carne molida, "chili con carne", pizza,
galletas dulces y saladas, caramelos, bebidas instantédneas
pastas y cereales; por otro lado, también podria utilizarse
en la industria farmacéutica en forma seca, en polvo o en
tabletas (Gamero et al, 1992). Asi mismo, tiene gran demanda
de uso comé aditivo en medios de cultivo microbioldgicos,

a2 escala de lahoratorio y a escala industrial.

El extracto de levadura puede producirse a partir de Saccharo-

myces cerevisiae crecida en melaza y/o de otras especies de

levaduras tales como Kluyveromyces fragilis crecida en trigo

o de Candida utilis crecida en desechos de carbohidratos,

asi como de Saccharomyces uvarum residual de la etapa de

fermentacidn en cerveceria.



Los factores claves para un fabricante en 1la eleccidén de un
material de inicio son principalmente el precio y la disponibi-~
lidad de la levadura misma. La levadura de cerveza como produc-
to secundario cuesta menos que el material crecido en melaza.
En segundo lugar, la eleccidn puede estar influenciada por
el tipo y costo del proceso necesario para dar rendimientos
aceptables y calidad de extracto. Por ejemplo, la levadura
de cerveza mezclada con ldpulo requeriri de tratamiento adicio-
nal y costoso de desamargado. La calidad del producto final’
es de gran importancia y la levadura de cerveza tiende a produ-
cir mayores rendimientos Yy extracto mas oscuro de un sabor
diferente al obtenido del tipo de levaduras de panaderia
(Relly, 1983).

No se cuenta con datos actualizados, pero se conoce due entre
los mayores productores de extracto de levadura estan: Reino
Unido (4,000 ton/afio), Francia (3,000 ton/afio), Australia
(1,000 ton/afio) y Perd (2,000 ton/afio) (Kelly, 1983).

1.1 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL EXTRACTO DE LEVADURAZ.

La composicidén d= un tipico extracto de levadura de cerveceria
se da en los cuadros 1.1 a 1.4, donde se observa que los ex-
tractos obtenidos a partir de dos tipos distintos de levadu-
ras exhiben s6lo diferencias menores en composicidn proximal,
presentando en ambos casos un alto contenido de proteinas
(Cuadro 1.1). ‘

Los altos niveles de sal son una consecuencia del proceso
de manufactura, pero modificaciones al proceso pueden producir
extracto de bajo contenido de sal con valores mayores corres-
pondientes para proteina, carbohidratos y otros componentes
en el material final (Kelly, 1983).

Ambos tipos de extractos tienen altos niveles de las vitaminas

del grupo B, como lo muestra el cuadro 1.2, asi como todos



los aminocacidos esenciales, aungue s6lo bajos niveles de
metionina y treonina, como se observa en el cuadro 1.3, res-
pecto a la proteina modelo provisional de la FAO. En el cuadro
1.4 se presentan los aminodcidos no esenciales, los cuales
se encuentran en mayores cantidades en el extracto de levadura

de cerveceria (Kelly, 1983).

CUADRO 1.7 COMPOSICION PROXIMAL PROMEDIO DE EXTRACTO DE LEVA-
DURA DE CERVECERIA Y DE LEVADURA CRECIDA EN MELAZA

(% p/p).
Levadura de Levadura

Componente cerveceria de melaza
Humedad 27 28
Proteina (N x 6.25) 44 37
Cloruro de sodio 10 T
Cenizas (NaCl excluido) 13 7
Grasas Trazas Trazas
Carbochidratos 6 17
(por diferencia)

{Kelly, 1983).

CUADRO 1.2 COMPOSICION PROMEDIO DE VITAMINAS DEL COMPLEJO
B DE EXTRACTO DE LEVADURA DE CERVECERIA Y DE
LEVADURA CRECIDA EN MELAZA.

Vitamina levadura de levadura de Racidn
cerveceria melaza recomendada
] (mg/g ext) {mg/g ext) (mg/dia)
Tiamina 20 - 70 10 - 20 1.3 - 1.6
Riboflavina 55 - 100 50 - 100 1.6
Piridoxina 12 — 16 10 - 16 -
Niacina 250 - 700 300 — 500 13 - 16

(Kelly, 1983).

* Racidn dietética recomendada por el Food and Nutrition Board
y el National Research Council de Gran Bretafia, para hombres
entre 25 y 65 afios de edad (Pyke, 1970).



CUADRO 1.3

PROVISIONAL DE LA FAO

(N x 6.25) después de hidrdlisis).

COMPOSICION PROMEDIC DE AMINOACIDOS ESENCIALES
DE EXTRACTO DE LEVADURA DE CERVECERIA, DE-LEVADU-
RA CRECIDA EN MELAZA Y DE LA PROTEINA MODELO
(% p/p de proteina total

Aminoicido esencial

Levadura de
cervecaria

Levadura de
melaza

Proteina
modelo de FAGY

Isoleucina 4.7
Leucina 7.0
Metionina 1.5
Fenilalanina 3.8
Treonina 0.5
Triptofano 1.7
Valina 6.0

(Kelly, 1983).

+ Patrdn de aminoicidos esenciales en la proteina modelo provisional

de 1a FAO (Burton, 1969).

CUADRO 1.4 COMPOSICION PROMEDIO DE AMINOACIDOS NO ESENCIALES
DE EXTRACTO DE LEVADURA DE CERVECERIA Y DE LEVADU-
RA CRECIDA EN MELAZA

(%

p/p de

(N x 6.25) después de hidrdlisis).

proteina total

Aminodcido no esencial

Levadura de
cerveceria

Levadura de
melaza

Alanina
Arginina
Aspartico
Cistina
Glutamico
Glicina
Histidina
Prolina
Serina
Tirosina
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El sabor del extracto de levadura estda influenciado por varios
factores, que incluyen el tipo de levadura, la presencia de
impurezas, las condiciones del proceso, niveles de sal, la
extensidn de la hidrdlisis de enzimas y el efecto de cual-

guier bacteria contaminante (Kelly, 1933).

Por su sabor y relativo bajo costo, el extracto de levadura
encuentra mayor aplicacidén en la industria de alimentos, sien-
do particularmente valioso por su contribucidén de un sabor
cidrnico én amplia variedad de productos, incluyendo boguitas,
sopas, pasteles de carne, salchichas, productos pesgueros
y derivados de proteina vegetal hidrolizada; ademds, después
de modificacidén por adicién de especias y proteinas vegetales,
el extracto de levadura es la base de cubiertas saborizantes
(Kelly, 1983).

Al ser wutilizado como aditivo en los alimentos, el extracto
de levadura meéjora el valor nutricional de los mismos, debido
a que es rico en protefnas, vitaminas y aminodcidos. En el
cuadro A.1, del ANEXO A, se prasentan las raciones dietéticas
diarias recomendadas para mantener un buen estado de salud
en el ser humano. Comparando estos wvalores con la informacidn

presentada en los cuadros 1.1 a 1.4, se observa que los niveles
de proteinas y vitaminas contenidos en el extracto de levadura

cumplen satisfactoriamente dichos reguerimientos.

Es necesario tomar en consideracidn que el contenido de &cidos
nucleicos 2n el extracto de levadura limita su 1so en la dieta
de un individuo a no mds de 20 g/dfa (Kelly,1983), pues el
pancreas y el intestino delgado del ser humano secretan bajos
niveles de las enzimas ribonucleasas y desoxirribonucleasas,
encargadas de degradar a los Aacidos nucleicos, por lo gque
no tolera mas del 1% de dcidos nucleicos en su dieta (Whitaker,
1972).



1.2 NORMAS DE CALIDAD PARA EXTRACTO DE LEVADURA.

El Instituto Centroamericano de Investigacidn y Tecnologia
Industrial (ICAITI) no ha publicado normas de calidad para
extracto de levadura (Vargas, 1993). Sin embargo, a continua-
cién se resumen los aspectos regulatorios desafrollados por
el Grupo Consultivo de Proteina, PAG (Protein Advisory Group)
del sistema de las Naciones Unidas, para la evaluacidén de
protgina unicelular y otras nuevas fusntes ds proteinas para
alimentacidén humana (entre las qgue puede incluirse al extracto
. de levadura), mediante la realizacidén de pruebas bioldgicas

en animales.

Tales regulaciones indican gque para el caso del extracto de
levadura, debe asegurarse la ausencia de organismos contaminan-
tes en la levadura gque se utilizard como materia prima. También
debe asegurarse gque durante el proceso d= produccidn no se
introduzcan especies patdgenas en forma accidental y sin ser
detectadas. Se hace hincapié en que el sustrato usado para
la reproduccidon de la levadura (mosto de cerveza) debe estar
libre de patégenos vy, de existir contaminacién con metales
pesados (mercurio, cobre, cadmio, plomo, aluﬁinio y arsénico),
residuos de pesticidas, residuos de drogas, metabolitos tdxicos
y cuerpos extranos, las cantidades existentes no deben sobre-

pasar niveles maximos aceptables (Moo-Young y Gregory, 1986).

Para consumo humano del producto, debe garantizarse gque reQina
ciertas caracteristicas, como no ser alergénico, mutagénico,

» - . - . - ’ . -
carcinogenlco o teratogenico; ademas debe poseer valor nutricio
nal satisfactorio, caracteristicas organolépticas y funcionales
favorables y aceptabilidad cultural (Moo-Young y Gregory,
1986).

Para el caso de extracto de levadura como 1ingrediente en
medios de cultivo, Gamero et al., 1992, presentan los regua-

rimientos de calidad para el extracto de levadura comercial



producido po:.la empresa Bio-Serv Inc. (ANEXO &, cuadro A.2),
donde se incluyen andlisis de cantidad ¥ tipd'de nitrdgeno,
contenidos de aminodcides esenciales, vitaminas principalmente
las del -complejo B y nutrientes menores como sodio, cloro,

potasio, calcio, magnesio, cobre, hierro y cinec.

Para el extracto producido en este proyecto, en la seccidn
6.2 “se incluyen resultados ‘de andlisis proximal, andlisis
microbiolégicos, analisis de las vitaminas B, y Bg; ademas

de los resultados de una prueba de crecimiento de Acetobacter

sp. en un medio de cultivo enriguecido con extracto de levadura
comercial y en otro enriquecido con el extracto de levadura
. i
producido experimentalmente en esta investigacidon, con el

fin de verificar su potencial aplicacidén en bacteriologia.



CAPITULO IT

DISPONIBILIDAD DE LEVADURA RESIDUAL DE CERVECERIA Y
CONSUMO DE EXTRACTO DE LEVADURA EN EL SALVADOR

La levadura §. cerevisiae es utilizada en gran escala en las

‘industrias de panaderia vy fe;mentaciones alcohdlicas. En estas
dos aplicaciones, después de convertir la glucosa a didxido
de carbono y etanol, la levadura residual muere por el proceso
de horneado o el de destilacidn; sin embargo, en ‘la produccién
de cerveza, la levadura viva (S. uvarum)} que se ha multiplicado
hasta seis veces durante la fermentacidén, es separada de la
cerveza. Aungue se requiere una porcidn para adicionar al
siguiente lote de fermentacidén del mosto de cerveza, tres
cuartos o mds se desecha como levadura residual y es descartada
directamente a los rios, pero en varios paises ésto es ilegal
y en cualquier caso, la mayoria de cerveceros buscan salidas

gananciosas para este producto secundario (Kelly, 1983).

Internacionalmente una parte de estos residuos se utiliza
para alimentacién animal, mientras otra, debido a su alto
contenido de vitaminas del complejo B, es convertida en forma
de tableta para usos farmacéuficos, pero en general, una gran
proporcién de levadura residual se usa para producir extracto
de levadura (Kelly, 1983); sin embargo, é&ste alin no es

producido en el Area centroamericana (Gamerolet al., 1992).

2.1 PRODUCCION DE LEVADURA RESTDUAL EN EL SALVADOR.

En El1 Salvador se produce este residuo en la industria cervece-
ra, gue trabaja con cultivos puros de S. uvarum de los dque
se recupera el 90 %, del cual una porcion es reciclada para
el proceso de fermentacién y la otra es tratada con vapor
para su posterior uso como alimento animal. El1 10 % restante
queda retenido en las paredes de los tanques de fermentacidn

y reposo después gue han sido vaciados, por lo gque se desecha
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al sistema de alcantarillado como parte de las aguas de lavado,

no siendo rentable su recuperacidén (Reyes de Serpas, 1994).

Como puede inferirse del cuadro 2.1, por cada 46.7 litros
de cerveza se produce casi 1 litro de crema de levadura, lo
cual, tomando en cuenta la capécidad real de la fibrica de
192,000 L/dia, representa una produccién de 4,110 litros de
crema de levadura por dia, que si no son utilizados para consu-
mo animal, estarfan disponibles para la produccidn de extracto
de levadura el cual podria ser un producto de mayor valor

agregado que de la forma en gue actualmente se comercializa.

En la seccidén 6.1 se presenta el rendimiento de produccidn
de extracto de levadura por el método aplicado en esta investi-
gacién, evaluando tambié&n el potencial de produccidén a partir

de la levadura residual disponible.

CUADRO 2.1 PRODUCCION DE LEVADURA DE CERVECERIA EN EL SALVADOR.

Empresa ) La Constancia
Tipo de Levadura Saccharomyces uvarum
Capacidad Real 192,000 L de cerveza/dia
Capacidad Instalada 274,000 L de cerveza/dia

Crema de Levadura
Producida 4,110 L/dia

Crema de Levadura
Recuperada 90 %

Proceso de Recuperacidn Sedimentacidn

Reyes de Serpas, 1994.
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2.2 CONSUMO DE EXTRACTO DE LEVADURA EN EL SALVADOR.

El extracto de levadura consumido en El Salvador es importado
en su totalidad desde los Estados Unidos de Norteamérica.
Segun datos de la Direccidn General de Estadistica y Censos,
la cantidad de extracto importada durante el periodo comprendi-
do entre 1987 y 1992 asciende a 13,941 Kg, segiin se muestra
en el cuadro 2.2. Como se menciond en el capitulo I, existe
una amplia gama de aplicaciones para el extracto de levadura,
por lo gue al producirlo en El Salvador, ademds de satisfacer
la demanda nacional, podria aumentarse ésta, al proponer usos
alternativos potenciales como fuente no tradiciconal de

proteinas.

CUADRO 2.2 TIMPORTACION, GASTO ANUAL Y PRECIO UNITARIO DE
EXTRACTO DE LEVADURA DURANTE EL PERIODO 1987-1992.-

afo IMPORTACION VALOR CIF COSTO UNITARIO
(Kg) (f) ‘ (£/Xg)

1987 . 5,824 56,615 10.24
1988 1,811 27,155 14,99
1989 285 4,195 14.72
1990 2,146 48,530 22.617
1991 1,762 52,459 29.77
1992 2,113 61,809 29.25

Total 13,941 - -

Direccidén General de Estadistica y Censcs.
(Cédigo NAUCA 21070900).

Como puede observarse en el cuadro 2.2, el gasto anual (Valor
CIF} en la importacibén de extracto de levadura presenta un
notable incremento a partir de 1990. Un mejor andlisis de
estos datos se hace a través de las proyecciones de consumo
anual (Kg), gastc anual (¢) Y pPrecio unitario (¢/Kg) de extrac-
to de levadura en El1 Salvador, como las presentadas en los

12



cuadros 2.3 y 2.4 y en las figuras 2.1, 2.2 y 2.3
respectivamente para el periodo 1993 - 1997. Se observa que
la disminucién en el consumo entre los afios 1987 y 1989
coincide con la crisis econdmica causada por el conflicto
armado que se agudizd en ese periodo, pero a partir de 1990
la tendencia es claramente creciente por lo gue se presentan
dos proyecciones diferentes, una tomando como base los datos
del periodo 1987-1992 y otra, segun el periodo 1989-1992;
de cumplirse la segunda proyeccidn, habrd un incremento de
la demanda de este producto, con la consecuente fuga de
divisas; esto podria contrarrestarse si la demanda se cubriera
con producto nacional utilizando un producto secundario de
otra industria ya establecida en el pais, como es el .caso
en estudio, en gue se presenta que el extracto de levadura

puede producirse a partir de levadura residual de cerveceria.

El rendimiento de produccidén que se presenta en la seccidn
6.1 indica que en El1 Salvador podrian producirse 54,437.4
Kg de extracto de levadura al afio, con lo que se cubriria
holgadamente la demanda nacional; ademas, existen posibilidades
de evaluar mercados de exportacién para Centroamérica, pues

este producto aun no es fabricado en el Aarea.

CUADRC 2.3 PROYECCION DE CONSUMO ANUAL, GASTO ANUAL

- " Y PRECIO UNITARIO DE EXTRACTO DE LEVADURA
PARA EL PERIODO 1983 - 1997, A PARTIR DE
DATOS DEL PERIODO 1987 - 1992,

ANO IMPORTACION VALOR CIF COSTO UNITARIO
(Kg) () (£/Kqg)

1993 642.25 56,478.38 30.46

1994 161.08 60,596.01 34.74

1995 - 320.09 64,773.64 39.02

1996 - 801.286 68,951.27 43,30

1997 - 1,282.43 73,128.90 47 .58
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CUADRO 2.4 PROYECCION DE CONSUMO " ANUAL, GASTO ANUAL Y
PRECIO UNITARIO DE EXTRACTO DE LEVADURA PARA
EL PERIODO 1993 - 1997, A PARTIR DE DATOS DEL
PERIODO 1989 - 1992,

ANO IMPORTACION VALOR CIF COSTO UNITARIO
(Kg) (¢) (Z/Kg)
1993 2,851.50 85,941.00 45.61
1994 3,361.50 103,618.10 50.69
1995 3,871.50 121,295.20 55.77
1996 4,381.50 138,972.30 60.85
1997 4,891.50 156,649.40 65.93
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FIGURA 2.1 PROYECCION DEL CONSUMQ ANUAL DE EXTRACTO DE LEVA-
DURA EN EL SALVADOR PARA EL PERIODO 1983 - 1997.
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CAPITULO III
CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS LEVADURAS DE CERVECERTA

La palabra "cerveza" se usa para designar a las bebidas.alcohdli-
cas hechas de granos de cereal; mas especificamente, cerveza
es la bebida carbonatada preparada por fermentacidén de masas

conteniendo predominantemente malta (Reed y Peppler, 1973).

En la industria cervecera se usan cultivos puros de levadura
para la inoculacién del mosto. Las levaduras de fermentacidn

superior pertenecen a la especie §. cerevisiae y las levaduras

de fermentacidn inferior, a 8. carlsbergensis {en adelante,

S. uvarum) (Reed y Peppler, 1973).

Es diffcil distinguir células individuales de las dos especies
bajo un microscopio; S. uvarum generalmente aparece en células

solas o en pares de células, mientras que S. cerevisiae forma

cadenas con cruces ocasionales de cadenas. La forma de las
células para las dos especies es de redonda a ovalada u ovoidea,
con una longitud de 4 a 14 micrones y un ancho de 3 a 10
micrones. Las levaduras usadas en la industria cervecera son
probablemente poliploides, lo cual puede ser la razdén de la
dificultad de cruzar especies. Las levaduras de fermentacidn
superior tienen un sistema respiratorio m&s fuerte gque las
levaduras de fermentacidén inferior. La habilidad de fermentar
completamente la rafinosa es caracteristica de las levaduras
de fermentacidn inferior. Las levaduras de fermentacidn superior

carecen de actividad melobiasa (Reed y Peppler, 1973).

Las cepas de Saccharomyces gque fermentan gluccsa, maltosa, saca-

rosa Yy rafinosa por completo y que en cultives de malta agar
forman células redondas ovaladas a una relacidén entre longitud
y ancho variando entre .1 y 2 son reunidas en una especie: S.

uvarum (Reed y Peppler, 1973).
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Se han considerado varios criterios para distinguir especies
Yy cepas de levaduras comerciales. Las caracteristicas morfoldgi-
cas como el tamafio de las células, la forma de brotes o la forma-
cién de esporas son a menudo satisfactorias para diferenciar
subfamilias y géneros (Reed y Peppler, 1973). En el cuadro 3.1
se presenta un resumen comparativo de algunas de 1las

caracteristicas de S cerevisiae y de S. uvarum.

CUADRO 3.1 COMPARACION DE CARACTERISTICAS DE Saccharomyces

cerevisiae Y DE Saccharomyces uvarum.

CARACTERISTICA S. cerevisiae 8. uvarum
Fermentacién Superior Inferior
Apariencia Cadenas con cru- Individuales

ces ocasionales 0 en parejas
Forma Redondas a Redondas a
ovaladas ovaladas
Dimensiones
{largo x ancho) 4 - 14 x3 -10 M 4 - 14 x 3 -10AM

Para la produccidén de extracto de levadura a partir de levadura
residual de cerveceria, resulta de gran importancia conocer
las caracteristicas bioldgicas y fisicogquimicas de estas
levaduras ya que de ellas dependerid en gran parte la calidad

del producto obtenido.

1

3.7 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS. CITOLOGIA DE LEVADURAS DEL
GENERO SACCHAROMYCES.

Se han caracterizado mds de una docena de distintos componentes
celulares de las levaduras, desde organelos hasta entidades
macromoleculares. Las principales microestructuras son la pared
celular y el contenido intracelular constituido por el plasmale-
ma, el nicleo, una o mis vacuolas, mitocondrias, grinulos de
polifosfatos (volutina), gldébulos, lipidos, ribosomas y plasma
de masa o matriz (Figura 3.1) (Reed y Peppler, 1973).




FIGURA 3.1

Ceowertesy of O Cr-lindegren

MICROFOTOGRAFIA ELECTRONICA DE SECCION DELGADA A
TRAVES DE UNA CELULA VEGETATIVA DE Saccharomyces

cerevigiae (x 31,250) (Reed y Peppler, 1973).
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3.1.1 PARED CELULAR DE LEVADURAS DEL GENEROC SACCHAROMYCES.

El contenido de pared de las cepas cerveceras varia desde 6
hasta 27% del peso de célula seca. Aumenta mientras las células
pasan de la fase logaritmica de crecimiento a la fase estaciona-
ria. Con la edad las levaduras cerveceras floculantes cési dupli-

can su peso de pared (Reed y Peppler, 1973).

En esta seccidén se presenta también informacidén general sobre

la composicién de la pared celular de la levadura de panaderia
considerando que a nivel de esta investigacidn, es aplicable
a la levadura de cerveceria pues se carece de informacidn espe-

cifica para esta Ultima.

El contenido gquimico bruto de la pared celular de la levadura
de panaderia es 83% "carbohidratos, 10% protefna, 3% 1lipidos,
0.45% esterol, 0.3% acido ribonucleico y 0.04% acido
desoxirribonucleico. Los componentes caracterizados hasta ahora
incluyen glucdn, manan, proteina, quitina (1%), glucosamina,
dcidos grasos, glicéridos, fosfolipidos (0.7%) y fosfatos (1%)

(Reed y Peppler, 1973).

El glucdn (celulosa de levadura) es un polimero insoluble de
enlaces glicosidicos ramificados de Beta-(1,3) y Beta-{1,6)
vy representa cerca del 30 - 35 % de los sblidos de la pared.
Al igual que la capa interna de la pared celular, imparte rigidez
pero retiene alguna elasticidad pues la célula se encoge cuando

se somete a un medio hipertdnico (Reed y Peppler, 1973).

El mandn {goma de levadura), es un polimero soluble ramificado
de manosa, existe en la superficie de la pared celular (alre-
dedor del 30% del peso de la pared seca. Es una capa activa,
adsortiva enlazada con proteinas, enzimas y fosfato). EIL manan
y en menor extensién el glucdn, son fuentes de carbohidratos

durante la latencia celular (Reed y Peppler, 1973).
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La quitina es un polimero lineal de N-acetil-D-glucosamina,
que se localiza en las cicatrices de los brotes y d&reas
adyacentes en la pared celular. Las cicatrices de brote

aisladas de la pared celular de §. cerevisiae como residuos

aislados por digestidén de glucanasa contienen 85% manosa,

4% glucosa y 2.7% Qlucosamina (Reed y Peppler, 1973).

3.1.2 CONTENIDO INTRACELULAR DE LEVADURAS DEL GENERO
SACCHARQOMYCES.,

Contiguo a la superficie interior de la pared celular descansa
una membrana de plasma delgada llamada plasmalema, de
naturaleza lipoproteica que regula el intercambio de nutrientes
y metabolitos por su permeabilidad selectiva. En su Aarea
superfiecial exterior se acumulan numerosos vesiculos
compuestos de manidn y protefina en la regidén de formacidn
del Dbrote, sugiriendo gque tienen el papel de acarrear
materiales al sitio de sintesis de nueva pared celular (Reed

Yy Peppler, 1973).

Distribuidos cerca del plasmalema se encuentran organelos
conocidos como mitocondrias, ricos en lipidos, fosfolipidos
y un bajo porcentaje de &cido deoxirribonucleico. Se encargan
principalmente de la conversidn aerdbica de energia (actividad
respiratoria), y de la sintesis de proteina (Reed y Peppler,
1973).

Otro elemento importante del contenido intracelular es el
nicleo, el cual estd compuesto de dos partes: el nucléolo,
regibn inferior O&pticamente densa vy con forma de capa, y el
nucleoplasma, seccidén superior menos densa y con forma de
domo. Contenida en el nicleo se encuentra ]ja'cromatina, que
es un complejo citoplasmitico de proteina y &cido nucleico.
Durante la divisidén celular por brote, el nficleo usualmente

estd colocado entre el brote y la vacuola, la cual es un saco
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de fluidos metabdlicos y de nutrientes almacenados, encerrados

por una sola membrana.

Excepto por los organelos y las estructuras discernibles en
microfotografias electrénicas, el fluido citoplasmitico res-
tante se denomina sustancia granulada. Comprende carbohidratos,

ribosomas y enzimas (Reed y Peppler, 1973}.

El carbohidrato principal distribuido a través del citoplasma
y el nucleoplasma es el glicdégeno de levadura; es un polimero
de alto peso molecular ramificado de residuos de D-gluco-
piranos; a menudo se acumula como terrones esféricos de hasta
40 milimicrones de didmetro en células de levadura maduras
{fase estacionaria).ALa trehalosa, un disacirido no reductor
(alfa-D-glucopiranosil-alfa-D-gucopiranosida), aparece como
azlcar libre (cerca del 15% peso seco). Parece estar localizada
en un compartimiento de membrana enlazada como reserva de

carbohidrato (Reed y Peppler, 1973).

Distribuidas en el citoplasma existen numerosas particulas
diminutas de unidades ribosomales ricas en acido ribonucleico
vy proteinas; estdn involucradas en la sintesis de proteina
celular y su actividad es inhibida por la ciclohexamida (Reed

vy Peppler, 1973).

En la fraccién soluble de la sustancia granulada se encuentran
las enzimas involucradas en la fermentacidédn y también treha-
lasa, glucosa-6-fosfato dehidrogenasa y alcohol dehidrogenasa
(Reed y Peppler, 1973).

3.2 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LEVADURAS DEL GENERO
SACCHAROMYCES,

La composicidn de las levaduras es afectada por las variaciones

en las materias primas y por las condiciones de crecimiento

y de tratamiento de lo cosechado. Los lotes de produccidn
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de levadura a los gue nominalmente se les da el mismo régimen
usualmente muestran pequeflas diferencias en su constitucidn
quimica, aun con el mejor control de las condiciones comer-
ciales de operacidén. La naturaleza del medio de crecimiento
Yy el grado de aireacidén son factores importantes que influyen
en el contenido de carbohidratos, proteinas, grasas y vitaminas
(Peppler, 1970).

En el cuadro 3.2 se muestra la composicidn aproximada de
levaduras alimenticias comerciales. Puede observarse gue las
composiciones varian ampliamente debido en parte a los tipos
de medios y de levaduras, y en parte a los enriquecimientos

de vitaminas de las levaduras cosechadas (Peppler, 1970).

CUADRO 3.2 COMPOSICIONES PROMEDIO DE ANALISIS PROXIMAL
Y DE VITAMINAS DE LEVADURAS ALIMENTICIAS

23

COMERCIALES.

ANALISIS CONTENIDO EN LEVADURA SECA

A B C

Humedad (%) 5 6 6
Proteina (Nx6.25) (%) 50 45 45
Grasa (%) 6 6 1.5

Cenizas (%) 7 8 8
Tiamina ( g/g) 150 150 125
Riboflavina ( g/g) 70 45 35
Niacina ( g/g) 500 400 500
Piridoxina {(g/qg) 30 40 50

A = S. cerevisiae crecida en melaza.

B = Levadura de cerveceria desamargada secado en rodillos.
C = Levadura de cerveceria liofilizada.
(Peppler, 1970)

n

Casi la mitad del peso seco de las levaduras es proteina cruda
(Nx6.25) expresada en términos del nitrégeno total aunque

en realidad solo un 80% corresponde a aminodcidos, el resto




se distribuye en un 12% de A&cidos nucléicos, 8% de amonio
y alrededor del 7% del nitrdégeno total se presenta como
aminodcidos 1libres. La presencia de grandes cantidades de
bases de purina y pirimidina disminuye la proteina verdadera
de la levadura a 40% del peso secc. Otros constituyentes de
la levadura cuyo nitrdogenoc es sdlo una pegqueila parté del total
incluyen glutationa, lecitina, Acido adenilico, vitaminas,

enzimas y coenzimas (Peppler, 1970).

El valor nutritivo de la levadura seca depende de la calidad
de su contenido de proteinas y vitaminas. La levadura ha
probado ser un suplemento proteico de cereales superior pof
su relativamente alta digestibilidad y wvalor bioldgico, ambos
de 87%, comparadé-con las del huevo entero de gallina de 96%

y 97% respectivamente (Peppler, 1970).

CUADRO 3.3 COMPOSICION DE AMINOACIDOS ESENCIALES DE LEVADURAS
ALIMENTICIAS COMERCIALES.

AMINOACIDO CONTENIDO EN LEVADURA (g/16g N)

A B c

Lisina
Valina
Leuc¢ina
Isoleucina
Treonina
Metionina
Fenilalanina
Triptcfano
Cistina
Histidina
Tirosina
Arginina

L
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A = S. cerevisiae de melaza.

B = Levadura de cerveceria desamargada.
C = Levadura de pan.
(Peppler, 1970).
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El cuadro 3.3 compara el contenido de aminodcidos esenciales
nutricionales de levaduras alimenticias comerciales. donde
se ebserva gque la levadura entera de cerveceria posee niveles
de aminoidcidos esenciales que sobrepasan a los de la proteina
modelo provisional de la FAO (cuadro 1.3), excepto para
metionina y triptofano cuyos valores son ligeramente menores.
El método de fabricacidn del extracto de levadura debe asegurar
la recuperacién de la mayor cantidad posible de estos

aminocdcidos.

La abundancia de lisina y triptofano en la proteina de levadura
produce mejoria en las dietas de cereales. Cuando la proteina
de la levadura es suplementada con metionina, la eficiencia

del uso de su proteina casi iguala a la de la caseina.

éUADRO 3.4 CONTENIDO DE VITAMINAS DE LEVADURAS ALIMENTICIAS

COMERCIALES.
VITAMINA CONTENIDO EN PRODUCTO SECO ( g/g)
A B C
Tiamina (HCL) 165 150 125
Riboflavina _ 100 45 35
Wiacina 585 400 500
Piridoxina (HC1) 20 40 50
Folacina 13 5 49
Calcio
d-pantotenato 100 100 120
Biotina 0.6 1 1
Acido
°  p-aminobenzoico 160 5 -
Cloruro de colina 2,710 3,800 4,850
Inositol ’ 3,000 3,900 5,000

A = 8. cerevisiae crecida en melaza.
B
c
(Peppler, 1970)

Levadura de cerveceria desamargada, secada en rodillos.

Levadura de cerveceria desamargada, liofilizada.
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En cuanto a vitaminas, aungue las levaduras contienen mas
de diez vitaminas solubles en agua designadas como el complejo
de vitaminas B, sblo se especifican tres compuestos en
levaduras alimenticias comerciales (tiamina, riboflavina .y
niacina); sin embargo, con ellas se consideran la piridoxina
y el &cido f8lico o folacina. En el cuadro 3.4 se presenta
el contenido de vitaminas de levaduras alimenticias comerciales

(Peppler, i970).

3.3 FLOCULACION DE LAS LEVADURAS DE CERVECERIA.

Hacia el final de la fermentacidén del mosto de cerveza, las
células de levadura se agrupan en conglomerados. Esta
floculacidén se ha definido como la agregacidn reversible de
las células de levadura, las cuales caen al fondo del
recipiente si la levadura es de fermentacidén inferior, o pueden
elevarse y colectarse como una levadura de cabeza en la
superficie del mosto usado si es una cepa de fermentacidn

superior.

Las levaduras floculantes tienden a sedimentar (o a elevarse)
temprano .en el procesc de fermentacidn, produciendo una cerveza
clara pero pobremente atenuada, mientras que las no floculantes
(o polvorientas) permanecen en suspensidn, produciendo una
cerveza brumosa de buena atenuacidén. Los cerveceros prefieren

trabajar con levaduras gue tienen floculacidn intermedia.

Se han investigado los procesos fisicoquimicos involucrados
en la floculacidén y la incidencia de los factores que la
afectan; entre ellos se encuentran el factor genético, el
reciclaje de las cepas y la zona de los tangques donde estas

cepas son colectadas.

Genéticamente se ha encontrado que levaduras floculantes
producirdn descendencia floculante, es decir, que la tendencia

a este proceso es hereditaria. En relacidn al reciclaje, las
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levaduras de cerveceria algunas veces pierden sus
caracteristicas floculantes mientras son cosechadas de un
mosto de cerveza fermentado y pasadas a un mosto fresco, pues
parece gque ocurre una seleccidn natural de levaduras menos
floculantes durante este reciclaje a través de mostos
sucesivos. En el caso de levaduras de fermentacidén inferior,
la capa m&s baja que contiene las levaduras que sedimentan
mas rapido, usualmente se descarta, ya que también contiene
la mayor cantidad de lodos, por tanto, las levaduras menos
floculantes tienden a enriquecer las porciones usadas para
pasar al siguiente mosto. En una manera similar, las prime-
ras capas de levaduras de fermentacidn superior que se elevan
hacia la superficie son usualmente descartadas. Finalmente,
existe la posibilidad de gque levaduras no floculantes sean
colectadas sobre las paredes de los tangues de cultivo de
levadura usados para crecer nueva levadura. A menos gque tales
tanques sean limpiados y esterilizados después de cada uso,
el nfimero de levaduras no floculantes tenderd a incrementarse
en los sucesivos lotes que crezcan en ellos (Reed y Peppler,
1973).

3.4 LEVADURAS SALVAJES EN EIL MOSTO DE CERVEZA.

El término "levadura salvaje" se aplica usualmente a cualquier
levadura presente en fermentacidén de cerveceria y que no se
derive de la levadura crecida en cultivo puro por el cervecero,
quien desea usar sdlo una cepa particular que puede ser crecida
en cultivos puros o usada para inocular mostos de cerveza.
Por tanto, 1la determinacidén de la presencia de levaduras
salvajes es de importancia practica, va que a menudo son
responsables de pérdidas de sabor y de otros efectos

indeseables (Reed y Peppler, 1973).

Las levaduras salvajes pueden entrar a la cerveceria en el
aire, el agua, u otras materias primas, o pueden ser acarreadas

por insectos o en botellas vacias. En general, el nivel de
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contaminacidn es mas o menos pequefio en contraste con el gran
nimero de cultivos puros de levadura en una fermentacidn.
En las etapas activas de la fermentacidén, las levaduras de
cultivos puros que estdn bien adaptadas al mosto como
nutriente, generalmente crecerdn en mayor cantidad gque los
organismos contaminantes. Sin embargo, una ventaja‘ selectiva
para las levaduras salvajes puede ocurrir después de
completarse la fermentacién primaria cuando la existencia
de azlicares facilmente fermentables casi se ha extinguido.
Algunas manipulaciones cerveceras pueden resultar en una
ventaja selectiva para las levaduras salvajes; por ejemplo,
la floculacién diferencial puede incrementar el porcentaje
de levaduras salvajes en la porcidén de levadura usada para
inoculacidn. La filtracién a menudo favorece a las células
de levaduras contaminantes si son mAs pegquefias en tamafo
celular. Alternativamente, la pasteurizacién puede favorecer
levaduras salvajes de mejor resistencia térmica (Reed vy

Peppler, 1973).

Desafortunadamente ninguno de los métodos disponibles
actualmente para determinar levaduras salvajes es enteramente
satisfactorio. El1 examen microscbpico directo puede usarse
para encontrar una célula de levadura salvaje en alrededor
de 1,000 células de cultivo puro de levadura. Pero esto s6lo
es aplicable si el nivel de contaminacién ya estd muy- alto
y no detectarid levaduras salvajes si la apariencia y
dimensiones de sus células es similar a las de levaduras de

cultivo puro (Reed y Peppler, 1973).
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CAPITULO IV
METODOS GENERALES PARA LA PRODUCCION DE EXTRACTO DE LEVADURA

La tecnologia de los procesos para la produccién de extracto
de levadura aun se encuentra en desarrollo y no toma ventaja
completa de los avances en tecnologia de enzimas, particular-
mente las de fuentes microbianas, asi gue los cambios efectivos
de rendimiento y costo podré&n ser previstos a medida que el

conocimiento sea absorbido en 1la industria (Kelly, 1983).

Algunos procesos aplicados industrialmente se explican de

la seccidn 4.1 a la 4.3

4.1 PLASMOLISIS.

Es un método para iniciar la ruptura celular, que involucra
la adicidén de quimicos plasmolizantes como sal o solventes
orgdnicos como acetato de etilo o isopropanol, a temperatura
elevada (suficiente para matar a la levadura pero no para

inactivar sus enzimas) (Kelly, 1983).

4.2 TRATAMIENTO CON ENZIMAS.

Comercialménte, la hidrdlisis catalizada por enzimas se logra
usande las propias enzimas degradativas de la levadura, de
las cuales las mds estudiadas y probablemente las mis importan-
tes en la produccién de extracto de levadura son las protea-
sas. De ser necesario puede agregarse otra proteasa para incre-
mentar la velocidad de solubilizacidn y el rendimiento final,
por ejemplo, papaina en una concentracién de aproximadamente

0.04% p/p de crema de levadura (Kelly, 1983).

Dada la presencia de quitina en las cicatrices de brote en
la pared celular, es recomendable el uso de la enzima gqguitinasa

como ayuda para la hidrdlisis de los polisacdridos que la
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constituyen (Gamero et al., 1992); sin embargo, la informacidn
concerniente a los mecanismos de degradacidn y utilizacidén
de quitina por los microorganismos estd lejos de ser completada
(Watanabe et al., 1990), por lo que también los estudios dispo-
nibles sobre el uso de guitinasa como ayuda en el tratamiento
enzimidtico para la ruptura de la pared celular de la levadura
no son suficientes como para utilizarla en ensayos de optimiza-
cién de la produccidén de extracto de levadura, por lo gque
sigue prefiriéndose el uso de papaina debido a los conocimien-

tos que se tienen sobre su efecto proteolitico, y especialmen-

te porque es aceptada para consumo humano.

Se han obtenido mezclas de enzimas a partir de varios microor-
ganismos que atacan a las levaduras intactas y podrian ser
usadas para iniciar la hidrdlisis. Ya que las paredes celulares
pueden ser totalmente solubilizadas por tales mezclas de enzi-
mas, seria posible obtener un porcentaje aun mids alto dé compo-

aunque el producto final diferiria en sabor
{Kelly,

nentes solubles,
comparade con los extractos de levadura comerciales

1983).

La mejor estrategia para abrir las defensas de las paredes
celulares puede ser usar, va sea secuencial o simultdneamente,
una variedad de enzimas oxidativas y/o hidroliticas. Los micro-
organismos gue lisan a la levadura generalmente tienen varias
actividades enzimidticas gue pueden incluir proteasas, mananasa,

glucanasa y gquitinasa. La aplicacidén exitosa de un tratamiento

multienzimdtico requiere atencidén de las mismas variables

P P S
guimicas y fisicas que 1la autdélisis, gue puede verse como
un caso especial de lisis enzimidtica donde las enzimas litias

son endbgenas. Tales variables son el tipo de solvente y su

. . . - * »
concentracion, temperatura, fuerza ionica y pH, concentracion

de oxigeno disuelto y tiempo de incubacidén (Biospec, 1992).

Existen varios problemas potenciales al usar lisis enzimatica;

por ejemplo, el producto de la célula a recuperar puede ser
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destruido o modificado durante la lisis, las enzimas 1iticas
agregadas en el lisado celular pueden complicar las etapas
de purificacidn del producto aguas abajo, y las enzimas liticas
pueden ser muy caras para permitir el escalado hacia un proceso
industrial, especialmente, si son usadas sdlo una vez (Biospec,
1992).

Una forma de sobrellevar el alto costo de las enzimas liticas
es usar menos enzima, en lugar de intentar romper la pared
celular con enzima, sbélo se usa lo suficiente para debilitar
la pared celular. La ruptura de células pretratadas es después

lograda rdpidamente con un método mecdnico (Biospec, 1992).

Después de completar la produccidén de extracto de levadura,
puede usarse una mezcla mananasa-glucanasa con contenido 1i-
mitado de proteasa, para digerir los residuos de pared ceélular
(Kelly, 1983).

Dado que el proceso de obtencidn de extracto de levadura puede
incluir una etapa de pretratamiento eﬁzimético, es necesario
tomar en consideracidén las normas legislativas que se aplican
a la operacidén y pureza de productos de materiales biolSgicos
pues existen varias &reas obvias de peligro potencial: micro-
bioldgica, toxicidad quimica, toxicidad relativa a la actividad

y alerginicidad (Gacesa y Hubbe, 1987).

Tomando en cuenta que la papaina es utilizada para la
produccidn de extracto de levadura comercial (Kelly, 1983),
puede ser clasificada como enzima del grupo A, segiin el ANEXO
B, por lo que en esta investigacidn se propone el uso de

papaina para iniciar la hidrdlisis de la pared celular.

4.3 METODO MECANICO DE RUPTURA DE PARED CELULAR.

A nivel de laboratorio se ha desarrollado una amplia variedad

de técnicas mecdnicas de ruptura de pared celular; una de
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ellas, aplicable también a nivel industrial, es la agitacidn

con particulas abrasivas, que pueden ser particulas de vidrio.

La ruptura de pared celular ocurre por la accidn cortante
vy trituradora de pequefias perlas de vidrio cuando colisionan

con las células al ser agitadas a gran velocidad.

Existen variables que deben estudiarse para obtener una eficien
te ruptura de la pared celular, tales como el material y tamarno
de las perlas de vidrio, carga de medio de perlas, concentra-
cién de la mezcla, velocidad y configuracidén del agitador,
tiempo de agitacidén y temperatura. Si estas condiciones son
apropiadamente optimizadas se pueden obtener eficiencias de

ruptura celular de 90 - 95 & (Biospec Products, 1992).

El tamafioc Sptimo de las perlas (didmetro promedio) para ruptura
de levaduras en general es de 0.5 mm. Generalmente, mientras
mayor sea la razén de volumen de perlas a la suspensidn de
c€lulas, mayor la rapidez de ruptura celular, aungque para
mejores resultados esta suspension es agregada a un volumen
L . ) oy .

igual de perlas pues mientras mejor su agitacion, mayor el

porcentaje de ruptura (Biospec Products, 1992).

Un factor importante en la técnica de ruptura éelular es la
posible desnaturalizacién del producto durante la operacidn
de ruptura. Un ejemplo de esto es la pérdida de actividad
enzimdtica bajo condiciones comiinmente usadas para lograr
la ruptura completa de la cé&lula; sin embargo, estudios
recientes sugieren gque la desnaturalizacién de la proteina
o la inactivacidén de enzimas es resultado de un cambio guimico,
tal como la oxidacidn, que ocurre a menudo en interfases
aire/liquido (Bjurstrom, 1985), por lo que aunque la eficien-
cia de ruptura es mayor en recipientes parcialmente 1llenos
- (Biospec Productos, 1992), este problema puede evitarse eli-
minando espuma y minimizando el drea interfacial aire/liquido
(Bjurstrom, 1985). '
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Después del tratamiento las perlas sedimentan por gravedad
eén unos cuantos segundos y pueden ser separadas de la mezcla
a través de un filtro adecuado. Posteriormente pueden lavarse
en un buen detergente de laboratorio para ser utilizadas de

nuevo (Biospec Products, 1992).

La densidad o concentracién de la suspensién de células juega
un papel importante en la eficiencia con la que se rompen
las célulés.'En general, mientras mds alta la densidad, mejor
la ruptura lograda con perlas de vidrio. ILa experiencia en
varios laboratorios indica gue la densidad &6ptima de células
es aproximadamente 5 x 102 / ml para células haploides (cerca
de la mitad de esto para las diploides). Esta densidad celular
es equivalente a una suspensidén de células 1:1 peso por volumen
de un amortiguador apropiado. En la técnica de ruptura mecanica
aplicando molienda con perlas, la efi¢iencia de la ruptura
celular - depende de la concentracidn de células en 1la suspen-
sién; esto es debido al mecanismo de ruptura, el cual involucra
interacciones entre las perlas de vidrio y las células. EL
efecto es mds pronunciado a menores velocidades de agitacidn;
a velocidades altas, 1la ruptura es menos sensible a la
concentracién de células. La concentracidn optima debe ser
encontrada experimentalmente para cada caso, pero usualmente
cae en el rango de 30 - 60 % s8lidos himedos en suspensidn

célular (Bjurstrom, 1985).

El tiempo de residencia de 1la suspensién de células en 1la
cdmara mezcladora puede variarse para proveer el nivel de
ruptura deseado para un sistema dado. E1l tiempo de residencia
médximo estd limitado debido a inactivacién del producto como

resultado de la degradacidn térmica (Bjurstrom, 1985).

La velocidad de agitacidén es la principal fuente de la energia
gue provocard la ruptura (Bjurstrom, 1985) por lo gque el diserdo
de los sistemas mecanicos de ruptura toma especial atencién

al especificar este factor.
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La temperatura también influye en la eficiencia de la ruptura
porque la liberacidén de proteina desde la célula es dependiente
de la temperatura. Desafortunadamente la temperatura necesita
ser controlada para evitar la degradacidén del producto; no
se pueden usar mayores temperaturas para incrementar la

eficiencia de la ruptura (Bjurstrom, 1985).

En su estudioc, Gamero et al., concluyeron gque la agitacidn
con particulas abrasivas combinada con lisis enzimédtica resulta
ser mas eficiente que ambos métodos por separado para la

ruptura de pared celular de S. cerevisiae residual de la etapa

de fermentacidén en destileria para la produccidn de extracto

de levadura (Gamero et al., 1992).

4,3.1 FUNCIONAMIENTO DEL AGITADOR DE PARTICULAS ABRASTVAS,
"BEAD BEATER'" PARA RUPTURA DE PARED CELULAR.

El aparato utilizado en esta experimentacidn es denominado
BEAD BEATER CELL DISRUPTER, modelo 11079-00 el cual es
fabricado por Biospec Products de Bartlesville, Oklahoma,
USA. Este aparato es basicamente un molino que utiliza parti-
culas abrasivas como medio de molienda, el cual a través del

texto serd referido como "Bead Beater".

Para uso a hivel de laboratorio el Bead Beater esta diseflado
para que suspensiones de células sean agitadas y que por efecto
de esfuerzos cortantes generados por los constantes chogues
de las particulas abrasivas permitan una rdpida ruptura de
la pared celular. Consiste de una cédmara de 375 ml, de
policarbonatoc o de acero inoxidable. La Ultima es muy atil
para promover el rapido intercambio de calor desde la
suspensidén porque la accidén vigorosa provista por el motor
de la base del Bead Beater, de 0.43 hp, genera considerable
calor, durante la ruptura de células debido al rotor de Tefldn
(figura 4.1}, por lo gque estd provisto de una chagqueta de

enfriamiento (figura 4.2) (Biospec Products, 1992).
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FIGURA 4.7 CAMARA DE RUPTURA Y ROTOR DE TEFLON DEL EQUIPO DE RUPTURA
o DE PARED CELULAR "BEAD BEATER" DE BIOSPEC PRODUCTS (1992).
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FIGURA 4.2 CHAQUETA DE ENFRIAMIENTO Y CONJUNTO CAMARA-ROTOR DEL
EQUIPO DE RUPTURA DE PARED CELULAR "BEAD BEATER" DE
BIOSPEC PRODUCTS (1992).
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En general, las técnicas de ruptura mecdnica generan cantidades
significativas de calor, el cual puede causar degradacién
térmica o desnaturalizacién de proteinas. El disefio de siste-
mas basados en ruptura mecanica debe incorporar medios de

enfriamiento para evitar este problema (Bjurstrom, 1985).

En la figura 4.3 se muestra una fotografia del equipo Bead
Beater descrito, con una configuracidn comiinmente utilizada

para la ruptura de células.

FIGURA 4.3 VISTA COMPLETA DEL AGITADOR DE PARTICULAS ABRASIVAS 'BEAD
BEATER" DE BIOSPEC PRODUCTS (1992), UTILIZADO PARA LA RUP-
TURA DE CELULAS DE S. uvarum DE CERVECERIA.



La figura 4.4 muestra un esguema detallado de las partes que
conforman el rotor de tefldn y los. accesorios que permiten

énsamblarlo a la camara de ruptura. Puede observarse el diseiio

~.del rotor de tefldn el cudl permite crear gran turbulencia
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en la suspensidén de particulas y choques con las células que -

finalmente llevan a la ruptura de las mismas.

TORNILLO DE ACERO
INOXIDABLE

~ EMPAQUE CONCAVQO DE
ACERO INOXIDABLE

«“——ROTOR DE TEFLON

EMPAQUE DE ORIFICIO
RECTANGULAR :

EMPAQUE DE HULE

EMPAQUE DELGADO DE
+ACERO INOXIDARBLE

BJE

FORRO

«— EMPAQUE GRANDE
DE HULE -

FIGURA 4.4 ESQUEMA Y CONFIGURACION DEL ROTOR DE TEFLON DEL EQUTPO DE RUPTU-
RA DE PARED CELULAR "BEAD BEATER" DE BIOSPEC PRODUCTS (1992).



39

Biospec Products, 1992 recomienda gque el equipo Bead Beater

no debe usarse en encendidos de mas de 1 min, de lo contrario,
el motor puede ser dafiado y, en cualguier c¢aso,; la suspensidn

Se recomiendan ciclos de

de células puede sobrecalentarse.

1 min de mezclado y 1 min de enfriado, con un tiempo maximo

de trabajo de 5 minutos por lote. También debe tomarse en

(que tiene un volumen total

del Bead Beater con mucho mids de la mitad del

cuenta que al llenar la camara
de 375 ml)
volumen con las perlas de vidrio, se genera mayor cantidad
de calor durante el procesc de ruptura.

En el cuadro 4.1 se presentan los parametros de operacidn
recomendados por Biospec Products y adaptades a la presente
investigacién, . para la preduccidn de extracto de levadura
a nivel de laboratoric, utilizando el eguipo Bead Beater,
el cual trabaja a una velocidad de agitacién constante de
3,450 rpm, y su tiempo de agitacién, comec ya se menciond,
no debe exceder los 5 min para evitar posibles danhos en el

'equipo por sobrecalentamiento.

QUADRO 4.1 PARAMETROS DE OPERACION PARA LA PRODUCCION DEL EXTRACTO DE
LEVADURA USANDO EL AGITADOR DE PARTICULAS ABRASIVAS, ''BEAD
BEATER'", MODEIO 11079-00, PARA LA RUPTURA DE CELULAS DE S.

uvarum DE CERVECERTA.
PARAMETRO RANGO REF.
Velocidad de agitacidn 3,450 rpm +
Tiempo de agitacién 3 - 5 minutos +
Concentracidn de levadura 30 - 6O%Op/v ++
Temperatura de ruptura 0 - 4 -C +++
pH A o 4
Temperatura de secado del extracto 55 ~C +++
Concentracidn de enzima: papaina 0.04 & p/p 4+

¥¢ Dependerd de la ayuda quimica y/o enzimatica gue se use;j
por ejemplo, si es papaina, serd pH 6.2 a 25 C

+ Biospec Products, 19392,

++ Bjurstrom, 1985.

+++ Gamero, et al., 1992,
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CAPITULO V
PRUEBAS DE LABORATORIO PARA EVALUAR LOS PARAMETROS QUE

INFLUYEN EN LA RUPTURA DE PARED CELULAR DE Saccharomyces uvarim
RESIDUAL DE CERVECERIA

La ruptura de pared celular estd influenciada por varios facto-
res entre los gque se pueden mencionar el tipo de tratamiento
previo a la ruptura de pared celular (seccidén 5.2.1), el tiem-
po de aplicacidn de este tratamiento (seccidn 5.2.2), la concen

tracidén de levadura y el tiempo de agitacidn {seccidn 5.3).

El tipo de pretratamiento, que para el caso consiste en una’
combinacidén de la enzima papaina con amortiguador de fOSfatosf
es de gran importancia pues contribuird a iniciar el proceso
de ruptura de pared celular, yva que debilita los enlaces entre
las moléculas complejas de los compeonentes de dicha pared,

menciocnados en la seccidn 3.1.1.

Como consecuencia de los anterior es necesario tomar en cuenta
el tiempo durante el cual serd aplicado dicho pretratamiento,
pues un tiempo excesivamente largo podria ocasionar pérdidas
de calidad en el producto de interés, por atague enzimdtico

de la papaina a las proteinas intracelulares.

En cuanto a la concentracién de levadura y al tiempo de agita-
cidén, son los dos pardmetros que se variaran para optimizar
sus efectos, o sea, obtener la combinacidén de &éstos que permita

un mayor grado de ruptura de la pared celular.

Para medir y comparar la influencid de todos estos factores,
debe definirse primero la variable respuesta, es decir, aguélla
que se cuantificard como efecto del tipo y tiempo se pretrata-
miento, asi como también de la optimizacidn. Para esta investi-
gacidén la variable respuesta es el porcentaje (%) de ruptura

de la pared celular, definido por la ecuacidn 5.1.

+ Cuadro 5.1



Células iniciales ~ Cé&lulas finales
% de x 100 (EC. 5.1)

ruptura ~

Células iniciales

El nimero de células iniciales y finales se determina por

medio de conteos en camara Neubauer, Anexo C.

5.7 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL PROCESO DE RUPTURA

DE LA PARED CELULAR.

La materia prima para producir el extracto de levadura se
recolecta de los tangues de fermentacidén y de reposo en la
cerveceria eﬁ forma de crema de levadura sedimentada; esta
crema puede ser almacenada a temperaturas de -15 °C¢ cuando

no se utilizaraé inmediatamente.

Posteriormente esta crema es sometida a un tratamiento témico
con el propdsito de inactivar las enzimas intracelulares cau-
santes de la degradacidn y pérdida de la proteina celular.
Ademas, este tratamiento causa la muerte de las células de
levadura provocando la fragilizacién de la pared celular debido
al cambio brusco de temperatura permitiendo que la accidn
de las enzimas que puedan ser adicionadas en etapas posteriores

sea mas efectiva (Gamero et al., 1992).

Este tratamiento consiste en descongelar la crema a temperatura
ambiente; vertir la crema en un recipiente resistente al calor

o]
C. La crema

y colocar este arreglo en un bano de agua a 70
se agita continuamente para distribuir el calor uniformemente
Yy una vez gque alcanza los 60 °Cc se mantiene la agitacién por
10 minutos mids e inmediatamente se retira del bafio de agua

y almacena nuevamente a -15 °c (Gamero et al., 1992).

El proceso de concentracidén de la crema de levadura consiste
en reducir el volumen de mosto o cerveza remanente mezclado

con la levadura residual de cerveceria. Este proceso puede
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realizarse después del tratamiento térmico y consiste en des-
congelar la crema a temperatura ambiente y someterla a centri-
fugacidn a 2,000 rpm durante 10 min idealmente a temperatura
baja (4 OC); alternativamente puede realizarse por filtracidn

al vacio o por evaporacidn al vacio (Gamero et al., 1992).

Después de la concentracidon se lleva a cabo el lavado de las
células de levadura, gque tiene por objeto remover sustancias
extracelulares como cerveza residual (lo cual puede contribuir
al desamargado de la levadura), sales solubles y microorganis-
mos indeseables. El proceso consiste en mezclar un peso cono-
cido de crema descongelada y concentrada con 5 volﬁmenes de
agua destilada fria, homogenizar esta suspensidén en agitador
magnético durante 5 min a aproximadamente 690 rpm y separar
nuevamente las células centrifugando a 2,000 rpm por 5 a 10
minutos. El proceso de lavado puede repetirse las veces due
se considere necesario segun las condiciones iniciales de
la crema de levadura como materia prima para la produccién
de extracto de levadura, por lo gque es aconsejable hacer
observaciones microscdpicas del agua de lavado antes y después

del proceso de lavado (Gamero et al., 1992).

La ruptura mecénica se realiza utilizando el equipo Bead Beater
y perlas de vidrio de 0.5 mm de didmetro, con una velocidad

de agitacién de 3,450 rpm durante 5 minutos.

Mediante pruebas se determind que un volumen de 335 ml de
suspensién de crema de levadura mads 190 ml de perlas de vidrio,
llenan completamente la cdmara de modo que al ensamblarla

se desplaza totalmente el aire en su interior.

Las pruebas iniciales se realizaron con suspensién de crema
de levadura a una concentracidén de 32.84 % p/v (peso de crema
de levadura por volumen de solucidén final), mezclando 100
gramos de pasta tratada y lavada, con 200 ml de medio de

suspension.
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Antes de introducir la suspensidon de levadura a la cémara
se toma una muestra de 1 ml a la que denomina M1 y se determi-

na el nimerc de cé&lulas iniciales, es decir, antes del proceso
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de ruptura, luego se procede a llenar la camara, y ensamblarla

a la chagueta refrigerante; se 1llena la chagueta con agua
y hielo, se ajusta al motor del equipo vy se procede a la ruptu-
ra. Finalizada la ruptura, se toma otra muestra de 1 ml denomi-
nada M2 y se -procede a determinar el nlUmeroc de células sin
dafo en la pared celular. Los numeros de células en las mues-
tras M1 y M2 se determinan mediante conteo en Camara ‘Neubauer

(ANEXO C)}, para calcular el % de ruptura por la ecuacidn 5.1.

En la figura 5.1 se muestra una vista al microscopio de 1la
crema de levadura lavada antes del proceso de ruptura de pared
celular y en la figura 5.2 se observan los restos de pared

celular y algunas levaduras enteras después de dicho proceso.

5.2 DETERMINACION DEL TIPO ¥ TIEMPO DE TRATAMIENTO PREVIO
A LA RUPTURA MECANTCA.

Como tratamiento preliminar al método mecdnico, Gamero et
al. (1992), recomiendan la aplicacidén de un método de ruptura

de pared celular de Saccharomyces cerevisiae residual de desti-

leria que combina la accidn enzimdtica de la papaina durante
24 horas a una concentracién de 0.04% p/p de crema de levadura
en amortiguador- de fosfatos, con la agitacidén mecé&nica en
un molino de arenas. Por otro lado, Deutscher (1986), recomien-
da la utilizacidén de un agitador de perlas de vidrio sdlo
con amortiguador de fosfatos. Una tercera alternativa surge
al considerar el factor econdémico, por lo que se propone la

realizacidén del proceso de ruptura mecdnica utilizando agua

como medio para la suspensidén de células.



FIGURA 5.1

VISTA AL MICROSCOPIO DE LA CREMA DE LEVADURA S. uvarum LA-—

—_— i

VADA, ANTES DEIL PROCESO DE RUPTURA EN UN CAMPO DE CAMARA
DE CONTEO NEUBAUER. LENTE UTILIZADO 100x, COLORACION AZUL
DE METILENO.
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FIGURA 5.2

VISTA AL MICROSCOPIC DE FRAGMENT(OS DE PARED CELULAR DE
LEVADURA S. uvarum DESPUES DE LA RUPTURA CON EQUIPO "BEAD

BEATER" EN UN CAMPO DE CAMARA NEUBAUER. LENTE UTILIZADO
100x, COLORACION AZUL DE METILENO.

St



Con las tres obciones se procedid® a determinar cudl de estas
"resulta en la obtencidn de mayores grados de ruptura, por
lo gue antes de optimizar las variables tiempo de agitacidn
y concentracidén de levadura se realizaron pruebas de ruptura
con los tres tipos de suspensiones mencionados usando el equipo
Bead Beater, aplicando un tiempo de agitacidn de ‘5 minutos
y una concentracidén de células de 32.84 % p/v; los resultados
obtenidos se sometieron a andlisis estadistico por el método
de comparacién de medias (Método de Tukey), resultados que

se muestran en la seccidén 5.2.1.

Se sabe gque al aplicar ayudas enzimidticas, un tiempo de accidn
de la enzima demasiado grande (24 horas), puede provocar la
ruptura total de las paredes celulares y actuar sobre las
proteinas internas de la levadura afectando la calidad del
producto. En el proceso se observé que para algunas muestras,
después de 24 horas de accidn enzimidtica, a temperatura ambien-
te las muestras de levadura presentaban el olor caracteristico
de materia orgédnica en descomposicidn, por lo que se realizaron
pruebas para determinar el tiempo de accidén enzimatica gque
facilitara la obtepncidn de altos grados de ruptura sin riesgo

de descomposicidén ni de dafio en las proteinas intracelulares.

Se trabajd aplicando tratamientos enzimidticos de 2, 4, 8,
12, 16 y 24 horas; los datos obtenidos se analizaron también
estadisticamente y los resultados se muestran en la seccidn
5.2.2

Una vez determinados el tipo y tiempo de tratamiento gue se
daria a las muestras antes de someterlas a la ruptura mecanica,
se procedié a la elaboracidn del diseflo experimental para
la optimizacién de las variables tiempo de agitacidn y concen-

tracién de levadura, lo cual se presenta en la seccidn 5.3.
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5.2.1 DETERMINACION DEL TIPO DE TRATAMIENTO PREVIO A LA RUPTURA
MECANICA. '

Los tipos de pretratamiento que se estudiaron fueron (1) crema
de levadura en agua, {(2) crema de levadura en amortiguador
de fosfatos a pH 8.0 (Deutscher, 1986) y (3) crema de levadura
en amortiguador de fosfatos a pH 6.2 con papaina al 0.04
% peso de papaina por peso de crema de levadura, 3.5 g NacCl
por litro de solucidén y 0.05 % volumen de isopropanol por
volumen de solucidn dejando actuar por 24 horas a 25 OC'(Gamero
et al., 1992). Se hicieron tres repeticiones (A, B y C) de
32.84 % p/v (peso de crema de levadura por volumen de solucidn
final) por cada tipo de tratamiento preparando las muestras
de la misma forma descrita en la seccidn 5.1. En el cuadro

5.1, se presenta un resumen de los tratamientos aplicados.

Los resultados de aplicar estos tratamientos se muestran en
el cuadro 5.2; los mayores porcentajes de ruptura se obtienen
con el tratamiento de cardcter enzimidtico. Para verificarlo,
los resultados de los tres tipos de tratamiento se analizaron
estadisticamente mediante un andlisis de varianza (ANOVA)
ejecutado con el programa de computador "STATGRAPHICS'", Versién
2.1, BStatistical Graphics System, de Statistical Graphics
Corporation (1987), el cual se presenta en el ANEXO D, cuadro
D.1, donde se observa que para los datos del Cuadro 5.1 a
un 95% de significancia, Pc (6.287) es menor que Ft (6.94)
{tomado del ANEXO D, cuadro D.5); indicando gque no existe
diferencia estadistica significativa en el grado de ruptura

de la pared celular para los tres tratamientos aplicados.

Al aplicar el método de comparacién de medias (Mé&todo de Tukey)
para un 95 % de significancia resultando gque las medias
aritméticas de los % de ruptura de pared celular con los tres
tratamientos aplicados son estadisticamente iguales, indicando
también gque el mayor promedio aritmético corresponde al

tratamiento enzimdtico (ANEXO D, cuadro D.1); por lo que se
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decididé aplicar este tratamiento preliminar para el proceso

de produccidén del extracto de levadura en estudio.

CUADRO 5.1 TIPOS DE TRATAMIENTO APLICADOS A LA CREMA DE LEVADURA
RESIDUAL DE CERVECERIA PREVIO A LA RUPTURA CON PARTI-
CULAS ABRASIVAS. '

TRATAMIENTOS
PARAMETRO 1 2 3
Concentracidn :
de levadura (% p/v) 32.84 32.84 32.84
pH 7.5 8.0 6.2
Concentracidn .
papaina (%p/p) - - 0.047
Concentracidn <
isopropanol (%v/v) - . - 0.5
Concentracidn *
NaCl {(g/L) - - 3.5
Tiempo de in- *
cubacidén (h) - - 24
Vol. suspension
(ml) 335 335 335
Vol. perlas de
vidrio (ml) 190 190 190
- Velocidad de
agitacidn (rpm) 3,450 3,450 3,450
Tiempo de
ruptura (min) 5 5 5

* Gamero et al., 1992.



CUADRO 5.2 PORCENTAJE DE RUPTURA DE PARED CELULAR DE LEVADU-
RA DE CERVECERIA S, uvarum APLICANDO TRES TIPOS
DE PRETRATAMIENTO A UNA CONCENTRACION DE LEVADURA
DE 32.84 % p/v ¥ 5 min DE AGITACION.

Tipo de tratamiento
Repeticidn 1 2 3 Promedio
80.48 80.30 85.85 82.21
B 79.57 76.67 84.38 80.21
C 85.83 75.73 85.14 82.23
Promedio 81.96 77.57 85.12 81.55

5.2.2 DETERMINACION DEL TIEMPO DE TRATAMIENTO ENZIMATICO PREVIO

A LA RUPTURA MECANTCA.

Como se menciond en la seccidén 5.2, Gamero et al., 1992, utili-
zaron tiempo de tratamiento enzimdtico de 24 horas para levadu-
ra residual de destileria; sin embargo, al utilizar levadura
de otra naturaleza y crecida en distinto sustrato, como es
el caso de la levadura de cerveceria, la cual se descompone
con mayor facilidad, se hace necesario determinar un tiempo
gue permita un alto grado de ruptura, sin riesgo de descomposi-
cién de la materia prima pues, este tratamiento se realizé
a temperatura ambiente (aproximadamente 25 OC), lo gque puede
acelerar su descomposicién. Esta evaluacidén es importante
también porque al reducir el tiempo dé tratamiento enzimitico
se disminuye el costo de operacidn ya que el proceso necesita
agitacién para homogenizar el efecto de la enzima, y dicha

agitacién necesita del uso de un sistema accionado eléctrica-
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mente; también se reduce la posibilidad gue la papafna ataque

proteinas intracelulares de interés por ser una proteasa.

Se prepararon 3 muestras con una concentracién de levadura
de 32.84 % p/v (seccién 5.1). Se sometieron a tratamiento
enzimatico a temperatura ambiente y agitacién constante. Se
- . i . -
observo que el tiempo aproximado en gue la suspensidn de leva-
dura comienza a presentar cambios en su olor es de 16 horas:;
éste se tomd como 1imite superior del intervalo de tiempo
de tratamiento enzimdtico en que se harian las pruebas para

determinar el tiempo mds conveniente.

En el cuadro 5.3 vy en la figura 5.3 se muestran los resultados
por triplicado del grado de ruptura de pared celular aplicando
el pretratamiento enzimidtico a tiempos de 2, 4, 8, 12, 16

y 24 horas.

CUADRO 5.3  PORCENTAJE DE RUPTURA DE PARED CELULAR DE LEVADU-
RA DE CERVECERIA S. uvarum A DIFERENTES TIEMPOS
DE PRETRATAMIENTO ENZIMATICO, A UNA CONCENTRACION
DE LEVADURA DE 32.84% p/v Y 5 min DE AGITACION,
CON 0.04 % PAPAINA.

Tiempo de tratamiento enzimidtico (h)

Repeticién 2 4 8 12 | 16 24 | promedio

77.41 | 80.53 | 79.24 178.99 | 81.89 | 85.85 80.67
76.93 | 81.04 | 80.78 [82.08 | 80.18 [ 84.38 80.90
78.02 | 81.08 | 80.58 [83.03 | 79.64 | 85.14 81.25

Promedio 77.45} 80.88 | 80.23 [81.37 | 80.57 | 85.12 80.94

50



DE RUPTURA DE PARED CELULAR
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FIGURA 5.3 PORCENTAJE DE RUPTURA DE PARED CELULAR DE LEVA-
DURA DE CERVECERIA S. uvarum A DIFERENTES TIEM-
POS DE PRETRATAMIENTO ENZIMATICO A UNA CONCEN-
TRACION DE LEVADURA DE 32.84% p/v Y 5 min DE
AGITACION, A 3,450 rpm, CON 0.04% DE PAPAINA.



Al analizar estadisticamente los resultados del cuadro 5.3
mediante el andlisis de varianza ejecutado con el programa
de computador gque se presenta en el ANEXO D, cuadro D.2, se
tiene con un 95% de significancia para la variable tiempo,
Fc (13.307) es méyqr que Ft (3.33), por 1lo que existe
diferencia estadistica en el porcentaje de ruptura de pared

celular para los diferentes tiempos ensayados.

El andlisis estadistico por el método de comparacidén de medias,
método de Tukey, para un nivel de significancia del 95% (ANEXO
D.2) indica que existe diferencia estadistica entre los
porcentajes de ruptura a los diferentes tiempos de
pretratamiento ensayados, obteniéndose el mis alto para un
tiempo de 24 horas; sin embargo, tomando en cuenta las
consideraciones mencionadas ,al inicio de esta seccidén, este

tiempo de pretratamiento debe descartarse.

El anilisis indica ademas gue los porcentajes de ruptura de
la pared celular para los tiempos de pretratamiento de 4,
8, 12 vy 16 horas son estadisticamente iguales,
encontrandose que entre estos el mayor corresponde a 12 horas,
seguido por el de 4 horas como se observa en la figura 5.3.
Por tanto, considerando los factores ya mencionados, se decidid

gue el tiempo de pretratamiento a utilizar seria de 4 horas.

5.3 OPTIMIZACION DEL TIEMPO DE AGITACION Y CONCENTRACION

DE LEVADURA.

Conociendo el tipo y tiempo de pretratamiento para las muestras
que serian sometidas a la ruptura de pared celular se procedid
a desarrollar la etapa de optimizacidén de la concentracién
de levadura y el tiempo de agitacidén aplicando un disefio
estadistico experimental para llegar a determinar si existe
interdependencia entre las variables concentracién de levadura
y tiempo de agitacidén para la ruptura de la pared celular

con el método a utilizar, se plantearon las siguientes
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hipdtesis:

(a) Existe interdependencia entre la concentracidn de levadura

y el tiempo de agitacidn.

(b) No existe interdependencia entre la concentracidn de leva-

dura y el tiempo de agitacidn.

En este diseno, la concentracidén de levadura variard de 30
a 70% p/v (Bjurstrom), y el tiempo de agitacidén variarda de
3 a 5 min por las especificaciones del equipc Bead Beater
(seccidén 4.3.1). ILa unidad experimental, es decir, el objeto
sobre el gue se evaluard el efecto de las variables, es un
volumen de 330 ml de suspensién de levadura, gque es
aproximadamente lo gque se necesita para llenar por completo

la camara del equipo utilizado.

En este experimento se utilizard el disefio de blogques completa-
mente al azar, gue permite incluir cualguier nimero de trata-
mientos y repeticiones. Este tipo de disefio permite que el
material en estudio se divida en grupos con la finalidad de
mantener el error experimental tan pequefioc come sea posible

en cada grupo.

La crema de levadura fue preparada para el tratamiento enzimi-
tico de la misma forma que para las pruebas anteriores (0.04
% peso de papaina por peso de crema de levadura), tomando
en cuenta que la cantidad de enzima variaria con la concentra-
cidén de crema de levadura y que el volumen final de la muestra
seria de 330 ml con las proporciones descritas en la seccidn
5.2.17; se evaluaron muestras por triplicado. En el ANEXO D,
cuadro D.6, se presenta un resumen de las cantidades de reacti-

vos utilizados para preparar las muestras para el tratamiento.
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5.3.1 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE OPTIMIZACION.

Los resultados obtenidos en el proceso de optimizacién de
las variables concentracién y tiempo de agitacidén se muestran

en el cuadro 5.4 y en las figuras 5.4 y 5.5.

Como puede observarse, para todas las concentraciones de
levadura el porcentaje de ruptura de la pared celular aumenta
al aumentar el tiempo de agitacidén, obteniéndose los mayores
valores a un tiempo de 5 min (maximo tiempo evaluado en este

estudio).

Por otro 1lado, al aumentar la concentracién de levadura de
30 a 40 %, también aumenta el porcentaje de ruptura de la
pared celular, y a tiempos de 4 y 5 min el méximo se da a
una concentracién del 40% p/v; luego,a medida que aumenta
la concentracidn, el porcentaje de ruptura de la pared celular

disminuye hasta valores minimos para un 70 % p/v.

Para un tiempo de agitacifén de 3 min, el mayor grado de ruptura
se observa con 50 % de concentracién, disminuyende a

concentraciones mayores y menores del 50 %.

El an&lisis de varianza de doble entrada con interaccidn
aplicado a los datos del cuadro 5.4 considera efectos de las
variables concentracién de levadura y tiempo de agitacidn,
Yy su interaccién para un 95% de significancia (Anexo D, cuadro
D.3).

Para la variable concentracién de levadura se tiene que Fc
(296.561) es mucho mayor que Ft (2.69); en el caso de la varia-
ble tiempo de agitacidén Fc (745.917) también es mucho mayor
gue Ft (3.32) al igual qgue para la interaccién de ambas varia-
bles donde Fc (13.876) es mayor que Ft (2.27), por lo gque
se concluye que el efecto de las variables y su interaccidn

generan una diferencia estadistica significativa sobre los
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distintos porcentajes de ruptura de pared celular; de aqui
gue resulta verdadera la hipdtesis (a) planteada en la seccidén
5.3.

CUADRO 5.4 RESULTADOS EXPERIMENTALES DE PORCENTAJES DE RUPTURA
DE PARED CELULAR DE LEVADURA DE CERVECERIA S. uvarum
EN LA OPTIMIZACION DE LA CONCENTRACION DE LEVADURA
Y EL TIEMPO DE AGITACION, POR RUPTURA MECANICA
CON AGITACION DE PARTICULAS ABRASIVAS.

Tiempo de Concentracién de levadura (% p/v)
agitacidn
(min) 30 40 50 60 70 | X total

65.77 66.61 69.11 65.40 49,32
3 66.67 68.08 69.58 62.61 571.22
65.83 68.00 69.73 62.85 50.21

Promedio 66.09 67.56 69.47 63.62 50.25 63.40

75.38 80.73 73.37 67.21 59.98
4 75.62 80.78 69.38 66.10 61.27
76.34 82.37 70.33 66.04 61.40

Promedio 75.78 81.29 71.03 66.45 60.88 71.09

85.08 91.50 84.59 79.32 70.60
5 83.65 92.55 84.52 73.67 70.93
87.46 93.15 85.84 79.24 69.71

Promedio 85.40 92.40 84.98 77.41 70.41 82.12

X total 75.76 80.42 75.16 68.16 60.51 72.20
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FIGURA 5.4 REPRESENTACION ESPACTAL DE LA RELACION DEL PORCENF/AJE DE RUPTURA DE PARED CE~
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% p/v Y TIEMPO DE AGITACION DE 3 A 5 min, EVALUADO PARA S. uvarum RESIDUAL
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RUPTURA MECANICA CON AGITACION DE PARTICULAS
ABRASIVAS (DATOS DE CUADRO 5.4).
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Analizando por el método de Tukey (Anexo D, cuadro D.3) se
tiene que las medias aritméticas del porcentaje de ruptura
de la pared celular son estadisticamente diferentes para
los tres tiempos de agitacidén ensayados y el porcentaje de
ruptura promedio mas alto (82.12%) se obtiene con 5 minutos

de agitaciédn.

En lo que respecta a la aplicacidén del método de Tukey para
la concentracidén de levadura se tiene gue el mayor promedio
de ruptura de pared celular (92.11%) se obtiene a un 40 %
p/v de crema de levadura; mientras gue las medias aritméticas
para concentraciones de levadura de 30 y 50 % p/v son
estadisticamente similares, pero con un porcentaje de ruptura
inferior a 92.11 %, por lo que se realizaron nuevas pruebas
con concentraciones entre 30 y 50 % p/v; para el caso, se
seleccionaron 35 y 45 % p/v con 5 min de agitacidn definido

en entrevista personal con Segura Lemus (1994).

El cuadro 5.5 muestra los resultados de estas nuevas pruebas,
donde se observa gque el maximo grado de ruptura de pared
celular sigue obteniéndose a la concentracidén de 40 % p/v
(92.11%), conservidndose el comportamiento de 1la grafica
presentada en la figura 5.5 a las demds concentraciones

evaluadas (figura 5.6).

El andlisis de varianza para los datos del cuadro 5.5 a un
95% de significancia refleja gque existe diferencia estadis-
tica significativa entre los porcentajes de ruptura obtenidos
para todas las concentraciones ensayadas, pues Fc (53.778)

es mayor gque Ft (2.85), (Anexo D, cuadro D.4).

Por otro lado al aplicar el método de Tukey a estos datos
se obtiene que, para una concentracién de levadura de 40%
p/v, la media aritmética de los porcentajes de ruptura de
pared celular logrados con 5 minutos de agitacidn no es igual

estadisticamente a ninguno de los promedios obtenidos con



otras concentraciones, siendo la que presenta el mayor promedio
de porcentaje de ruptura de pared celular (92.711%). Por lo
que los resultados experimentales indican que la concentracidn
de levadura que rinde el mayor porcentaje de ruptura de pared
celular es 40% p/v, combinada con un tiempo .de agitacidn de

5 minutos.

CUADRO 5.5 PORCENTAJES DE RUPTURA DE PARED CELULAR DE LEVADURA DE CER-
VECERIA S. uvarum PARA LA OPTIMIZACION DE LA COONCENTRACION
DE LEVADURA, CON 5 min DE AGITACION.

Concentracién de levadura (% p/v)

Repeticidn 30 35 40 45 50 60 70 Promedio

85.08| 85.14| 91.50 | 83,63 '84.59 | 79.32 { 70.60 | 82.84
83.65| 87.37| 92.55| 86.95| 84.52 | 73.67 | 70.93 | 82.81
87.47| 87.34] 93.15 { 85.45 | 85.84 | 79.24 | 62.71 | 84.03

- 89.20| 91.22 | 84.24 - - 88.22

s WD =

Promedio 85.40 | 87.26{ 92.11 | 85.07 | 84.98 | 77.41 [ 70.41 | 83.84
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5.3.2 DETERMINACION DE LAS ECUACIONES DE REGRESICN PARA
LA PREDICCION DEL PORCENTAJE DE RUPTURA DE PARED
CELULAR DE Saccharomyces uvarum EN FUNCION DE LA
CONCENTRACION DE LEVADURA Y EL TIEMPO DE AGITACION.

Experimentalmente se ha comprobadco que la concentracidédn de
levadura vy el tiempo de agitacién gque permiten obtener un
mayor grado de ruptura de pared celular son 40% p/v y 5 min,

respectivamente, (Seccibén 5.3.1).

Para predecir los porcentajes de ruptura de pared celular
analiticamente en funcién de las variables concentracién de
levadura y tiempo de agitacidén, se determindé una expresidn
matematica ique correlacione satisfactoriamente los datos

experimentales mediante un andlisis de regresidn.

Utilizando el programa de computador "STATGRAPHICS", Versidn
2.1, se ensayaron diferentes modelos matemdticos, tomando
los datos presentados en el cuadro 5.5; los criterios utiliza-
dos para elegir el mejor de estos fueron el cuadrado del factor
de correlacidn (r2), la confiabilidad de los ceoeficientes,
la grafica de residuos, asi como el porcentaje de desviacidn
entre los valores predichos y los valores experimentales,
estableciendo para este caso un porcentaje madximo de desviacidn

del 5% (Bermudez, 1994; Schafer, 1989 y Segura, 1994).

En el ANEXO E (cuadros E.1 al E.6) se presentan alternadamente
los modelos de ajuste y los andlisis de regresidén para los
tres mejores de los modelos ensayvados, y en las figuras- E.1
a E.3, las correspondientes graficas de residuos; segin los

criterios mencionados, se establecid que el mejor modelo es:

S R=AC 4+BC+DT (EC. 5.2)
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Donde:

P

R porcentaje de ruptura de pared celular.
concentracién de levadura (% p/v).
tiempo de agitacidén (min).

constantes de la ecuacidén de regresidn

nonon

C

T
A, B, D
En el cuadro E.5 (ANEXO E) se observa que para este modelo
el r2 tiene un valor de 0.9985, y los valores de significancia
de los coeficientes son todos iguales a cero, lo gue correspon-
de a un 100% de confiabilidad. La correspondiente grifica
de residuos (Figura E.3 del ANEXO E) indica que las diferencias

entre los valores predecidos y los experimentales no exceden
de |-5.80755].

El cuadro E.6 (ANEXO E) presenta los porcentajes de desviacidn
entre los valores experimentales y los predecidos, donde las
muestras correspondientes a 8'y 9 sobrepasan al 5%, por lo
gue se proceaié a rechazarlos y realizar nuevamente el andlisis
de regresidén para este modelo. Los nuevos resultados se
presentan en los cuadros E.7 y E.8, y en la figura E.4 del

ANEXO E, en donde se observa que todos los criterios mejoraron.

De esto se concluye que entre los modelos ensayados el gue
mejor correlaciona los datos experimentalmente obtenidos es

el siguiente (ecuacidn 5.3):

% R=A" c2 + B'CcC+D"T (EC. 5.3)
Donde:
A' = - 0.024131
B' = 2.012696
D' = 9,374708

En la figura 5.7 se presentan gridficamente los datos generados
por esta ecuacidn, gue comparada con la figura 5.4 de la
seccibén 5.3.1 se tiene que estos datos se ajustan de manera
aceptable a los datos obtenidos experimentalmente en los rangos

de tiempo de agitacidn y concentracidén de levadura estudiados.
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Analiticamente se encontrd gque para un porcentaje de ruptura
ideal del 100% el valor de la concentracidén de levadura debe
ser 43.526724 % p/v combinada con un tiempo de agitacidn de
6.2311707 minutos; sin embargo, por las limitantes de disefio
del eguipo Bead Beater (seccidén 4.3.1), no es posible

experimentar con un tiempo mayor de 5 minutos.

Por la misma razdn resulta conveniente realizar un andlisis
de regresién para encontrar la expresidén matemidtica gue mejor
correlacione el porcentaje de ruptura con 1la variable con-

centracidén de levadura con un tiempo de agitacién de 5 min.

Lo anterior se realizd utilizande el programa "TBLCURVE",
de Jandel Scientific (1992), el cual basdndose en los datos
obtenidos experimentalmente para 5 min de agitacidn, cuadro
5.5, genera expresiones matemdticas del porcentaje de ruptura
en funcidén de la concentracidén de levadura; al finalizar la
rutina el programa proporciona una serie de ecuaciones que
se ajustan a los puntos mencionados anteriormente con sus
respectivos andlisis estadisticos; en este caso se selecciond
la ecuacidén que presenta un mayor coeficiente de correlacidn

(r = 0.9925), siendo la siguiente (ecuacién 5.4):

R =A" + B" C c + D" C2 + E C2 \JC . (EC. 5.4)
Donde:
% R = Porcentaje de ruptura de pared celular

C = Concentracidn de levadura (% p/v)

A" = - 0.000112710

B" = 2.6013929024

D" = - 0.538824870

E = 0.028960777

La figura 5.8 muestra los puntos obtenidos experimentalmente
y los puntos generados por la regresidén matemdtica obtenida

ror el programa de computadora.
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El detalle de cdmo calcular el coeficiente de correlacidn

para esta ecuacidn se presenta en el cuadro F.1, ANEXO F.

Los resultados del andlisis estadistico para la regresidn
matemdtica se presentan en el cuadro F.2 del anexo F, siendo
el valor maximo de ruptura predicho por esta regresidn, 89.12%

a una concentracidn de levadura de 38.70% p/v, desviidndose

del valor real obtenido (92.71%) en un 3.25%.

En los cuadros F.3 al F.5 se presentan los datos predichos
con esta regresidén; como puede observarse, ninguno de los

porcentajes de desviacidn excede del 5%.

Con el fin de verificar si el modelo matemdtico se ajusta

a los porcentajes de ruptura .obtenidos experimenalmente ,

se realizaron pruebas a 37.5% y 42.5% p/v, cuyos resultados

se. presentan en el cuadro 5.6, donde los porcentajes de
desviacién también resultan abajo del 5%, por lo gque se

demuestra que la expresidén matemdtica se ajusta a los datos
obtenidos sxperimentalmente, en el intervalo de concentracidn

de levadura trabajado (30 a 70% p/v).

CUADRO 5.6 COMPARACION DE PORCENTAJES DE RUPTURA DE LA
PARED CELULAR EXPERIMENTALES VRS. CALCULADOS

POR LA REGRESION.

g p/v % ruptura % ruptura g de
experimental predicho desviacidn

37.5 90.35 89.05 1.43

42.5 89.13 88.53 0.67
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CAPITULO VI

PRODUCCION DE EXTRACTO DE LEVADURA CON LAS MEJORES
CONDICIONES DE RUPTURA

Se procedid a la produccidén de extracto de levadura basdndose
en las condiciones experimentales gue produjeron un mayor
grado de ruptura de la pared celular en la levadura (concentra-

cidén de levadura de 40% p/v vy 5 min de tiempo de agitacion).

"Para asegurar una mejor calidad del producto final se procedid
a trabajar bajo condiciones asépticas, esterilizando todo
el material de vidrio y metdlico, el agua destilada y el
amortiguador de fosfatos. El1 material y equipo dgue no era
posible esterilizar en el autoclave, fue desinfectado utilizan-
do una solucidén al 10% de lugol en alcohol etilico de 70%
(como diluyente). El proceso de preparacién de la muestra
fue realizado en Area de mechero para minimizar la contamina-
cidén microbioldégica. El1 proceso utilizado para la obtencidi

de extracto de levadura se detalla a continuacion.

a) Recoleccidn de materia prima. La Jlevadura residual fue
recolectada directamente de los tanques de fermentacidn
en la Cerveceria La Constancia S.A. de C.V., en recipientes

plésticos desinfectados,

b) Tratamientoc térmico. ILa levadura recolectada fue sometida
©c
C

a tratamiento té&rmico utilizando un bafio maria a 70
. . - : o

y agitacidn constante; cuande la levadura alcanzd 60

se dejd en el bafio maria por 10 minutos mds, siempre con

. . . - QO
agitacion, luego se almacend a - 15 "C.

c) Concentracidn de la materia prima. Con el fin de eliminar
cerveza residual y obtener una pasta de levadura més
homogénea, se concentrd utilizando una centrifuga. Para

lo anterior se colocd levadura en botes de vidrio roscados,
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previamente esterilizados con su respectiva tapadera;
se homogenizd con agitacidén magnética durante 5 minutos
y se colocd esta suspensidn en los vasos de la centrifuga,
los cuales fueron previamente desinfectados, se taparon
con papel de aluminio y se centrifugaron a 2,000 rpm por
10 minutos; la levadura fue recuperada utilizando una
espatula esterilizada y depositada en recipientes pldsticos
desinfectados; luego se almacend a una temperatura de
10 Cc. Tanto el proceso de llenado de los vasos como

el de recuperacidén de levadura se realizd en &rea de

mechero.

d) Lavado de levadura. La levadura debe lavarse con el fin

e)

de eliminar s6lidos en suspensidén. El proceso de lavado
se realizd esencialmente bajo las mismas condiciones gque
para la concentracidn de levadura, excepto que para este
caso se agregaron 5 pesos de agua destilada estéril por
cada peso de crema de levadura concentrada, se homogenizd

. ' -, - - . -
por 5 minutos con agitacidn magnética y luego se procedid
a Centrifugarla y recuperar el sedimento bajo las mismas

condiciones que en el proceso de concentracidn.

Tratamiento enzimatico. Conociendo que la concentracidn
de levadura a wutilizar para la producci®n de extracto
de levadura seria de 40 % p/v y que la cdmara de ruptura
del equipo Bead Beater se 1llena con 190 ml de perlas de
vidrio de 0.5 mm de didmetro y un poco .menos de 330 ml
de suspensidn de crema de levadura, se determindé el volumen
necesario de amortiguador para aforar 132 g de crema de
levadura corcentrada y lavada hasta 330 ml (132 g x 100/

330 ml = 40 % p/v), el cual resultd ser de 215 ml.Se

esterilizaron frascos de vidrio con sus tapaderas y conte-
niendo 215 ml de amortiguador mds 1.155 g de NaCl; uno
de los frascos se esterilizdé vacio para pesar en &l los
primeros 132 g de crema de levadura, agregar los 215 ml

de amortiguador y sal estéril, y asi sucesivamente utili-



zando el frasco que quedaba vacio. Aparte se esterilizaron
beakers de 50 ml para en ellos pesar con cuchillo o espdtu-
la estéril, 0.0528 g de papaina en balanza analitica
adecuadamente limpia en el momento de preparar la muestraj;
en este momento también se agregd 1.65 ml de isopropanol
(en &rea de mechero), se colocd el magneto previamente
desinfectado, se tapd el frasco con su respectiva tapadera
estéril y se inicid el tratamiento enzimdtico por 4 horas

con agitacidén constante a temperatura ambiente.

Ruptura de la pared celular. La suspensidén de levadura
gque resultd del tratamiento enzimdtico fue sometida a
un proceso de ruptura de la pared celular, con el fin

de poder extraer los componentes intracelulares solubles

de la levadura.

Tnicialmente se desinfectd la cémara de ruptura y todos
los utensilios gue entrarfian en contacto con la suspensidn
de levadura, luego se colocaron en la cdmara 190 ml de
perlas de vidrio y se aford con suspensidn de levadura,
de forma que al colocar el rotor de tefldn la cidmara queda-
ra completamente 1libre de aire; se colocé 1la chagueta
refrigerante y se afiadid hielo el cual enfria la cémara
durante el proceso de ruptura. El tiempo efectivo de ruptu-
ra fue de 5 minutos, pero por motivos de seguridad del
equipo Bead Beater debe operarse en intervalos de tiempo
de 1 minuto de encendido, alternado con uno o dos minutos
de apagado, hasta que el tiempo efectivo de ruptura sea

" completado.

Posterior a la ruptura, la separacidén de las perlas se
realizéd mediante un cedazo el cual permite el paso de
la suspensién y retiene las perlas; para evitar que estas
retengan suspensidén de levadura rota es necesario realizar

un enjuague con poca agua.
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Recuperacidén del extracto de levadura. La suspensién de
levadura obtenida mediante el proceso de ruptura se sometid
a centrifugacién con la finalidad de separar el contenido
intracelular soluble, de los restos de pared celular,
levadura sin romper y otros sdlidos; se centrifugé a 2,000
rpm por 30 minutos, después se separd la fraccidn soluble
por decantacidn y se almacend en un recipiente pléastico.
No se realizd lavado de la fraccidén sdlida por lo que

no se recuperd la médxima cantidad de proteina.

Secado del extracto. La fraccién soluble se sometid a
un proceso de secado a temperaturas que no excedieran
los 55 Cc. Para ello se colocd la solucidn de extracto
de levadura en recipientes de vidrio & metdlicos revestidos
con tefldn previamente desinfectados y se colocd en una
estufa a 55 °

secado fue de aproximadamente 18 horas.

C previamente desinfectada, el tiempo de.

Recuperacidn del extracto de levadura y pulverizacidn.
El extracto fue separado de los recipientes de vidrio
y/o de los recipientes ‘metdlicos utilizando espatulas
metdlicas. Las hojuelas recuperadas fueron pulverizadas
utilizando un mortero y pistilo desinfectados, todo este
proceso se realizd en &rea de mechero; el extracto de
levadura seco y pulverizado se almacend® en un recipiente
plédstico desinfectado y este a su vez fue almacenado en

un desecador.

Determinacidn del rendimiento. En la seccidén 6.1 se explica
la forma en gque se obtuvieron los rendimientos por cada
lote de produccién de extracto de levadura, siendo el
rendimiento promedio 8.64% de extracto seco por crema de

levadura sin amortiguador.
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6.1 RENDIMIENTC DE PRODUCCION CON LAS MEJORES CONDICIONES
DE RUPTURA. '

El rendimiento de produccidén de extracto de levadura se basé
en la cantidad de crema de levadura presente en la suspensién
gue se introducia en la cédmara de ruptura del equipo Bead
Beater. Para hacer este cidlculo se tomé en cuenta que la sus-
pensidn de 40 $p/v se prepard pesando 132 g de crema de levadu-
ra lavada afordndola hasta un volumen final de 330 ml, y gque
tenia una densidad promedioc de 1.02 g/ml. Cabe mencionar que

la crema de levadura lavada tiene una densidad de 1.2 g/ml.

En el cuadro 6.1 se presentan los datos del rendimiento de
produccidén obtenido para diez lotes de crema de levadura.
A partir de estos datos se calcula un rendimiento de produccidn
promedio de 8.64 g de extracto seco por cada 100 g de crema
de levadura sin amortiguador de fosfatos. En el ANEXO G se
presenta un ejemplo de cadlculo de rendimiento de uno de los

lotes de crema de levadura procesados.

Para calcular la cantidad de extracto de levadura seco que
puede producirse a partir de la levadura residual de la etapa
de fermentacidén en la cerveceria La Constancia S.A., se toman
como base los 4,110 L/dia de crema de levadura residual
producida por esta empresa (Cuadro 2.1, seccidén 2.1), tomando
en cuenta ademds que segliin la metodologia propuesta en esta
investigacidn, durante la etapa de concentracidn se recupera
aproximadamente un 35 % del volumen inicial de la levadura
residual, se tendrian 1,438.5 L/dia de crema de levadura
residual disponibles para la produccidédn de extracto, gue
con una densidad de 1.2 Kg/L, equivalen a 1,726.2 Kg, los
cuales con el rendimiento promedio de 8.64 % de extracto seco
por crema de levadura sin amortiguador, presentado en el cuadro
6.1, producirian 149.1'Kg de extracto seco al dia, es decir,

54,437.4 Kg al afioc. En el ANEXO G se presentan estos calculos

en detalle.
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CUADRO 6.1 DETERMINACION DEL RENDIMIEN1TO DE PRODUCCICN DE EXTRACTO DE LEVADURA A PARTIR
DE S. uvarum RESIDUAL DE CERVECERIA.
Suspensidn Suspensidn Crema de Extracto Rendimiento
Nimero de levadura de levadura| levadura sin seco % extracto seco
correlativo | 40.0 % p/v 40.0 % p/v amortiguador | recuperado por crema sin
(g) (ml) (g) (g) amortiguador
1 289.4 283.7 113.5 9.8399 8.67
2 290.9 285.2 114.1 9.8321 8.62
3 299.3 293.4 117.4 10.1316 B8.63
4 292.7 287.0 114.8 9.8450 B8.58
5 288.4 282,7 113.1 9.7139 8.59
6 290.4 284.7 113.9 9.9085 8.70
7 296.7 290.9 116.4 10.1695 8.74
8 288.4 282.7 113.1 9.6993 8.58
9 292.7 287.0 114.8 9.8875 8.61
10 295.5 289.7 115.9 10.0883 8.70
Total 1,147.0 99.1156 B8.64
Tiempo de agitacién = 5 min
Densidad de la suspensién de levadura al 40 $ p/v = 1.02g /ml
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Con esta capacidad de produccidén de extracto de levadura se
estaria satisfaciendo por un amplio margen la demanda nacional
proyectada segin los datos del cuadro 2.4 de la seccién 2.2,
por lo que seria recomendable considerar nuevas aplicaciones

para este producto como fuente no convencional de proteinas.

6.2 EVALUACION DE LA CALIDAD DEL PRODUCTO.

TL.a calidad del extracto de levadura producido experimentalmente
a nivel de laboratorio, se evalud Unicamente en base a calidad
microbioldgica, composicidén proximal, vitaminica y de minera-
les, segin los andlisis sugeridos presentados en el ANEXO
H y de acuerdo a la disponibilidad de laboratorios de andlisis
en El Salvador. En el caso de la calidad vitaminica sdlo

fue posible analizar las vitaminas B1 Yy B6'

El cuadro 6.2 presenta los resultados de los anflisis realiza-
dos a la crema de levadura después de someterla a tratamiento
térmico, concentracidén y lavado; extracto de levadura produci-
do experimentalmente y extractos de levaduras comerciales

producidos por Sigma Inc. y Bio-Serv Inc.

El analisis proximal se realizd en los laboratorios de la Uni-
dad de Quimica de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de El1 Salvador. Los resultados fueron corroborados
analizando la misma muestra en el Laboratorio de Servicio de la
Universidad Centroamericana "José Simedn Cafias'. Como puede ob-
servarse, los niveles de proteinas del extracto producido expe-
rimentalmente (de 11.55% a 12.60% p/p) son menores gue los re-
portados para el extracto comercial (55.64% p/p); esto puede de
berse a gue el método utilizado para la recuperacidn del extrac
to de levadura después de la ruptura de la pared celular proba-
blemente no es el mas adecuado (ver observacién 8, pag. 78), o
debido a una posible formacidén de complejos fosfatados insolu-
bles entre las proteinas por el amortiguador de fosfatos utili-

zado como medio de suspensidn, provocando pérdidas de proteinas
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en estas etapas del proceso de produccién. Asi mismo se tienen
contenidos de cenizas ligeramente elevados con respecto a
los de la muestra comercial (17.0% contra 10.0%). En lo que
respecta a los minerales cabe destacar la alta presencia de
fésforo, debida probablemente a fbésforo residual del amortigua-

dor de fosfatos utilizado.

En el ANEXO J se presentan las caracteristicas del extracto
de levadura producido a partir de levadura residual de destile-
ria reportado por Gameroc et al., 1992, el cual también presentd
niveles bajos de proteinas y alto contenido de cenizas,

principalmente de fésforo.

El andlisis de vitaminas fue realizado por el Departamento
de Andlisis Quimico Industrial e Instrumental de la Facultad
de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador; presen-
td 29 mecg de vitamina B1 por g de extracto de levadura, Yy
9.75 mcg de vitamina B6 por g de extracto de levadura. Las
restantes vitaminas del complejo B no pudieron ser cuantifica-

das pues no se contd con el material y equipo adecuados.

Gamero et al., 1992, presentan los requisitos de calidad micro-
biocldégica para extracto de levadura; estos establecen un
maximo de 10,000 unidades formadoras de colonias por gramo
de muestra (ufc/g) en el recuento total de bacterias aerdbicas

mesb6filas y Escherichia coli y Salmonelas negativos; de mane-

ra que el extracto de levadura producido en esta investiga-
cién satisface dichos requisitos, ya gque presentd 165 ufc/g,
en el recuento total de bacterias aerdbicas mesdfilas y negati-

vo en las pruebas de Escherichia coli y de salmonelas. Este

analisis se realizd® con la colaboracidn del Laboratorio Espe-
cialidades Microbioldégicas Industriales S.A de C.V. (San
Salvador). La baja presencia de bacterias se debid al cuidadoso
proceso de produccidn realizado en las mejores condiciones
higiénicas posibles en los Laboratorios de la Escuela de

Ingenierfa Quimica de la Universidad de El Salvador.



CUADRO 6.2 ANALISIS PROXIMAL, MINERAT.OGICOS , VITAMINIOOS Y MICROBIOLOGIQOS
REALTZADOS A LA CREMA DE LEVADURA DE CERVECERTA, EXTRACTO DE
LEVADURA PRODUCIDO A NIVEL DE LABORATORIO Y EXTRACICS DE IEVA-
VADURA COMERCIALES,

ANATLTSIS CREMA DE EXTRACTO PRODUCIDO EXTRACTO
LEVADURA? EXPERTMENTAT MENTE COMERCTALS ¥
PROXIMAL % p/p BASE SECA
1 2 Sigma Inc.
PROTEINA (N . 6.25) 36.48 12.17 11.55 55.64
EXTRACTO ETEREQ 0.20 ND NA -
FTBERA CRUDA 1.53 ND NA -
CARBOHIDRATOS 61.53 69.46 PD 33.99
CENIZAS 1.79 17.94 17.54 10.00
HUMEDAD 60.8 8.35 6.35 3.68
MINERALES % p/p |
CALCIO NA 0.0516 NA 0.5038
FOSFORO NA 6.8300 NA 2.1300
NaCl NA 0.7300 NA 0.0000
VITAMINAS meg / g de extracto de levadura
Bio-Serv Inc.
TIAMINA (B1) NA 29.44 45.00
PIRIDOXINA (B6) NA 9.75 30.00
MTICROBICLOGICOD ufe / g de extracto de levadura
RECUENTO TOTAL DE
BACTERTAS AEROBICAS NA 165 -
MESQFTILAS .
Escherichia coli NA 0 -
Salmonella sp NA 0 -

1 Reportado por el Iaboratorio de la Facultad de Ciencias AgronGmicas
de Ia Univaersidad de El Salvador.

2 Reportado por el Laboratorio de Servicio de la Universidad
Centroamericana "José Simedn Caflas".

NA: No Analizado.

ND: No Detectado
PD: Por Diferencia: 100 - (% Cenizas + % Fibra cruda + % Proteinas)

Crema de levadura tratada y lavada de La Constancia S.A.
wn Sigma Chemical Co. y Bio-Serv Inc. (Gamero et al., 1992).
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Los reportes recibidos de estos andlisis se presentan en el

ANEXO I.

6.2.1 PRUEBA DE APLICACION DEL EXTRACTC DE LEVADURA PRODUCIDO.

Se realizd una prueba de crecimiento de Acetobacter sp. usando

un medio de cultivo que contenia extracto de levadura comercial

y otro con extracto de levadura producido experimentalmente.

Para esta prueba se partid de un cultivo puro de Acetobacter

sp. el cual fue inoculado por duplicado inicialmente en medio
inclinado de crecimiento para este microorganismo, cuya formu-
lacién se presenta en el ANEXQ K (Diaz y Diaz, 1991}, conte-
niendo extracto de levadura comercial de Sigma Inc., y al
mismo tiempo en otro conteniendo extracto de levadura producido
experimentalmente; después de 48 de incubacién a 31 °c, se
hicieron observaciones al microscopio gue corrcboraron el
crecimiento de Acetobacter sp. en los dos tipos de medio;

a partir de ellos se inocularon en caldos de los mismos medios;

después de otras 48 horas de incubacidén se procedié a sembrar
en placas Petri a partir de ambos caldos, en diluciones de

1073, 1074

-5 .
y 10 respectivamente.
adungque no pudo cuantificarse el nimero de ufc/ml crecidas
en ambos medios para establecer una eficiencia de crecimiento
en el medio con extracto de levadura producido experimental-
-~ . . . - - »
mente, si pudo confirmarse mediante observaciones microscopi-

cas la presencia de Acetobacter sp., quedando comprobado con

esto que el extractec de levadura producido en esta
investigacién no contiene elementos inhibidores para el
crecimiento de este microorganismo, y si contiene vitaminas-
del complejo B, las cuales son esenciales para su desarrollo,
por lo que podria recomendarse para uso en medios de cultivo

microbioldgicos.
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T.a levadura residual de cerveceria presenta un alto contenido

OBSERVACIONES

de CO,, el cual debe ser eliminado como parte de la prepara-
cidn de la levadura antes de someterla a la ruptura para
prevenir inconvenientes técnicos vy disminucién en la efi-
ciencia del proceso, esto se logra mediante el tratamiento
térmico que se aplica a la levadura antes de concentrarla

y lavarla.

Aungue estaba prevista la realizacidn de ensayos de ruptura
de pared celular utilizando 'la enzima guitinasa, é&stos
no se llevaron a cabo debido a que es una enzima de costo
muy elevado, pero principalmente, porque su aplicacién no
estd aprobada para usos alimenticios, a diferencia de la

papaina.

El equipo Bead Beater de Biospec Products Inc. estd disefiado
para trabajar a una velocidad de agitacién ‘constante de
3,450 rpm, por lo que todas las pruebas de esta investigacidn

se realizaron a esta velocidad.

Se trabajd con un tiempo de agitacién médximo de 5 minutos
debido a que la literatura que acompafia al squipo Bead Beater
de Biospec Products Inc. limita este parametro a un rango

de 2 a 5 minutos por razones de seguridad del equipo.

El alto contenido de cenizas en el extracto de levadura reve-
lado por el andlisis proximal puede provenir de diversos
factores, entre los que estid la posible contaminacidén por des
gaste de las perlas de vidrio o por la adicidon de reactivos a
la muestra, tales como el amortiguador de fosfatos, cloruro
de sodio o residuos de las sustancias y.nutrientes utilizadou

para la fabricacidén de cerveza.
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El andlisis microbioldgico del extracto de levadura reveld
un contenido de 165 ufc/g de bacterias aerSbicas meséfilas,
el .cual se encuentra muy por debajo del limite maximo
recomendado por las normas de calidad de Bio-Serv. Inc.
(menos de 10,000 ufc/g), lo cual indica que se trabaijd en

condiciones higiénicas adecuadas.

Para la seleccidén del tiempo de 4 horas de pretrata-
miento enzimético que se aplicd a la levadura se consideraron
aspectos técnicos como el riesgo de descomposicién de la
materia prima y la pérdida de la proteina de interés, y
aspectos econdmicos como el consumo energético; ademis

del grado de ruptura de la pared celular.

La crema de levadura presenta 36.48% p/p de pfoteina en base
seca, y el extracto producido presentd un 11.55 % p/p en base
seca; las pérdidas de proteina pueden deberse a diversos fac-
tores, por ejemplo: la falta de condiciones adecuadas de re-
frigeracidén puede causar la degradacidén de proteinas intrace-
lulares por accidn de enzimas proteoliticas propias de la le-
vadura; en el proceso de produccidn propuesto no se incluye
una etapa de inactivacidén de la enzima papaina posterior a su
efecto deseado, por lo gue esta misma podria actuar en etapas
posteriores provocando la hidrdlisis de las proteinas intra-
celulares recuperadas; en la separacidén del extracto de leva-
dura disuelto en la fase liquida de los restos de levadura
después de la ruptura puede haber pérdida de protefna soluble
gque quede atrapada en la fraccidn sdlida; otra causa probable
de esta pérdida es la posible formacién de complejos
fosfatados insolubles entre las proteinas y el amortiguador
de fosfatos utilizado como medio de suspensién, por lo que
el pretratamiento enzimatico utilizado puede influir en

la calidad del producto final.
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CONCLUSIONES

HabiZndose ensavado tres tipos de tratamientos previos a
la ruptura mécanica de pared celular se determind que el
mas adecuado es el tratamiento enzimitico utilizando papaina,
pues es el que produjo mavores bporcentajes de ruptura de
pared celular, aungue segQn la estadistica sus resultados

no son muy diferentes de los obtenideos con los otros

tratamientos.

Se determind que la concentracidén de levadura que rinde mayor
grado de ruptura de pared celular es de 40 % p/v en
combinacién con un tiempo de agitacidén de 5 minutos, que
es ademds el tiempo miximo de trabajo permitido segin las

especificaciones del modelo de squipo Bead Beater utilizado.

Se obtuvo un rendimiento de produccidén de 8.64% peso de ex-
tracto de levadura seco por peso de crema de levadura,
producidc a las condiciones donde se obtuvo un mayor grado
de ruptura. Este rendimiento se considera aceptable en
relacién al 4.8 % reportado por Gamero et al., 1992 para

extracto de levadura de destileria.

Las pruebas de crecimiento realizadas utilizando extracto
de levadura producido a nivel de laboratorio como ingrediente

enriquecedor de medios de cultivo para Acetobacter sp,

demostraron que dicho extracto contiene las vitaminas del
complejo B que son esenciales para el crecimiento de esta
bacteria la cual es utilizada para la produccidn comercial

de Acido acético.

El extracto de lesvadura que se produjo a nivel de laboratorio
contiene vitaminas del complejo B; analiticamente se cuanti-
ficaron las vitaminas B1 vy B6' siendo sus valorzas de 29
meg/g vy 9.75 nmceg/g, respectivamente; estos resultados in-

dican que el tratamiento térmico (10 min a 60 ©c) aplicado a

79



las levaduras previo a la ruptura, puede no haber afectado el
contenido de vitaminas en las mismas, sin embargo, por no
existir un patrdén con contenido de vitaminas conocido para
analizar la crema de levadura utilizada como materia prima,
no es posible determinar si estos niveles en el extracto son
aceptables o no, pues aungue son menores gque los del extracto
comercial de Bio-Serv Inc., estdn por encima de 1los datos
reportados por Kelly, 1983 y son mayores que la racidn diaria
recomendada por el Food and Nutrition Board y el Natibnal

Research Council de Gran Bretafia (Cuadro 1.2).

La informacidn obtenida respecto a la calidad microbioldgica

y vitaminica es insuficiente para proponer usos potenciales

definitivos del extracto de levadura producido a nivel de

laboratorio.

Como consecuencia de la disponibilidad de levadura residual
de la etapa de fermentacidén en cerveceria (4,110 L/dIa) y
del rendimiento de produccién de extracto de levadura con
el método propuésto (8.64 gramos de extracto seco por 100
gramos de crema de levadura), seria factible producir ex-
tracto con tecnclogia apropiada en el pais para cubrir la
demanda nacional e incluso para proponer usos alternativos
como fuente no tradicionél de proteinas, lo cual debe deter-
minarse mediante un posterior estudio de factibilidad
técnico-econdmica del proceso, una vez se optimice el método

en estudio con sus respectivas etapas de escalamiento.
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RECOMENDACIONES

Para la produccién de extracto de levadura a partir de S.
uvarum residual de cerveceria, es recomendable no almacenar
o)
la levadura a temperaturas mayores de 4 “C por mads de una
semana, sin embargo, si es necesario, puede hacerse a una
o)

temperatura de -15 "C.

Como resultado de esta investigacién se determind que es
conveniente el tratamiento de la levadura residual de
cerveceria con la enzima papaina pues incrementa el grado
de ruptura de la pared celular por método mecdnico utilizando

-~ » r »

particulas abrasivas, por lo dgue se recomienda realizar
estudios para optimizar la concentracidén de dicha enzima,
a las condiciones Optimas de ruptura encontradas en esta
r . . -

investigacidén, aunque debe tomarse en cuenta que el uso
de enzimas incrementa el costo del proceso lo cual puede

ser inconveniente al llevarlo a escala industrial.

Se recomienda completar los andlisis de vitaminas del comple-
jo B sobre el extracto de levadura producido a nivel de

laboratorio.

Es importante realizar un estudio mds amplio sobre 1la
utilizacidén de este extracto de levadura como ingrediente
enriquecedor de medios de cultivo, para determinar su posible

0] . - -
aplicacion en esta area.

Considerando gue en El Salvador se producen grandes voliimenes
de levadura residual.a partir de la industria de destilerias
(350,683 Kg/afio, Gamero et al., 1992), se reccmienda dar
continuidad a esta investigacidn dirigiéndola a la evaluacidn
del efecto y optimizacidn de la concentracién de levadura
y tiempo de agitacidén en la ruptura de pared celular para
la produccidn de extracto de levadura a partir de

Saccharomyces cerevisiae residual de destilerias, asi como
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al escalamiento del proceso a nivel de planta piloto para

Saccharomyces uvarum residual de cerveceria.

Se recomienda identificar la etapa en la que se da la mayor
pérdida de proteina intracelular realizando andlisis de
proteinas en cada una de las etapas del proceso de produc-

cidn, lo cual permitird estudiar los métodos mds adecuados

para su recuperacidn.

Es conveniente determinar si existe desgaste de las perlas de
vidrio durante el procesc de agitacidén mediante un anilisis

de silice de las cenizas del producto recuperado.

Para garantizar una mejor recuperacidén de la fraccidn soluble
gue contiene al extracto de levadura.una vez realizada la
ruptura de células, es recomendable incrementar la velocidad
en el proceso de centrifugacidén, por encima de 2,000 rpm
con esto podria disminuirse la pérdida de proteinas solubles

que queden retenidas con los restos de pared celular.

Para determinar la factibilidad de uso para consumo humano
del extracto de levadura producido en esta investigacidn,
se sugiere la realizacidén de pruebas toxicoldgicas y

nutricionales.

Al no resultar estadisticamente diferentes los pretratamien-
tos aplicados a la crema de levadura en el grado de ruptura
obtenido del proceso, seria conveniente realizar pruebas de
ruptura de pared celular sin hacer usco de pretratamiento
con enzimas con la finalidad, en primer lugar, de comparar
la calidad del producto asi obtenido con la del que se ob-
tuvo en esta investigacidn; con lo cual se estaria determi-
nando también si el método enzimdtico es el gue produjo los

resultados de bajo contenido de proteinas en el extracto.
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ANEXO A

RACIONES DIETETICAS DIARTAS RECOMENDADAS PARA
EL SER HUMANO Y REQUERIMIENTOS DE CALIDAD PARA
EL EXTRACTO DE LEVADURA COMERCIAL
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CUADRO A.7 RACIONES DIETETICAS DIARIAS PARA MANTENER UN BUEN ESTADC DE

SALUD EN EL SER HUMANO (BURTON, 1969).

Culeuladas para mantener el buen estado de nutricidn de pricticamente Lodas las personas sanas en los Estados Unidos.

ll‘;‘l:.‘:::)ll‘l:l“)?:b Vituminas hidrosolubles Minerales
I'esa Estalura , . .
Edadv Kiluea- |, : I-'I:"I-S J?E!i'a . :}LCI:IJIJ . . .
uiios lorfas | ™80 de | Vit VRS L Acidofp o | Nia-] 1. Vita-| Vita- )
kg b ci puly & vilae IIIII_;I:I vita- ugg:ur- cinae | €02 biivina nlllr‘ﬂ:l n;;rm Yodo | Hierro
h f ICc vy L) 12 HE
m:":' Ul mﬁl:\ mg | "8 mg | ME mg Prs
[ u.5L

0-% 4 9 35022 kX120 kpx22¢ 1,500 400 5 35 0,05 5 0.4 0,2 0.2 1,0 0,4 0,2 25
Vo-13 7 15 63 25 Kex110 kgx2,0e 1.500 400 5 35 0,05 7 0.5 04 0.3 1,5 0,5 0,4 40
Li-I 9 20 72 28 kex10G kgxl,8e 1,500 4400 5 15 0,1 8 0.6 0,3 0,4 2,0 0,6 0,5 43
1-2 12 26 8l 32 1.100 25 2.000 400 10 40 0,1 ] 0.6 0,6 0.5 2,0 0,7 0,7 55
2-3 14 31 91 36 1.250 25 2.000 400 10 40 0,2 B 0,7 0.6 0.6 2,5 0,8 0,8 60
3-4 16 35 100 39 L.400 30 2.500 400 10 40 0,2 9 n.8 0,7 0.7 3 08 0,8 0
4-6 ! 42 It 43 1.600 30 2.500 400 tn 40 02 11 a9 08 09 4 0.8 0,8 80
6-8 2} 51 121 48 2,000 b 3.500) 400 15 40 02 13 1,1 1.0 1,0 4 0,9 0,9 100
8-10 2B 62 131 52 2.200 40 3.500 400 15 40 0.3 15 1,2 11 1,2 5 1.0 1,0 110
10-12 35 77 140 53 2.500 45 4.500 400 20 40 04 17 1,3 1.3 1.4 5 1,2 1.2 125
12-14 43 95 151 59 2,710 50 5.000 400 mn 45 0.4 18 14 14 1,6 5 14 14 135
15-18 59 130 170 67 3.000 60 5.000 400 25 55 04 20 1,5 1,5 1.8 5 1.4 1.4 150
18~22 67 HT 115 69 2.800 4] s.non o 4on n 60 nA4 18 1.6 1.4 2.0 5 0,8 0,8 140
22-35 w154 115 69 2.800 [31 s5.000 — an &0 4 18 1.7 1.4 2.0 5 08 0.8 140
35-55 0 154 173 68 2,600 (3] 5.000 — 30 (4] 1) 17 1,7 1.3 2,0 5 08 0.8 125
55-75+4 0 154 171 67 2400 65 5.000 —_ n &N 1) 14 1,7 1,2 2,0 6 048 0.8 110
10-12 31T ) 56 2250 50 4.500 400 20 40 0.4 &) 1,3 1,1 1,4 5 1,2 1,2 110
12-14 4 97 154 6l 2.300 50 5.000 400 20 45 0,4 15 1,4 1,2 1,6 5 1,1 I,3 115
14-14 82 11 L1537 62 2,100 55 5.000 400 25 50 0,4 i6 1.4 1,2 1,8 5 1,3 1,3 120
16-18 54 119 160 &3 2.300 55 5.000 400 25 50 0.4 15 1.5 1,2 2,0 5 1.3 1,3 115
18-22 38 128 163 G4 2,000 55 5.000 400 25 55 0,4 1] 1.5 1.0 2,0 5 0.8 0,8 100
2233 58 128 16) &4 2000 55 5.000 —_ 25 55 04 13 1.5 1.0 2.0 5 0.8 0,3 100
35-55 38 128 160 63 1.830 55 5.u00 —_ 25 55 0.4 13 1.5 1,0 2.0 5 n.8 0.8 90
35-154- 58 128 157 G2 [.700 55 5.000 — 25 55 0.4 13 1.5 1.0 2.0 6 0.8 0.8 a0
-] 200 63 6.000 4 a0 60 0.8 15 1.8 401 2,5 ] 404 404 125
-[-1.000 s R.00n 400 an 60} ns * 2,0 0,5 2.5 6 40,5 0,5 150

* Se han caleulada tag raciones para culnic
habituales del ambicnte. Las saciones recamen
bien delinidos 1oy requerimientus del ser hung

Jilul:imcmus para los cuales estin menos
ados.,

€ Astime el equivalemie proteinico de L leche humana. Para proteinas no wilizadas en v 10D los [actores seinlados deben aumentarse

vanaciones individuales e la wayoria de las personas sionmales il comw viven cn los Estades Unidos, sometidas a Jos esfuerzos
a5 pucden obilenerse can iy diversos alimenios coiunes ¥ suministrande olros
0. Véase ¢l lexto para mayores detaljes fespecio a raciones ¥y nutrimentos no abul
Y Las cilras de las liheas correspondientes al grupo de cdades de 22 o 35 afios corresponden a Iy edad de 23 afios, Todas las demids cilras representan raclones correspon-
dicntes at punto medio de los grupos de edides espeeificndas,
© Las raciones de lalacing se tefieren o (uentes dietd
de megos de wn cuanto e las raciones dinrias recomendadas,
4 Los cquivalcu§cs de placing comprenden fucentes dietéticas de I vitaming preformada y de su precursor, el triptéfano; 60 my de Leiptél

determinadas por expertmentos con Laciobacilins covel, Las formas puras de foluacing pueden ser cficaces en dosis

ano cquivalen a 1 mg de niacina.
preporcionalmente.
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CUADRO A.2 CONTENIDO DE VITAMINAS Y AMINOACIDOS REQUERIDOS
PARA EL EXTRACTO DE LEVADURA COMERCIAL DE BIO-
SERV INC. (GAMERO et al., 1992).

COMPONENTES CONTENIDO
Nitrdgeno Proteico % p/p
Proteina (NxB.25) 60.0
Nitrégeno total 8.8
Nitrdgeno aminico 4.2
Razdn de nitrdgeno aminico a nitrdgzno total 48.0
Aminoacides (¥ en la proteina) % p/p
Alanina 7.3
Arginina 6.3
Histidina 2.5
Isoleucina ‘ 4.5
Leucina 6.8
Lisina . 7.5
Metionina 1.7
Fenilalanina . 4.2
Prolina 4.8
Serina 4.8
Treonina 4.5
Triptofano 1.0
Tirosina 3.5
Valina 5.5




CUADRO A.3 CONTENIDO DE VITAMINAS Y NUTRIENTES MENORES
REQUERIDOS PARA EI. EXTRACTO DE LEVADURA DE

BIO-SERV INC. (GAMERO et al., 1992).

COMPONENTES CONCENTRACION
Vitaminas (Microgramo/gramo)
Tiamina (Bl) ) 45
Riboflavina (82) 60
Niacina ) 350
Piridoxina (BB) 30
Acido pantoténico i70
Acido foélico 11
Bictin 3
Colina 2,000
Inositol " 1,400
Nutrientes menores . (% p/p)
Sodio 0.13000
Cloruros 0.85000
Potasio 3.24000
‘ Calcio 0.07000
Magnesiao 0.28000
Cobre 0.00016
Hierro 0.001203
Zinc 0.00430
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B.1 IMPLICACIONES LEGALES EN EL USO DE ENZIMAS.

Identificados los peligros potenciales asociados con el uso
y produccidn de enzimas, es necesario conocer las disposiciones
generales que se han tomado para controlar su uso. Se hara
referencia a la posicidén de Gran Bretafia, aungue hay otros

paises que tienen leyes similares.

En 1982, la Oficina de Papeleo de Su Majestad (HMSO) en Gran
Bretafia, publicd el reporte "Resefia de la Preparacidén de Enzi-
mas" por el Comité de Aditivos y Contaminantes de alimentos
del Ministerio de Agricultura, Pescaderia y Alimentos. En
ete reporte las enzimas fueron clasificadas en cinco grupos
dependiendo de su conveniencia para uso en la industria de
alimentos- tomando en cuenta los diferentes tipos de toxicidad

(Gacesa y Hubbe, 1987).

Grupo A: Sustancias gue la evidencia disponible sugiere gque

son aceptables para el uso en alimentos.

Grupo B: Sustancias que sobre la evidencia disponible pueden
considerarse provisionalmente aceptables para el
uso en alimentos, pero de las gque debe hacerse
disponible mayor informacién dentro de un tiempo

especificado para revisidn.

Grupo C: Sustancias para las cuales la evidencia disponible
sugiere toxicidad y qué no debe ser permitido usar
las en alimentos hasta que se presente evidencia
adecuada de su seguridad para establecer su

aceptabilidad.

Grupo D: Sustancias para las que la informacidén disponible
indica toxicidad definida o probable y que no debe

ser permitido usarlas en alimentos.



Grupo E:

Sustancias para las que existe disponible informacién
inadecuada o no toxicoldgica y de las que no es
posible expresar una opinidén para su aceptabilidad

de uso en alimentos.

94



ANEXO C

CONTEO DE CELULAS EN CAMARA NEUBAUER

95



96

C.1 CONTEC EN CAMARA NEUBAUER

La cémara Neubauer se utilizd para realizar los conteos antes
(M1) y después (M2) del proceso de ruptura de la pared
celular. Mediante ensayos logrd determinarse que era necesario
preparar diluciones sucesivas de cada muestra hasta llevarlas
a 1la dilucidén 1:1000 & 1073 para facilitar y hacer mas
confiable su conteo en la cdmara. Las muestras diluidas fueron
coloreadas con rodamina para hacer mds fécil su observacidn
al microscopio. El llenado de las cémaras se realizd utilizando
micropipetas las cuales deben llenarse siempre hasta el mismo
nivel, teniendo el cuidado de utilizar una pipeta diferente
para el llenado de la camara o bien, en el @mso de utilizar
una misma pipeta, é&sta debe lavarse adecuadamente. Lo anterior
para evitar que células del llenado anterior queden adheridas

a las paredes y posteriormente sean fuentes de error.

Cada caAmara estd constituida por dos cuadriculas; después

de llenar la cémara se procedid a realizar el conteo tomando

en cuenta los siguientes criterics:

Para los casos de concentraciones célulares bajas, una diferen-
cia mayor de 10 células entre los conteos realizados en la
cuadricula 1 y en la cuadricula 2, de la camara Neubauer impli-
ca una repeticién en el llenado y camteo de la cémara, la
figura C.1, muestra la posicidn de las cuadriculas en la camara

antes mencionada y la figura C.2, el proceso de dilucidn.

Si el promedio entre los conteos de la cuadricula 1 y la
cuadricula 2 da una cifra decimal de 0.5 o arriba de este

valor se aproximard al entero superior, por ejemplo:

66 células
67 células

It

Conteo realizado en la cuadricula 1

Conteo realizado en la cuadricula 2
Promedio = (66 + 67) / 2 = 66.5
67

1}
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.Cuadricula 1 ——

ilk

L—— cCuadricula 2

FIGURA C.1 DISPOSICION DE LAS CUADRICULAS EN LA CAMARA
NEJBAUER.

1 ml
1 ml _ rodamina

suspensidn

o &) O
™ (2 o~ ™
= =+ - =
~ —~ — 0
=] | 8 =1
-
(2] (=) [aa] =

FIGURA C.2 PROCESD DE DILUCION DE LAS MUSSTRAS.
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Después de cada conteo deben lavarse las camaras con agua
destilada y secarse con cuidado para evitar dJdanarlas. EI

porcentaje de ruptura se obtiene utilizando la ecuacidén 3.1.

C.2 ELIMINACION DE DATOS.

El primer criterio utilizado para verificar que se han realiza-
do los conteos en forma adecuada, se basa en que la diferencia
entre el conteo de las cuadriculas 1 y 2 de la cimara Neubauer
no debe exceder un valor de 10, esto para concentraciones
de levadura inferiores a 50% p/v, para valores de concentracién
de levadura superiores al 50% p/v se hace mds dificil el
obtener una diferencia tan baja, puesto gue el numerc de célu-
las en las cuadricula aumenta considerablemente, por 1lo dgue
se optd por seleccionar los datos que m@esentaran la menor
diferencia entre los conteos de las cuadriculas 1 y 2, un

ejemplo de eliminacién de datos se presenta a continuacién:

Tipo de muestra: Levadura de cerveceria con amortiguador a
32.84 % p/v.

Conteo de las células antes del proceso de ruptura:

No. de conteo Cuadricula 1 Cuadricula 2 Promedio
1 117 127 122.0
2 121 120 . 120.5
3 68 167 Eliminado
4 120 128 124.0
Promedio 1 = (122 + 121 + 124) [/ 3
= 122.33

122
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Conteo de células después del proceso de ruptura:

No. de conteo Cuadricula 1 Cuadricula 2 Promedio
1 30 42 Eliminado
2 22 23 22.5
3 10 22 Eliminado
4 23 25 24,0 .
5 25 28 26.5

1

Promedio 2 (23 + 24 + 27) / 3

= 24,67
= 25
Con EC. 5.1:
122 - 25
% de ruptura = x 100 = 79.51
122

Cuando se ha realizado un minimo de tres rupturas correspon-
dientes a un mismo lote de crema de levadura, se procede a
realizar el primer rechazo de resultados utilizando el criterio
del rango y/o el de la desviacidn tipica, la maxima desviacién
tipica permitida en este caso serd de 4, si un grupo de datos
excede este valor deberd eliminarse el dato gue presente mayor

desviacidn respecto al valor medio.

Resultados obtenidos:

$ Rl = 79.51
% R2 = 80.10
% R3 = 60.50

Desviacidn tipica = 11.15

% de ruptura promedic = 73.37
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Las diferencias entre el % de ruptura promedio y los valores

cobservados son los siguientes:

$ R - % Rl = 73.37 - 79.51 = [-6.14]| = 6.13
$ R - % R2 = 73.37 - 80.10 = [-6.73] = 6.73
$ R - % R3 = 73.37 - 60.50 = 12.87

Al observar los valores absolutos de las diferencias, el dato
que debe eliminarse es el de 60.50%, por lo gue debe realizarse

una nueva ruptura para sustituir el dato anterior.

cf

R4 = 81.5

Con este valor la desviacidén tipica reportada es de 1.0221;
lo cual nos permite aceptar el resultado. Siempre debe procu-

rarse que la desviacidn tipica sea lo menor posible.

La cantidad de células de levadura por ml de suspensidén puede

encontrarse utilizando la siguiente ecuacidn:

No. de células/ml = (X x CT x VC x DI)/ CC (EC. C.1)

Donde:
X = Niimero de células contadas
CC= Numero de cuadros contados
CT= Total de cuadros en la cuadricula
VC= Volumen de cuadricula

DI= Dilucidn utilizada

El nlmero de células de levadura por ml de suspensidén para
una concentracidén del 40% p/v puede calcularse de la siguiente

maneras:
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Nimero de conteo Promedio de células Células / ml
x 10 9°
1 178 1.78
2 180 17.80
3 179 1.79
4 236 2.36
5 164 1.64
6 170 1.70
7 180 1.80
8 226 2.26
9 161 1.61
10 164 1.64
9

X = 1.838 x 10° células de levadura / ml de suspensidn.
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ANEXO D

RESULTADOS DE ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
DATOS EXPERIMENTALES APLICANDC STATGRAPHICS V.2.6
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CUADRO D.1 ANALISIS DE VARTANZA PARA LOS TIPOS DE
PRETRATAMIENTO (DATOS DEL CUADRO 5.2)

fAnalisis de Varianza para el % de rupiura

Fuente de Suma de’ grados de Cuzdrado Fc Ft
variacion Cuadradas libertad Hedia

Nivel de
Signif.

VARIABLES 74.532533 4 23633133 3.43%
tratasienta 86.411267 2 43.205633  &.287  4.940
repeticion 8.121257 2 4,060633  0.591  4.940
RESIDUAL 27.487447 4 b.871847

TOTAL

{CORR.} 122.02000 8

0.1294
0.0582
0.279

0 valores ausentes han sido excluidos

finzlisis de rengo multiple para % de ruptura por tratamiento

MNetodo: Intervalos HSD para Tukey al 93%
Hivel  No. de Observaciones Promedic Grupos Homogeneas

2 3 77.56Ab&T §
i 3 81. 940000 :
3 3 B3, 123333 3

finalisis de range multiple para ¥ de ruptura por repeticion

fetada: Intervalos HSD para Tukey al 951
Mivel  No. de Dhservaciones Promedio Grupos Hozogensos

B 3 80. 200447 ¥
] I 12, 210000 i
£ 3 82,233333 ¥

Tablz de medias para el % de ruptura

Nuaero de Error Sted.  Error Stnd. 95 ¥ de Confiabilidad
Nivel Observac. Fropedia {interna) {zonjunta} para lz media

tratasiento

1 3 B1,940000  1.9927902  1.5134802 . 77.734415 86, 16358D

2 3 77.5606A7  1.3933453  1.3134802  73.343082  S81.770232

3 3 85.1233313  0.4284343  1.3134B02  ED.91974B  8%.3z24918
repeticicn

Y 3 B2, 710000  °1.B207416  [.5134B02  7B.004415  B6.413383

] 3 80,204567  2.24B3352  1,5134802  76.003082  84.410232

£ 3 82,733333  3.2977617  1.5134B02  78.,029748  86.434918

Total 9 B1.550000  0,8733082  0.873B0BZ  79,123059  BE.9TERAL



CUADRO D.2 ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS TIEMPOS

'DE PRETRATAMIENTO (DATOS DEL CUADRO 5.3)

finalisis de Varianza paraz el ¥ de ruptura

Fuente de Suga de grados de Cuadrado fc Ft  Hivel de
variacion Cuadrados libertad Hedia 8ianit.
VARIABLES 92, 459517 7 13.203502 %.411 0.0010
tieapa 1. 435917 § 18.267183  13.307 3.330  0.0004
repetician 1023400 2 0.511800 0,372 4,100  0.4782
RESIDUAL 13. 742733 10 1,.3742733

TOTAL '

{CORR.) 106.20225 17

{0 valores ausentes han sido excluides

fnalisis de rango multiple para ¥ de ruptura por tieapo

Hetodo: Intervalos HSD para Tukey al 99X
Nivel  No. de Observaciones Prosedio Grupos Homogenegs

2 3 77.453333 #

B 3 80. 233333 i
14 3 80.370000 £

4 3 80, 863333 1)
12 3 81. Jhbk47 ¥
24 3 85, 123333 i

fnalisis de rango multiple para % de ruptura por repeticion.
Retodo: Intervalos HSD para Tukey al 93%
Nivel  Mo. de Observaciones FPromedio Brupos Homogeness

L 6 80. 668333 '
2 b #0,898333 "
3 b 81248333 %
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Continuacidn

CUADRO D.Z2 ANALISIS DE VARIANZA PARA LOS TIEMPOS DE
PRETRATAMIENTO (DATOS DEL CUADRO 5.3)

Tablz de medias para el % de ruptura

Nurero de Error Strd, Error Stnd, 95 % de Eemtiabilidad

Kivel Dbservac. Fromedio {interna) {conjunto} para la eedia
tiempa .

Z -3 77.423333  0.3154010  0,474B243  T5.YAABTY  T7B.9A1TH

4 3 80.883333 0.177043&  0.4748243 79.374ETY BZ.3900M4

H 3 B0.233333  0.,4503B26  0.4708243  7B.724873  BL.7AITH
12 3 81.366667  1.2195573  0.4748243  79.6838206  BZ.8751Z7
14 3 80.570000  0,47B1593  0.476B243  79.06153%  B2.078361
24 3 85, 123333 0.4244743  0.6748243 83414873 B6.431TH4
repeticion

1 4 80658333  1.2045797  G.ATESBTO T7R.6016%1  B1.734974
2 b BO.B7EIIZ  0,9969300  0.4783870  79.831491  81.904974
3 ) B1.248333  1.0296142  0.4785B70  80.1B1e91  82,314%74
Total i8 B6.938333  0.27e3124  0.2763124  B0,322307  B1,55A140
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CUADRO D.3 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA OPTIMIZACION
DE LA CONCENTRACION DE LEVADURA Y EL TIEM-
PC DE AGITACION (DATOS DEL CUADRO 5.4)

finalisis de Varianza para el % de ruptura

Fuente de Suma de grados de Cuadrado fc Ft  Hivel de
variacion Cuadrados libertad fedia Signif.
VARIABLES 4749,4833 b 794.9142 446,346 0.0000
tiempo 24654, 8612 2 £328.4306 745,917 3.320  0.0000
concentracien  2112.6240 4 528.1560  296.541 2.490  0.0000
INTERACCIONES  197.69110 8 24711388 13,874 0.0000
2 {actorest

tiespo y
concentracion  197.89110 8 24.711388  13.876 2.270  0.0000
RESIDHAL 33, 4280567 30 1.780934

TOTAL

(CORR.} 3020, 6044 44

0 valores zusentes han side excluidos

fnalisis de rango sultiple para ¥ de ruptura por tieapo

Metoda: Intervalas HSD para Tukey al 95

Nivel  Ma. de Observaciones FPromedio Grupos Homogeneos
3 13 £3.399333 %
] 15 71084647 ¥
3 1§ §2.121333 ¥

fnalisis de rango multiple parz % de ruptura par concentracion

Hetodo: Intervalos HSD para Tukey al ‘93

Nivel  No. de Observaciones Prosedio’ Grupes Hoeogenens
78 9 60.513554 i
& ) &9, 150000 ¥
20 9 75.181111 ¥
30 ) 73, 756067
48 9 B0.418389 #




Continuacién

CUADRO D.3 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA OPTIMIZACION
DE LA CONCENTRACION DE LEVADURA Y EL TIEM-
PO DE AGITACION (DATOS DEL CUADRO 5.4)

Tahla de medias para el ¥ de ruptura

Huzerp de Error Stnd.  Error Stnd. 9% % de Confiahilidad
Hivel Observac. Promedio {internn) {conijunta) para lz sedia
tieapo
3 15 £3.399333  1,8412575  0,344570B  A2.A93441  44,103204
4 13 71088667  1.9129498  0.32453708  70.382794  71.790539
5 15 82.121333  2.0509301  (.3445708  B1.417441 82.825208
conceatracion
30 9 75. 756547 2.B0BISZB  0.4448390  TA.B47YT1 T7h.645342
40 9 80,418889  3.6002170  0.44483%0  79.516193  B1.3Z7984
a0 9 75161881 2,4937758  0.44483%0  74.252416  76.069807
&0 9 59180000 2.1987617  0.4448390  6B.251303  70.048495
70 9 £0.515556  2.92091346  0.444B390  59.404B40  61.42425]
ki, por canc.
3030 3 66,090000  0,7905148  0.7704837  A4.T1A093  57.663907
I8 3 47.563333  0.4772298  0.7704837  45.9B%427 89137240
3 00 3 69473333 0.1867559 O.7704837  AT.H99427  71.047240
3 b 3 §3.520000  0.8928926  0.7704R37  42.045093  63.193907
30 3 50,250000  0,5488473  0.7704837  4B.47609F  31.B23%07
4 30 3 75.780000  0.2884441  0.7704837 7420093 77.353907
§ 40 3 81,293333  0.5385248  0.7704837  79.719427  82,84724¢
4 30 3 71026667 12033333 0.7704937  A9.432750 72.400573
4 &0 3 56.450000  0.3B03945  0.7704837  64.B74093  £8.023%07
4 70 3 60,883333  0.4532230  0.7704837  59.309427  62.457240
5 3 3 85, 400000  1.11428a0  0.7704837  B3.B26093  8A.973907
i & 3 92,400000  0,4321A25  0.7703837  90.824093  93.973907
5 50 3 24,983333  0.42B8097  0.7704B37  B3.409427  86.357140
5 &0 3 77.410000  1.H701426  0.7704837  75.8340931  78.9R3907
i 3 70,413333  0.3643411  0.7704837  68.B39427  T1.987240
Tatal 45 72202444  0,1989380  0.1989380  71.79404%  72.508825
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CUADRO D.4 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA OPTIMIZACION

DE LA CONCENTRACION DE LEVADURA CON 5 min

DE AGITACION (DATOS DEL CUADRO 5.5)

finalisis de Varianza para el ¥ gde ruptura

Fuente de Suma de grades de Cuadrado Fr Ft  Hivel de
variacion Cuadrados libertad Hedio Signitf,
VARIABLES 1008, 9827 % 112,16918  38.421 0.0000
repeticion 5.8104 3 2.27004 0.782 3.34¢ 0.5235
parciento 934, 6575 & 156.10959  §3.778 2.830  0.0000
RESIDUAL 40, 639740 4 2.9028384

TOTAL
{CORR.) 1049, 4224 23

{ valores ausentes han sido excluidas

fnalisis de rango multiple para % de ruptura por repeticicn

Hetodo: Intervalos HSD para Tukey al %5%

Hivel  No. de Ohservaciones Promedio GBrupos Hosogeneos
2 7 82,805714
{ 7 B2.837143
3 7 84.027143
4 3 868.220000 ¥

Analisis de range cultiple para X de ruptura por contentracion

Hetodo: Intervalos HED para Tukey al 73%

Bivel  No. de Dbservaciones Prosedic Grupos Hopogeneas
79 3 70.413333 8

&0 3 77.410000 &

30 3 B4.983333 ]

45 4 85.067300 ¥

30 3 83.394657 ]

33 L] 87.262500 ¥

10 4 92, 105940 H




Continuacidn

CUADRO D.4 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA OPTIMIZACION
DE LA CONCENTRACION DE LEVADURA CON 5 min

DE AGITACION (DATOS DEL CUADRO 5.5)

Tahla de medias para el % de ruptura

Nupero de Error Stad. Error Stnd, 95 % de Confizbilidad
Rivel Observac. Promedio  {imternol {conjunta) para la gedia
repeticion
{ 7 B2.837143  2.4453876  0.0439452  81.4504626  B4.21B43Y
2 1 82,805714  2.9321874  0.6439452  B1.424198  84.167231
3 7 84.027143  2.841B407  0.44394527  82.643626 B3, 408439
4 3 88.220000  2,0736763  0.9836732  Ba.109498  90.330302
parciento
30 3 85.396667 11111906 0.9B36732  83.286365  B7,006%68
35 4 B7.202300  0.8304856  0.891883%  B85.434923  8R.09007%
89 4 92, 105000  0.4508&0F  0,8518839  90.277425  93.%32375
L4 4 85, 067300  0,7326479  (.831B859  B3.239925  B4.893075 .
" 50 3 £4.933333  0.428B097  0.9836732  #2,873032  B7.09343
50 3 77.410000  1,B701426  0.9836732  75.2996%8  79.520302
10 3 70.413333  0.3443411  0.9836732  GB.303032 72323635
Total 24 B3.847917  0.3477810  0.3577810  B3. 101812  B4.594021
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GRADOS DE LIBERTAD DEL DENOMINADOR

CUADRO D.5 VALORES F

N

HWMN =2 OQUVO-SOUHWWNN =

—t et ek b

-
a

16

25
26
27

~
Cd

29
30
40
GO

120

e

(SEGURA,

t

PARA 95

1991).

o.
]

GRADOS DE LIBERTAD DEL NUMERADOR

DE NIVEL DE CONFIANZA

1 2 3 4 5 & 7 8 9
151.4 199.5 215,) 224.6 230.2 224.0 236.8 238.9 240.5
18.51 19,00 19.16 19.25 19,30 154,33 19.35 12.37 19.38
! to.12  9.55 9.2 92.12 8.01 5.84 8.89 8.85 B8.81

7.71  6.94 0.59 @.32 626 6.16 6.08 6.04 6.00

6.69 5.79 5.41 5.19 5.05 4,65 4.88 A.82 477

5.9 f.14 4,76 453 439 428 4.21 415 4.10

559 4,74 4,35 4,12 3.87 387 379 3.73 3.068

5.32  4.46  4.07 3804 3.69 358 3.50 3.44 3.39

5.12 4.26 3.86 3.63 3.48 3.37 3.29 3.23 3.18

4.96 A.10 3.71 3.48 3.33 3,22 3.34 3.0 3.02

484 2908 1.9 3.36 3.20 3,09 3.01 '2.9%5 2.90

4.75 2.29 3.49 326 3.t1 3.00 291 2.85 2.B0

4.67 23.81 3.41 3.8 303 2.92 283 2.77 2.7}

4.60 174 334 311 296 2.85 2,76 2.70 2,65

Asa 368 3.29 3.06 290 2.79 2.71 2.64 2.59

4,49 263 324 301 285 274 2.66 259 2.54

4.45 3,59 3.20 2,36 2.81 2,70 2.61 2.85 2.49

4.41 3,55 3.16 2,93 2.77 2.66 2.58 251 246

438 3.52 3.13 2.90 2,74 2.63 2.54 2,48 2.42

4.3 2,49 3.10 2.87 2.71 2.60 2.51 2.45 2.39

4,32 3,47 3,07 2.84 2.8 2.57 2.48 2,42 2.37

4,30 3.44 3.05 282 266 2.55 246 2,40 2.34

4.2 3,42 3.03 2.80 264 2,53 2.44 2237 2.32

4.26 23.40 3.01 2,78 2,62 2.1 2.42 2.36 2.30

4.24 ‘3,38 2,80 2.76 2.60 2.49 2.40 2.34 2.28

423 23.37 2.98 %.74 258 2,47 2.39 2.32 2.27

4,29 @35 2.96 2,73 2.57 2.46 2.37 2.31 2.25

4.20 334 285 271 2.5 2,45 2.36 2,20 2.24

4.1¢ 3.33 2,83 2,70 2.55 .43 2.35 2,28 222

4.17 3,32 2,92 2.8 253 2,42 2,33 2.27 2.21

4.08 3.23 2,84 2,61 245 2,34 225 2,18 212

400 3.15 2.76 2,83 2.37 225 2,17 210 2.04
3072 3,07 2.68 2,45 2.29 2.17 2,09 2,02 195

3.00 2.60 2.7 2.1 2,10, 2.01 H.w..a . .1.88

3.8
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CUADRO D.6 RESUMEN DE REACTIVOS PARA TRATAMIENTO ENZIMATICO

% p/v Crema de Papaina Isopropancl Cloruro de

levadura {g) {ml) sodio (g)

(g) 0.04% p/p 0.5 % v/v 3.5 g/L
30.0 99.00 0.0396 1.65 1.1550
35.0 115.50 0.0462 1.65 1.1550
37.5 123.75 0.0495 1.65 1.1550
40.0 132.00 0.0528 1.65 1.1550
42.5 140.25 0.0561 1.65 1.1550
45.0 148.50 0.0584 1.65 1.1550
50.0 165.00 0.0660 1.65 1.1550
60.0 188.00 0.0792 1.65 1.1550
70.0 231.00 0.0924 1.65 1.1550

En todos los casos se agrega amortiguador de fosfatos de pH
6.2 hasta completar 330.ml se suspensidn.

Por ejemplo,

para una concentracién de levadura de 50% p/v

los reactivos a utilizar se calculan de la siguiente manera:

- Crema de levadura:

g de crema de levadura

X

330 ml de solucidn final

- Enzima papaina:

g de crema de levadura

g de papaina

165 g de crema de levadura

-~ Isopropanol:

g de papafina

ml de isopropanol

330 ml de solucidén final

ml de isopropanol

x 100

x 100

100

0.04% p/p

0.0660 g

0.5% v/v

1.65 ml
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~ Cloruro de sodio:
g de NaCl

x 100 3.5 g/L

330 ml de solucidn final

g de NacCl 1.75 g

- Amortiguador de fosfatos pH 6.2: ml necesarios para completar
330 ml de scolucidén final.



ANEXO E
DETERMINACION DE LAS ECUACIONES DE REGRESION PARA LA
I-EVALUACION DEL GRADO DE RUPTURA DE LA PARED CELULAR
DE Saccharomyces uvarum RESIDUAL DE CERVECERIA
EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE LEVADURA Y EL
TIEMPO DE AGITACION A VELOCIDAD CONSTANTE
APLICANDO EL PROGRAMA STATGRAPHICS V.2.6
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CUADRO E.1 RESULTADOS DEL MODELO DE AJUSTE No.1¥
PARA EL PORCENTAfE DE RUPTURA.

Variable independiente coeficiente error std, valar-t mivel sig.
EXP ¢ -1.59432E-30  2.9514E-39 -2.5738 0, 9244
c 0.235683  0.172305 1.3542 0,2000
t £5. 815764 1.94727 B.1220 0.0000
R-CUAB {Ad.} = 0.9839 S§E= B.757921 MHAE= 5.784584 DurbHat= 0.74!

15 abservaciones ajustadas, predic. calculadas para 0 val. ausentes de var. dep.

CUADRO E.Z2 RESULTADOS DE REGRESION PARA EL MODELO DE
AJUSTE No.1* PARA EL PORCENTAJE DE RUPTURA.

Hugero de’ Valores Valores Residuales % Desviacion

Dbservacion Observados Ajustados
i 55,0900 54.457% 11,4321 17. 6004
z 47,3400 5. 7947 10,7653 15.9344
3 89,4700 591314 16,3384 14,8818
5 £3.6200 a1.4679 2.15244 3.3833
K 50,2300 44,5972 T.0a280 11,0343
& 73.7800 70,2736 5. 50638 7.2663
7 81,2900 12,6109 B.67933 10,6772
B 71,0300 74,9473 -3, 91733 ~3. 5150
9 &6.4500 77.2833 -10.8333 -14.302%
10 6, 8800 40,3130 . 36704 0, 4029
1 854000 85,0894 -0, 68939 -0.8072
i2 92,4000 88,4252 I.97374 4.3006
13 84,9800 20,7631 -5.78309 -6, 8652
14 77.4100 93,0991 -15. 46891 -20. 2475
15 70,4100 76,3287 -5.91873 -8. 4041

SUK = [6.13683

No.1: 3R = A EXPC + BC + D T

Donde: %R porcentaje de ruptura de pared celular
concenfracion de levadura (% p/v)
tiempo de agitacidn (min)
constantes

nn

L=
nou
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FIGURA E.1 GRAFICA DE RESIDUOS PARA EL MODELO DE AJUSTE No.1¥

No.1:

PARA EL PORCENTAJE DE RUPTURA.

%R = A EXPC
Donde: %R =
C =

T:

A, B, D =

2

r- = 0.9859

+ BC+DT

porcentaje de ruptura de pared celular
concentracion de levadura (% p/v)
tiempo de agitacién (min)

constantes



CUADRO E.3 RESULTADOS DEL MODELO DE AJUSTE NO.Z*'PARA
EL. PORCENTAJE DE RUFPTURA.

Variable independiente coeficiente error std. valar-t  nivel sig.
T2 1,225903  0.1355%3 9. 0409 0.0000
g2 -0.03078  0.001667  -1B.4432 0. 0000
C 2.694778  0.124974 21,3627 0. 0000
R-CHAD (Ad.} = 0.9%7% SE= 3.493820¢ HAt= 2,804t46 DurbHat= 1,814

15 observaciones ajustadas, predic. calculadas para 0 val. ausentes de var. dep.

CUADRO E.4 RESULTADOS DE REGRESION PARA EL MODELO DE
AJUSTE NO.TX PARA EL PORCENTAJE DE RUPTURA.

Nueern de Valares Valpres Residuzles % Desviacion
[tbservacion Ohservados fijustados
i &6, (900 64,1744 1. 91537 2.8934
2 67,3600 59,5742 -2.01418 -2.9843
3 69.4700 48,8219 (+: 04808 0.9329
4 63.6200 61.9117 1,70834 2.4832
] 50.2500 48,8454 1. 40441 2.71932
& 73,7800 72,7537 302425 3.57908
7 B1.2%00 78,1575 3.13230 3.8335
8 71,0300 77,4032 -4, 37324 -8.9724
q 66,4300 70,4930 -4.04298 -6.0342
1o &0, 8800 57,4247 3.45329 5.4723
i3l 83,4000 83.7837 1.61113 1.8854
12 52,4000 99,1906 3. 20938 3.4754
13 84,9800 f8.4354 -3.43637 -4, 0673
14 77.4100 21,5251 -4, 11610 -5.3173
13 70.4100 48,4358 1.95017 2.7497

SUM = 2,05240

X No.2: %R = A T2 + B 02 + D C
Donde: %R = porcentaje de ruptura de pared celular
C = concentracidén de levadura (% p/v)
T = tiempo de agitacidn (min)
A, B, D = constantes
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FPIGURA E.Z2 GRAFICA DE RESIDUOS PARA EL MODELO DE AJUSTE NO.Z*
PARA EL PORCENTAJE DE RUPTURA. r2 = 0.9979
2 2
K No.2: % AT +BC" +DC

porcentaje de ruptura de pared celular
tiempo de agitaciéon (min)
concentracién de levadura (% p/v)
constantes



S
CUADRO E.5 RESULTADOS DEL MODELO DE AJUSTE No.BXPARA
EL PORCENTAJE DE RUPTURA,.
Variahle independiente ceeticiente error std. valar-t nivel sig.
[z -0,023417  0.001847  -12.5732 0,0000
L 1,934072  0.182432 11.9178 8.0000
T 9.54416  0.879877 10,9633 0, 0000
R-CUAD {Ad.} = 6.9983 &E= 2.942049 MAE= 2.089921 DurbKat= 1,952
15 observariones ajustadas, predic. rcalculadas para 0 val. ausentes de var. dep.
——
CUADRO E.6 RESULTADOS DE REGRESTON PARA EL MODELO DE
F ' AJUSTE No.B* PARA EL PORCENTAJE DE RUPTURA,
Hugero de Valores . Valores Residuales ¥ Desviacion
fhservacion bservadas Aiustados
t 66, 0500 43,9393 0.13073 0.2281
2 67.3600 48,9080 -1,34804 -1,9753
{ 3 89,4700 67,1934 2.27441 3.2
4 63,4200 40,7953 2.82484 44399
g 50.2500 . 497139 0, 53513 1.0649
b 75,7800 73.3834 §. 17457 0.25%4
7 Bi.2900 79.5522 2.73780 3.347%
8 71,0300 76,8376 -5. 80755 -8,1762
9 65,4500 70,4395 -3, 98950 -4,0038
10 50,8800 59.3380 1,52197 2.5000
t1 3. 4000 63,2274 0, 17241 0,7019
2 92,4000 §A.1944 4,20354 4,544
13 84,9800 BA. 4817 -1,50171 -1.7601
14 77,4100 B0.4837 -2,67345 -3.453%
15 70,4109 49, (0122 {.46781 1.9994
SUM = 0.70787
X No.3: %R=A02+BC+DT
1 Donde: %R = porcentaje de ruptura de pared celular
C = concentracidn de levadura (% p/v)
T = tiempo de agitacidén (min)
A, B, D = constantes
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FIGURA E.3 GRAFICA DE RESIDUOS PARA EL MODELO DE AJUSTE NO.3*

PARA EL PORCENTAJE DE RUPTURA. r2 = 0.9985

BC+ DT

porcentaje de ruptura de pared celular
concentracién de levadura (% p/v)
tiempo de agitacidén (min)

constantes
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—— CUADRO E.7 RESULTADOS DEL MODELO DE AJUSTE No.j*PARA
EL PORCENTAJE DE RUPTURA CON DCS DATOS .
RECHAZADOS ‘
Variable independiente coeficiente error std, valor-t  nivel sig.
g2 -0.024131  0.00138%  -17.8879 {t. 0000
€ 2.012696  0.118928 16,9240 0, 0080
T 9.374M8  0.837282 14,7105 0, 0000
R-CURD {AJ.} = 0.9992 SE= 2. 116B37 HRE= 1.303268 Durblat= 2.120
1% ohservaciones ajustadas, predic. calculadas para 0 val, ausentes de var. dep.
—
CUADRO E.8 RESULTADOS DE REGRESION PARA EL MODELO DE
AJUSTE No.jKPARA EL, PORCENTAJE DE RUPTURA
CON DOS DATOS RECHAZADCS.
Humero de Valores Valares Residuales % Desviacion
Observacion Observados fijustados
f 65,0900 6. 7871 -0, 497135 -1.0348
2 &7.9500 10.0224 -2, 46245 -3. 6448
e—— 3 49,4700 48,4314 1. 03844 1.4%48
3 £3.4200 62,0145 1,40552 2.5236
5 50,2500 0.7712 -0,52122 -1.0373
& 73.7800 74,1419 -0.38186 . -0.303%
7 81,2903 79.3972 1,892835 2.3283
8 50,8800 60, 1459 9. 73407 1,2058
9 " B5.4800 B5.5344 -0, 13634 -0. 1599
i 92,4000 BB.7719 I.42814 3.7264
1 84, 7800 87.1810 -2.20097 -2, 5900
12 77,4100 80,7437 -1, 35399 -4,332%
13 70,4100 69,5206 0.88934 1, 2631
SUM = 0.03427
X No.3: %R = A C2 + BC+DT
Donde: %R = porcentaje de ruptura de pared celular
C = concentracién de levadura (% p/v)
et . . . - .
T = tiempo de agitacidn (min)
A, B, D.= constantes
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FIGURA E.4 GRAFICA DE RESIDUOS PARA EL MODELO DE AJUSTE NO.ng

PARA EL PORCENTAJE DE RUPTURA CON DOS DATOS RECHA-

ZADOS. r? = 0.9992

BC+DT

porcentaje de ruptura de pared celular
concentracién de levadura (% p/v)
tiempo de agitacidn (min)

constantes
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ANEXO F
PORCENTAJE DE RUPTURA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION
DE LEVADURA A 5 min DE AGIT].XCION UTILIZANDO EL PROGRAMA
DE COMPUTADOR TBLCURVE



CUADRO F.1 CALCULO DEL COEFICIENTE DE CORRELACION PARA
EL MEJOR MODELO DE AJUSTE BIDIMENSIONAL CON

5 min DE AGITACION.

ip/v % ruptura
H Y Yo 0D
.00 0.00 -6,0011 0,90
30.00  B5.08 85,2070 -0.19
30.00 83.63 85.2670  -l1.82

35.00 85,14 88.4726  -3.33
35.00 B7.37 88,4726 -L.10
35.00 B7.34 88.4726 -1.43
35.00  B9.20 #88.4726 0.73
9 40,00 9150 89.0482 2.43
10 40,00 92,58 89.0482 3.50
11 40,00  93.15 89.0482 4,10
12 40,00 91,22 B9.04B2 217
13 45.00 83,63 @7.5682  -3.94
14 45,00 8495 B7.54B2  -0.42
t5 45,00 85.45 87.5482  -1.12
16 45.00  BA.24 B7.0882  -3.33
{7 50,00 B4.99 84.6320  -0.04
18 50.00 84,32 BAE30  -0.11
19 30.00  65.84 84.4320 1,21
20 40,00 79.32 76,8393 2.48
21 40,00 T3.67 76,8393 -LAT
2 60,00  79.24 76,8393 2.40
23 70,00 70.80 70.3834 0.02
24 70,00 70.93 70.3834 0.35
29 70,00 %71 70.5834  -0.87

OO g O~ LA b Ol B e

sug y = 2012,3b
n=23

Ye=sug ¥ /= BO.4944

sun (Y-Ye) 2= 7.23 2

sum {Y-Ya) * 2= 7799.02 r2

-
1]

Donde:  x = Cancentracion {% p/v)
¥ = ¥ de ruptura (experieental)
Yc = ¥ ruptura (prediccion)

B = diferencia {¥ - Yc)

nusero de observaciones

=
n

coeficiente de correlacion

-
1]

30.00  87.47 85,2670 220

(Y-Yo)*2 (Y-Ym)*2

0.00
0.03
261
4.83
1.1
1.22
1.23
6.533
.01
12,26
16.82
4.72
153,51
0.38
4.49
11.08
0.00
0.01

1!4\5 *

6,15
10,04
5.7b
0.00
0.12
.74

{ - C17.23 7 7799.02 )

0.784969

0.992434

6479.33
21,03
9.9
48,64
21,38
.27
45.86
7579
121.12
145.34
160, 16
115.04
9.83
§1.47
24,56
14.03
16.77
16.21
28.38
1.38
46,97
1.57
97,90
71.48
114.30

r*2 = 1 - EsualY-Yc)*2/sum(Y-Ye) 2]
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CUADRO F.2 ANALISIS ESTADISTICO PARA EL MEJOR 124

MODELO DE AJUSTE BIDIMENSIONAL CON
5 min DE AGITACION.

TebleCurve Nuperical Suemary fpr 13,1994 5:43 P
Description: RUPTURA

Y-Y Table 3ize: 25 Active Feinlst 20

¥ Variable: CONCENTRACION

Y Variable: % DE RUPTURA

File Source: SILVIAL.FRN
Rank | Egn 2383 y=atbxBRRTx+cx2+dx250RTx

r2 Copf Det DF Adj r2 Fit 5%d Err F-value
0,38496590799  0.9819823959  2.3626R98527  458.7066872%

Parg Value Std Error t-value 95% Confidence Limifs

g 0.00001271  2.353845241 4,73832e-07 -4,8972896  4.B37435014
b 2.6013%9024 0,:29229617 20.130052365 2.332523436 Z2.870272612
¢ -0,53882487 0,03364706¢ -16,0140233 ~-0,50883055 -0.4538191%
d  0.02B9E0777 9.002238443 12,93791358 0.024302%F  ¢.03361BOS3

firea Xrin-Yoax

4799, 3794141

Function min  ¥-Value Function max  %-Value

70.3847485%41 70 89,122906447  38,704731742

st Detiv min X-Value st Deriv mex {-Value

-0.80939546F  55.836434934  4.13B29196%  5.6764082732

2nd Deriv min K-Yalue Ind Deriv max X-Value

-0, 157020316 17,982534311  0.064182417%

Soln Vector  Covar Hatrix

GaussElim LUtDecomp

r2 Coef Det  DF fdj ¢2 Fit 544 Err

0.9343690799  0.9R19828339  2,36266%8627

Seurce  Sum of Sguares F Hean Square P
2560, 5965 458.707

Error 117.22639 T.oB2208Y

b
Regr 7681.783%6 3
3
Total 7795.016 2

T —

¥ Variable: CONCENTRACION

fmin: 0 Inax: 70 Yranges 70
fmean: 44.4 fstd: 15,367059238 Xmedian: 45
i8Y¥zin: 0 i8¥max: 40 i&¥range: 40

Y Variable:s % DE RUPTURA

irin: O Yeax! 323,437 Yrange: 93.13
~Ymean: 80,4344 Ystds 18,026619225 VYpedian: §5.08
Y&Xrin: 0 Yé¥max: 87,71 Yé¥range: 69.71



CUADRO F.3 RESULTADOS DE REGRESION PARA EL MODELO DE
AJUSTE BIDIMENSIONAL PARA EI. PORCENTAJE DE
RUPTURA CON 5 min DE AGITACION.

RUPTURR
Page 1

T = O LN B L3 S e

B Y R RS RS D) e o e e e e s e e e
O e €O B = S D O ] O LA B B B e D )

X-Value
0
20
30
30
35
35
35
Bh)
40
40
40
40
45
45
43,
43
2l
30
30
)
&0
60
70
70
70

Y-Yalue
il
85.08
33.65
B7.47
89.2
B7.37
87.34
8D, 14
32,53
93,15
91.22
1.5
86.93
85.45
84.24
83.63
84,39
85,84
34,32
719.4
79,32
73.87
70,93
70,6
69.71

Y-Predict

8,00011271
83.27344b1
85.273446!
83.2734461
83.4770714
88.4770714

88.4770714.

88.4770714
83, 030461
89, 050461
£9. 050461
89, 0500461
87.5684002
B87.5684002
87.5684002
§7.3684002
g4.56304784

B4, 5304284

84,6304284
76. 8367621
76.8367621
76.8367621
70.584748%
70.5847485
70,5847434

Fesidual
-0, 0001127

~(. 1534461

~1,58234461
2,19655368
0.72292862
-1, 1070714
=1 1370714
-3.3370714
3.439538%
4.0933389
2.163338%0
2.44953896
-0.6184002
-2,1184002
-3.37284002
-3. 9384002
-0, 0404284
1,20957159
-0, 1104284
2.40323789
2.48323789
-3, 1667621
0.34525106
(. 01525106
-0, 8747489

kesid}

0
-0.2273697
~1. 9407603
2.51120827
0.8104581
-1.267107
-1, 3018307
=3, 9195107
3.78124144
4.401008
2.378356886
2.67709175
-0, 7112136
-2.4791108
-3.9510924
-4, 1083151
-0.0477934
1,40910018
-0, 1306535
3.03285952
2. 130637593
-4.258077%
0.48674839
0.02160207
-1,25484
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CUADRO F.4 RESULTADOS PE REGRESION PARA EL MODELO DE
AJUSTE BIDIMENSIONAL PARA EL PORCENTAJE DE

RUPTURA
Page |

OO =~ N LA B G B = O

P B bt s pem b e s et b e e
i+~ E o I o u BN I = L ) QS - S FL B S T o . Y. ]

z2
23
24
73

RUPTURA CON 5 min DE- AGTITACION.

i-Value

30
30
30
35
33
3
35
40
40
40
40
43

45

43
45
30
30
50
60
60
&9
0
70
70

Y-Value
0
83.08
83,63
B7.47
85.2
B7.37
87.34
85.14
92.53
93.15
91,22

" 91,3

86,53
85,45
84,24
83.63
84.39
85.84

84,52

79.214
79.32
73.67
70.93
0.6

89.7!

Y-Predict

¢, 00011274
B5,27344k1
85, 2734451
85.2734461
§8,4770714
88.4770714
88.4770714

88, 4770714

89.050461

89, 050451

89, 050461

§9.050461

87.5694062
87.5684002
87.5684002
87.5684002
84,6304234
B4,£304784
846304234
76.6367621
76.8367621
76.8367621
70,5347483
70,5847489
70,5847489

957 Confidence Intvl

~4.85%726%
83.2936138
§3.2%38138
83.2938138
87.0211306
B7.0211306
87,0211506
87.0211306
37.9365294
87.8365294
B87.8565294
87.8363294
86, 2324454
86,2324434
g6.2324454
Bb. 2324404
33. 0086266
83, 0085268
83. 00856268
75.0579842
73.03749842
75.0579842
§7.8633832
67.6635832
§7.8633832

4,89749561
87.2530785
§7.2530785
B87.2530785
89,9329321
89,9329921
83.9329%21
89, 9329921
90, 2443927
90.2443927
90,2443927
90.2443527
98.904335

B88. 904353

88.904353

8. 904333

86.2522303
86. 12522303
96.2522303
78,6153401
78.6155401
78. 6135401

73.3059147

73.3055147
733033147
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CUADRO F.5 RESULTADOCS DE REGRESION PARA EL MODELQO DE
AJUSTE BIDIMENSIONAL PARA EL PORCENTAJE DE

RUPTURA
Page 1

L ~J O LA f G b e o

RUPTURA CON 5 min DE AGITACION.

¥-Yalue

30
30
30
38
33
35
35
40
40
40
40
43
45
43
43
30
30
36
&@
&0
&0
10
70
10

Y-¥alue
G
85,08
83.65
g7.47
8%.2
87.37
87.34
85, 14
32,053
93,15
91,22
91.5
86.95
85, 45
24.24
83.63
84.55%
g3.84
84,52
79,4
79,32
73.67
70,93
70,6
89,1

Y-Predict

0,00011271
B5.2734461
83.2734451
B5.2734461
88.4776714
88,4770714
83.4770714
B9.4770714
89.030451

B9, 05046l

89, 9504561

B9,030451

87.5684002
B7.55B40402
87.3684002
87.3684002
84.5304284
84.6304284
84,6304284
76.8367621
76.8367521
76.8367621
70,5847435%
70.5847489
70,534748%

55% Prediction Intvl

-b.7338267
78.57506214
74,974002!
79.574082!
83. 3002564
23, 3302364
83. 3502564
83. 3502564
83. 9918052
§2. 9318052
83.55918032
3.9518052
82.4743343
82.4743343
82,4743345
§2.4743543
734340522
74.45408622
74. 4540522
71.6030879
71.6030879
71.6090879
b, 9660353
£4, 9660953
B4 . 36560953

&, 9390021

90, 3726301
90.5729301
50, 5726301
93.5633863
43, 8036883
53.60:33863
53.0038863
84, 109185
94, 1091165
34, 1031169
94, 1095169
92.6824433
42,6624459
32.5824433
52.6624459
8%,8067947
B3.B067947
83, 8057347
82.0644362
82,4644363
82.0644363
£.2034026
£, 2034026
5. 7034028

[5

e R |

127



128

ANEXO G

DETERMINACION DEL RENDIMIENTC DE PRODUCCION
DE EXTRACTO DE LEVADURA



G.1 DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE PRODUCCION.

129

Para la determinacién del rendimiento promedio de produccidn

de extracto de levadura en % de extracto seco por crema de

levadura sin amortiguador, se calculdé el rendimiento de

lotes de produccidn (Cuadro 6.1).

10

Por ejemplo, considérese el lote niimero correlativo 5 del

cuadro 6.1, que resulta en un rendimiento de 8.59 %

Suspensidén de levadura 40 % p/v

Densidad de suspensidn de levadura 40 %

Suspensién de levadura 40 % p/v :

288.4 g /(1.02 g/ml)

Crema de levadura sin amortiguador :

288.4 g
1.02 g/ml

ml de susp.

282.7 ml 5 0.4 (g crema/ml susp.)= 113.1 g de crema

Extracto de levadura seco recuperado

Rendimiento :

(9.7139 g ext. seco / 113.1 g de crema) , 100 =

9.7139 g
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ANEXO H

ANALISTIS SUGERIDOS PARA LA EVALUACICN DE LA
CALIDAD DEL PRODUCTO
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CUADRO H.1 ANALISIS PROXIMAL SUGERIDD PARA EVALUAR
LA CALIDAD DEL EXTRACTO OBTENIDO A
PARTIR DE S, uvarums,
Analisis PROCEDIMIENTO O FUNDAMENTD Y COMENTARIO
METODO

Humnedad Indirecto Humedad es la cantidad de agua
perdida por la evaporacidn
debida al calor. La pérdida de
peso es la medida del contenido

. de humedad.

Cenizas Calcinacidén La muestra se incinera para
guemar el material orgdnico, el
material inorgdnico gue no se
destruye a esta temperatura se
le llama ceniza .

Proteina cruda Kjendahl El contenido de nitrdgeno total

esta relacionado con la proteina
contenida en la muestra., Se
calcula por %Prot.= % Nx f ,
donde f = 6.25

Grasa cruda o
Extracto etereo

Extraccion con
eter de
petroleo

Bl solvente organico se evapora

y luego condensa sobre la muestra
y extrae la grasa gue contiene,
Muestra seca mejora la accidédn del
disolvente.

Extracto libre
de aitrogeno.

Diferencia de
todos los
anteriores.

BEs una categoria del sistema
Weende gque se encuentra por
diferencia. ELN = 100-(ceniza
+ extracto etéreo + proteina
+ fibra).

BATEMAN, 1970.




CUADRO H.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO SUGERIDOS PARA
EVALUAR LA CALIDAD DEL EXTRACTO OBTENI-

NIDO A PARTIR DE S. uvarum.

ANALISIS

PROCEDIMIENTO O
METODO

FUNDAMENTO Y COMENTARIO

Escherichia
coli

Determinacion
del numero mas
probable.

NMP consiste ea prueba
presuntiva con caldo
lauril triptosa; si la
prueba es gas (+), se
siembra en caldo EC,

si es gas (+) se hace
confirmacidn de E. coli
sobre medio sélido eosina
y azul de metileno. La
formacidén de colonias con
brillo metalico es prueba
(+) de E. coli.

Salmonella

Deteccion de
Salmonella

Se basa en un preeanri-
guecimiento en medio
1iguido no selectivo,

a partir del cual se sub-
cultiva en medio selectivo
1igquido que es inoculado
en medio sdélido selectivo.

Conteo estandar
en cajas.

Recuento
aerdbhico de
placa.

Se supone que las células
gue contienen una muestra
mezclada con un medio de
agar forman, c¢/u ,colonias
visibles y separadas.

FAO, 1982.

132



CUADRO H.3 ANALISIS DE VITAMINAS SUGERIDOS PARA
EVALUAR LA CALIDAD DEL EXTRACTO OBTENI-
DO A PARTIR DE S. uvarum.

133

ANALISIS

PROCEDIMIENTO O
METODO

FUNDAMENTO Y COMENTARIO

Tiamina (B1)

Fluorométrico

Se basa en la oxidacion de
tiamina a tiocromo, que

se da en sclucidn alcalina
dando al producto una
intensa fluorescencia azul.

Riboflavina (3B2)

Fluorométrico

La fluorescencia amarillo
verdosa de la riboflavina

a la luz ultravioleta
depende de la concentracidn
y pH de la solucién,
habitualmente pH entre 3 ¥y
5, pues en este rango la
intensidad de la fluores-
cencia es coastante y depende
sdlo de la cantida de
riboflavina.

Piridoxina (B6)

Fluorometrico

Se basa en las oxidacidn
de la piridoxina y piri-
doxal a acido 4-piridoxico
con KMnO4,

La lactona de este acido
presenta fluorescencia
azulada en solucidn salina.

Niacina

Determinacidn
de acido
nicotinico
total.

La nicotinamida y el acido
nicotinico en productos
naturales se hidrolizan
con dcido sulfurico. E1
anillo piridinico del
acido nicotinico liberado
por hidrdlisis se abre
como bromuro de ciandgeno.
El producto de escicidn

se copula con acido sulfa-
nilico y da un colorante
amarillo de polimetina

que se mide a 436 nn.

STROBECKER, 1967.
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ANEXO I

REPORTES DE LOS LABORATORIOS DE SERVICIO PARA
EVALUAR LA CALIDAD DEL PRODUCTO



URIVERSIDAD DE EL SALVASUL
FACULTAD DE CIEMCIAS AGROBOGIONS
UNIDAD DE QUINLCA

ANALISTLS

Cludad Universitaria. 2

5RO0MATOLOGICS

_ﬁgshilleres

§ilvia Cuellar, anibal Erazo ¥

Marlene Vaquerano.

da

Febrero

de 19 94

Presente.
Por este medio le informo sobre los resultados obtenidos en nuescro lawvoracorio de las siguiences muestras.
WYoae icencificacidn de lia dumedad Cenizas EXCI3CLo Procelnas ribra Carbohidracos Fosforo Calcio
Lat. ouastra. Etareo Cruda
- % 3 Z 4 i k4 z A
T
T i1 LEVADURA SECA 8.35 16.44 0.00 11.55 0.00 6.83 0.0516
12 _LEVADURA FRESCA 64,38
. i - I
]
1
| | i
| 2 '
OTKAS DETERAINACIUWES U OBSZRVACIONES DEL LABORATORIO: '*uaroohidratcs por diferenc¢a= BO (ZCenizas+iE.E.+ZFibra Cruda+iProceinas)
Macl = 0.73 - _ o
UU vo se encontro al’ haccr cL analibis. {Exrzac o't§_>; Ty FL 'iﬁ&%l____ _::::'Tj_ N
oS y Fibra G S— o~
/,-\/« R f'-:- —_—— ¢ (,‘
: 27 S emin g . YA W/
P c S A=
T efe de la Unidad <2 quxﬂi 57. -, .. “ Responsable de anilisis.-
b feznpnt v £ ___._'Z.'.‘.r_.'....'..:..m_ ——
Agcibide.

SElL
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Apartado Postal (01) 168 - Teléfono 734400, Fax 731010. Autopista Sur - 8an ‘.Salvador, El Salvador, C. A.

22 de Marzo de 1994

Sefiores
Estudiantes U,E.S.

Presente.-
Att: Srita. Silvia Margarita Cugllar

Estimados seflores:

Por medio de la presente les informo sobre los resultados obtenidos en anili-
sis realizados en una muestra de crema de levadura y uma muestra de extracto
de levadura, por ustedes proporcionada a este laboratorio.

RESULTADOS

Crema de levaduras:

Humedad: 60.8 %
Grasa: 0.08 %
Ceniza: 0.7 %
Proteina: 14.3 %
Carbohidratos
por diferencia: 24.12 %
Fibra cruda: 0.6 %
Extracto de levadura:
Humedad: 6.5 %
Ceniza: 16.4 %
Proteina: 10.8 %

8in otro particular, me es grato saludarle,

Atentamente, JENCERPS
%

/%é /' 9:" %‘é»
c‘-: rem———— ¥

\/%f 2 UCA
£

Ing. Yolanda Ramirez de Montenegro
Laboratorio de Servicio de Qui- N
mica Agricola.- e

/1vm,
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— LABORATORIO DE CONTROL De CALIDAD
S ESPECIALIDADES MICARORIOLOGICAS INDUSTRIALES oV
M ‘ANALISIS MICROBIOLOGICOS-CONSULTORIA

l S.ADECV San Salvador, 3 de Eneno de 7994

Seronita
SILVIA CUELLAR
Presente

Estimade Snita, Cuellan:
Pon este medio estamos nemitiendole fLos résuwliados de

l\-
Los andlisis microbioldgicos efecluados en uan muestra:
Pluestina Extracto de Levadura
Aparniencia Polvo amanillo con
pequenas particulas
negnas
Recuento total de
Lactenias aenblicas 765
mesblilas, ufe/ g
Eschenichia coli 0
ufe pon gramo
Salmonella sp Negativa
Conclisibn La muestra neune nequi
sitos de calidaed micro
—_— biolbgica
ufc: unidades formadoras de colonias.
Atentamente,
ESPECTALIDADES MICROBIOLOGICAS INDUSTRIALES, S.A. DE C,V,
' Regibics 2o B S 1
~ ol i
: ' ! .
| cicon, gy Lalonratonio de Investigacibn en
. " Alicrobiologia
_ Prop, Sociedst et Sy ! Bro, ELVIA HERENICE RUFZ0 BF OLIVA

SanS2ivader, Depto Son toivas IR I AT
: N seivaer | ko d. V. P, O, F, No, 124

CONDOMINIO CENTRO COMERCIAL 29
00 CALLE PONIENTE ¥ 11 AVENIDA NORTE N° 3-1, SAN.SALVADOR, €L SALWVADOR, C.A. TELEFONO 26-1242
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UNIVFRSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMNICA Y FARMACIA

DEPARTANENTO DE ANALISIS QUIMICO E INSTRUMENTAL

e x

INFORME DE ARALISIS

[t - (gaiiarost o B
sahrye comitn o comerclal de Inmmuectia o FoLrm “1’1':}':.1!&(:‘! we lote: I
EXIRACID DE LEVAIRA Mo tiee . il
‘.::. mbricﬁ;xtc H Prooson-iaz [a Sl B 1#%er 1+ dal Producto @
Br. Joofé Anibal
;Q.Iﬁmca, UES. Brazo
1 Ja Tofilinise @ s @ Frasoo de vidrio ireoioro
* om tapen de tosca. i
Droripoidn del Prixcto @ . .
Folw fim de color ¥ olor caracteristico.
DETERMINACIONES F5RCITICACIONES RESULTADOS

) Canlenitlo de vitamina Bl
(Tiamm)

45 meg/pran de extracto de Jevrhra

29,54 mog/gramo de extracto de
lelvahma.

Contenido de vitamina BG

b) (Pmct:mn)

30 g de By/pram de extracto de

levadura

9,75 mcg./gramo de extracto de
levarhira

voerveciones y Jonclusioner @

* Tézis de Lic. Inm Polaxo

y algmos equipos.

Pt

Pesiltatos obtenides en Ja mestra erviada al Laboratorio de Contpl de Calirlxl,
1as otras vitaminas no se cwmntificaron por falta de reactivos especﬂ' icos, corliciones de sequeidad para su monejo

cen: fie g‘/ &} e T ot S 1

e \* e I NV"\_‘I

LR QuiMIe
i "HH S[]E]!l ” 5 r; . o ‘l'"lllﬁ.'h}"& (/—J.}’étc .7
. f- ﬂ'm.u" :nm,:

'? U s "-?-')ra Gloria iinh Caldzrfn
2 " JERE [0, DETRIRTNIO
Andlisis Qufmico e Instrumental

N.

"}\'JJF-.;

s e ninis L

\.

\"' sm-l"‘
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ANEXO J

ANALISIS QUIMICOS DE LA LEVADURA RESIDUAL DE
DESTILERTA Y DEL- EXTRACTO OBTENIDO EXPERIMENTALMENTE
POR GAMERO et al., 1992
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CUADRO J.1 ANALISIS QUIMICOS DE LA LEVADURA RESIDUAL DE 140

DESTILERIA Y DEL EXTRACTO OBTENIDO EXPERIMEN-
TALMENTE (GAMERO et al., 1992).

LEVADURA | EXTRACTO EXTRACTO PRODUCIDOQ
AMALISIS RESIDUAL | PATRON ml me

Proximel (% p/p)

Humedad _ 74.87 3.68 4.69 8.15
Proteina (Nx6.25) 34.02 53.94 14.96 | 12.62
Extracto etéreo -- | - 0.05 -
Fibra cruds 0.79 . - 0.93 -
Carbohidratos 51.46 32.74 34.29 -

Cenizas 13.73 9.64 45.08 25.42

Minerales (% p/p)

Calcio 1.7800 0.5038 0.7095 | 0.6051

Fosforo 0.8730 2.1300 5.4700 | 0.1615
Hierro -. | - - 0.1173
Manganeso - - - 0.0140
Cobre : ' - - - 0.0123

Zine - ' - - (.0300




ANEXO K

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO DE AISLAMIENTO
PARA BACTERIAS ACETICAS
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CUADRO K.1 COMPOSICION DEL MEDPIO DE CULTIVO DE AISLAMIENTO
PARA BACTERIAS ACETICAS (DIAZ Y DIAZ, 1991).

Compuesto Gramos/litro
Carbonato de calcio® 9.0
Glucosab 36.0
Levadura® 7.5
Agar granulado 15.0
Alcohol etilico 2 % v/v

@ calidad reactivo

Glucosa comercial a 45

Levadura comercial

o

©

-

Be
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