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ABSTRACT. The growth of K. fragilis cclls yeast on pilot plant scale
and the using of heat treatment with ammonium hydroxide for lowering
nucleic acid content is reported in this work. Growth rates from 0,65
to 0,71 h-1 werc obtained. Under these conditions the biomass obtained
presented a nucleic acid conient of 1208 + 0,52, During the treatment
with ammonium hvdroxide 4,5% at 65°C during 30 minutes, a nucleic
acid reduction of aproximately 90% (it means a [inal nucleic acid con-
centration of 1,2%) with losses of biomass and proteins of 30% and 20%,
respectivelv. By compare results under similar conditions with S. ce-
revisiae cells yeast, higher losses of proteins and biomass arc observed.
To all appearance duc to the smaller resistant of its cell wall.

RESUMEN. En estc trabajo se presenta el crccimiento de la levadura
K. fragilis a nivel de planta piloto, asi como el empleo de un trata-
raiento térmico en presencia de hidrdxido de amonio con el fin de
disminuir el contenido de acidos nucleicos. Se obtuvieron velocidades
de crecimiento de 065 a 0,71 h-'. Bajo estas condiciones la biomasa
obtenida presentd un contenido en acide nucleico de 12,08% = 0352.
Durante el iratamiento con hidréxido de amonio 4.53% a 65°C durante
30 minutos, se logrd una reduccion del contenido de acido nucleico. de
alrededor del 90% ({lo que equivale a una concentragion final de 1,2%?)
con pérdidas de biomasa y proteina de aproximadamente 30% v 20%,
respectivamente. Comparando resultados en igualdad de condiciones
con la levadura S. cerevisiae, se observan mayores pérdidas de proteina
y biomasa para la K. fragilis, debida al parecer a la menor resislencia
de su pared celular.

INTRODUCCION

La-utilizacién industrial de las ]evaduras para su emvleo en ]a ahmen-
tacion humana, previa disminucién de los dcidos nucleicos, es altarente
alraventc y por elio ha sido objeto de intenso estudic en los uItlmOS
15 afios" : -
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Mediante un tratamiento adecuado es posible obtener un producto pro-
teico de mejor calidad por la eliminacién misma de los acidos nucleicos
v ademas porque el método de extraccion tiene algunas posibilidades de
aumentar la digestibilidad de la proteina microbiana y mejora las carac-
teristicas funcionales de los alimentos donde son afiadidos®.

En este trabajo se presenta el crecimiento de la cepa de levadura Kluve-
romyces fragilis, a nivel de planta piloto, asi como el empleo de un
tratamiento térmico en presencia de hidréxido de amonio a diferentes
concentraciones, con el fin de disminuir el contenido de acidos nucleicos
en las mismas. Se comparan estos resultados con los obtenidos anterior-
mente para la levadura panadera.

MATERIALES Y METODOS

El crecimiento de la levadura (K. fragilis) se llevé a cabo en forma esca-
lonada desde el nivel de zaranda hasta un fermentador de 1 m® adicio-
nando la miel en ctapas, a fin de obtener las mayores ve10c1dades de
crecimiento.

Se empleé medio miel con 2% de azicares reductores, suplementado
con SOs(NH.), 1,6 g/I, PO.H(NHs)» 1,08 g/l y urea 0,73 g/l. Las sales
utilizadas fueron de calidad comercial, simulando en todos los aspectos
las condiciones industriales.

La fermentacién se llevé a cabo a 34°C, pH 4,0, aire 0.93 vvm y 200 rpm.

El crecimiento del microorganismo se siguié por conteo en camara a
diferentes tiempos. Al final de la fase exponencial de crecimiento, la
biomasa obtenida se centrifugd y se lavé una vez con agua corriente.

Esta biomasa fue tratada con hidroxido de amonio en concentraciones
de 0,33% a 9,2% (referido en base seca de levadura), con vista a reducir
el contenido de acidos nucleicos. El proceso se llevé a cabo en un termos-
tato, empleando como temperaturas de incubacién 65 y 70°C. Una vez
alcanzada la misma, la suspensién se mantuvo durante 30 minutos. Al
final del tratamiento se sacaron muestras para determinar masa seca
gravimétrica, % de dcidos nucleicos por el método de Rut* y % de pro-
teina por el método de Lowry®. A los sobrenadantes se les determiné
proteina por el métode anterior.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las Figs. 1 y 2 muestran las curvas de crecimiento obtenidas a escala de
100 litros y 1 m®. Como puede observarse las velocidades de crecimiento
obtenidas fueron de 0,65 h™' (r = 0,99) v 0,71 h'! (r — 0,98) respectiva-
mente, lo que implica tiempos de duplicacion de 1,06 horas vy 0,97 horas.
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Fig. 1. Curva de crecimiento de la cepa K. fragilis en fermentador de 100 litros
T = 34°C pH = 40 aire = 093 vvm
rpm = 200 n = 0,65 h!

La biomasa obtenida bajo estas condiciones presentd las caracteristicas
que pueden verse en la Tabia 1.
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Fig. 2. Curva de crecimiento de la cepa K. fragilis en fermentador de 1 m?
T = 34C " pH = 40 aire = 0,93 vvm
rpm == 200 u = 0,71 h-t

Como puede observarse en la Tabla, el contenido de dcidus nucleicos es
bastante alte, lo cual-era de esperar debido a que se trabajo a altas
velocidades de crecimiento (0,71 h™).
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TABLA I

Valores del ¢ de masa seca, % de proteina v Y de dcidos

nucleicos de la biomasa cbtenida

% Masa seca 23,16
% Acidos nucleicos 12,08

% Proteina (Lowry) 40,00

+

+ 0,28
0,52
1,00

I+

I+

En la Fig. 3 se muesiran los resultados obtenidos en cuanto al % de
reduccién de acidos nucleicos, el % de pérdidas de proteinas y el 9

de pérdidas de biomasa, para 'as dos temperaturas d

e incubacion em-

pleadas v a diferentes concentraciones de hidréxido de amonio. Como
se observa en la misma, utilizando una concentracién de amonio de 4,5%
a 65°C se obtiene una reduccign del contenido de 4cidos nucleicos de
alrededor del 90%, lo quz cquivale a un producto final con una concen-

tracion en acidos nucleicos de aproximadameznte 1,2%.
condiciones de iratamienioc mads endrgicas no influyen
la reduccién de los acidos nucleicos.

Es de-notar, que
notablemente en

CONC DE AMONID EN % BASE SECA DE LEVADURA
Fig. 3. Reduccién de dcidos nucleicos y pérdidas ‘de biomasa
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En cuanto a las pérdidas de proteina y biomasa con los tratamientos,
se observa un marcado incremento en éstas al aumentar la temperatura
de incubacién. Ademas, se observa que a 70°C, las pérdidas aumentan
considerablemente con los alimentos en la conceniracion de hidréxido
de amonio.

Es por itanto, conveniente, no aumentar la temperatura de incubacién
mas de 65°C, va que las pérdidas de biomasa y proteina son mucho ma-
yores y en cambio el aumento en la reduccion de los acidos nucleicos
no es apreciable. A 65°C y una concentracién de amonio de 4,5% se obtie-
nen pérdidas de biomasa y proteina de 30% y 20%, respectivamente.

La Fig. 4 presenia la comparacién de las cepas K. fragilis y S. cerevisiae
en cuanto a su comportamiento con el tratamiento térmico con hidréxido
de amonio.
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Fig. 4 Comparacion del comportamiento de las cepas K. fragiles (@) y S. cere-
visige () después de 30 minutos de tratamiento a 65°C con hidroxido de amonio
a diferentes conceniraciones

En €l caso de la levadura panadera (S. cerevisiae), la cual presenta un
contenido inicial de 4cidos nucleicos de aproximadamente 7% (debido
a las bajas velocidades de crecimiento a nivel industirial), tratada con
4,5% de amonio a 65°C, se obtuvo una reduccion de los acidos nucleicos
de aproximadamente un 80%, lo que representa un producto con un
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contenido final de dcidos nucleicos de aproximadamente 1,4%. Mientras
que, la K fragilis con una concentracién inicial de acidos nucleicos de
casi el doble (12,08%) en las mismas condiciones logré una concentracién
final similar.

Con relacién a las pérdidas de proteina y biomasa podemos observar en
la figura que la cepa K. fragilis presenta mayores por cientos de pérdidas,
siendo mayormente incrementados a medida que se aumenta la concen-
traciéon de amonio y la temperatura, La cepa S, cerevisiae presenta una
mayor resistencia al ataque del amonio, debido al parecer a la existencia
de una pared celular mucho mads resistente, como lo demuestran sus
menores pérdidas de proteina y biomasa, asi como su menor por ciento
de reduccion de los dcidos nucleicos.

De lo anterior, queda evidenciado la conveniencia de trabajar a una tem-
peratura mds baja, en el mismo rango de concentraciones de ameonio,
con la K. fragilis, a fin de minimizar las pérdidas de proteina y biomasa,
a la vez de economizar en el proceso técnico.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que: A velocida-
des de crecimiento altas, 0,65 hr! y 0,71 hr' como las obtenidas para la
cepa de levadura Kluveromyces fragilis, en condiciones de planta piloto,
corresponden valores también altos en el contenido de acidos nucleicos
(12,08%).

Durante el tratamiento con hidréxido de amonio quedé evidenciado que
temperaturas de 65°C y concentraciones de amonio de 4,5%, logran la
reduccidén de alrededor de un 90% de los dcidos nucleicos, con pérdidas
de proteina de alrededor de un 207 y un 30% de biomasa.

La comparacién de los resultados en igualdad de condiciones de la K.
fragilis con la S. cerevisiae, evidencia una menor resistencia de la pared
de la primera, lo cual explica el llegar a una concentracion final similar
de acidos nucleicos, a pesar de casi duplicar su contenido inicial. Este
efecto también se puso de manifiesto en las mayores pérdidas observadas
en biomasa y proteina.
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