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Resumen

Se midié la liberacién de diferentes fracciones de nitrégeno durante la hidrolisis écida
de células de levadura. Los resultados fueron analizados en términos de nitrégeno, l-lisi-

na y biomasa total solubilizadas bajo diferentes condiciones de tratamiento de tempera-
tura y concentracion de dacido.

A 90°C y acido sulfurico G,7 N se libera un total de 41 % de la biomasa a la solucién.
Respecto al nitrégeno total, se alcanzé una recuperacion de 43 % en los sobrenadantes.
Se demostrd que mas del 30 % del nitrégeno total solubilizado es liberado en los pri-
meros dos minutos.

De acuerdo con los resuitados de recuperacion y composicion final, el hidrolizado es
comparable con la mayoria de los autolizados reportados en la literautra.

Abstract

The relcase of different nitrogen fractions during the acid hydrolysis of yeast cells was
measured. Results are analysed in terms of nitrogen, IHysine and total biomass solubili-
sed under various treatment conditions of temperature and acid concentration.

At 90°C and 0,7 N sulphuric acid a 41 % of total biomass is released to the bulk of solu-
tion. In respect of total nitrogen, a 43 % of recovery in supernatant was achieved. It was
demonstrated that more than 30 % of total nitrogen leave the cells in the first 2 minutes.

According to recovery results and final composition the hydrolysate compares with most

autolysates reported in literature.

Introduccion

La mayoria de los procesos fermentati-
vos de cierta complejidad tecnolégica tie-
nen lugar en presencia de una fuente de
nitrégeno organico. E! proceso de produc-
cion de l-lisina requiere también de su-
ministros especificos de nitrégeno orgéni-
co' en forma de licor de maiz, leucina,
homoserina u otros aminodcidos.

La disponibilidad de hidrolizados de pro-
teinas como los de soya, pescado y otros
productos derivados de la levadura (auto-
lizado y extractos) para estos propdsitos
es fluctuante en los mercados internacio-
nales y posee por demas altos precios.
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La produccion de l-lisina que sé acome-
terd en nuestro pafs en el quinquenio pré-
ximo demandara de grandes voliimenes
de licor de maiz u otro sucedaneo de ca-
racteristicas similares.

En Cuba existe una industria de produc-
cion de levadura forrajera bien establecida
que puede satisfacer estas demandas
siempre que se suministre en la forma
adecuada.

La levadura tiene un alto valor nutricio-
nal limitado solamente por la pared celu-
lar que la hace poco digestible®. Se han
reportado numerosos métodos para remo-
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ver o romper la pared celular’® sin
embargo el éxito de cualquier proceso de
este tipo dependerd de obtener un eleva-
do rendimiento en un corto tiempo”.

Ei objetivo de este trabajo es el estudio
de la hidrélisis de levadura por medio &ci-
do y la optimizacién de este proceso.

Microorganismo

Se empleé Candida utilisis NRRL-Y-660
cultivada sobre mieles finales. La compo-
sicion de esta materia prima se ofrece en
la tabla 1.

Tabla 1. Composicion promedio de la levadura

utilizada
%,
Nitrégeno 8,35
Proteina Bruta 52,19
ARN 8,3
Lisina 4,02

Hidrdlisis dcida

El proceso se llevé a cabo con una sus-
pensién de células de 130 g/I con HeSO,
entre 0,026 y 0,7 N y calentado desde 60
hasta 90°C en diferentes intervalos de
tiempo a través de un disefio factorial
completo 2' y posteriormente un 3* Llas
muestras fueron neutralizadas con NaOH
antes de ser analizadas.

Andlisis quimico

Nitrégeno total: Se determiné segin Kjel-
dahl en un analizador automético Kjeltec
Auto 1030 (Tecator AB, Suecia)™.

ARN: Determinado segun Rut" en los
sedimentos después del tratamiento.

Lisina: Se realizé en un analizador auto-
mético de aminoacido KLA 5 (Hitachi LTD,
Japén) de doble columna®.

La materia seca inicial y final se deter-
miné por desecaciéon a 105°C durante 24
horas.

Disefio experimental

Los resultados obtenidos a través del
disefto dan lugar a los polinomios siguien-
tes:

MSS = 9,6738 + 0,08064T —0,02253A +
-+ 0,01046TA

NS = 2,1471 — 0,0045 T —0,134A 4
-+ 0,0028t - 0,0025 TA
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MS = 0,5559 — 0,0005T + 0,0569A —
— 0,00093TA

En todos los casos los anélisis se hicie-
ron por triplicado con el objetivo de obte-
ner un estimador de la dispersion interna
de la data,

A partir de la evaluacién de estos poli-
nomios se obtuvieron las superficies de
respuestas que aparecen en la figura 1.
Se evidencia de las mismas, que las dife-
rentes variables independientes del siste-
ma no influyen en el mismo sentido sobre
todas las respuestas analizadas.

La materia seca sofubilizada (MSS), que
es un indice integral de la accion del 4ci-
do sobre la biomasa, se ve influida mayor-
mente por las altas concentraciones de
acido. Se obtienen las mayores respues-
tas en el sentido del incremento del acido
y la temperatura.

El nitrégeno en sobrenadante (NS) se
ve afectado de manera similar, aunque en
menor medida, influyendo también mas
agudamente el acido que la temperatura.

El nitrégeno total, incluye una parte im-
portante (= 10 %) de nitrégeno aminico.
Sin embargo es este ultimo el que se uti-
liza por las células del cultivo de interés
para la biosintesis del producto. Por esa
razén se siguié la liberacién de lisina al
medio que es una parte del anterior y
puede dar una medida de proporcion del
nitrégeno aminico.

La superficie obtenida presenta una for-
ma poco coincidente con las anteriores.
Se obtienen las mejores extracciones a
bajas temperaturas (= 60° C) disminuyen-
do las respuesta en la medida que aumen-
tamos esta variable que por demas es la
de mayor importancia. Los niveles de I-lisi-
na en el sobrenadante son extremadamen-
te bajos. Los valores mas altos son del
orden de 0,54 g/l, correspondientes al
12 % del total de lisina presente en la cé-
lula.

Este resultado es un indicador del po-
bre nivel de hidrdlisis alcanzado bajo es-
tas condiciones. Por tanto, es pertinente
variar los parametros de tratamiento a
través de un disefio factorial 3%

Antes de realizar estos experimentos se
llevé a cabo una cinética de hidrélisis en
el tiempo con el objetivo de definir la ver-
dadera influencia del tiempo a través de
la MSS. Los resultados se ilustran en la
figura 2.
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La reaccién es practicamente instanta-
23 nea entre el acido y la biomasa bajo las
condiciones establecidas. En un intervalo
2 10 de 2 minutos, méas del 30 % de la biomasa
& 68 se solubiliza, alcanzandose valores de
'-960 L 2 %o 16,25 g.[* min™ de materia seca disuelta
6% &8 5 7680 al sobrenadante. Entre 2 y 40 minutos la
TEMPERATURA velocidad de solubilizacién es 50 veces me-

nor obteniéndose como promedio sélo
0,32 g.~! min~'. Dado que el objetivo de
este trabajo es solubilizar la mayor canti-
dad de biomasa y por ende de nitrégeno
se tomé para el nuevo disefio factorial 3*
el valor de concentracién de 4acido 0,5 N
como nivel inferior, trabajando la tempe-
ratura entre 70 y 90° C.

Los polinomios obtenidos en este dise-
fo, una vez descodificadas las variables,
fueron los siguiente:

SUPERFICIE DE RESPUESTA

MSS = — 22,3875 + 04608 T -
+ 47,05A
MS = — 28917 + 0,0509 + 39 A

La evaluacién de los mismos generé la

TEMPERATURA superficie de respuestas que aparecen en
F16.") SUPERFICIES DE WESPUESTA PARA la figura 3.
'5‘,‘:’02';""“' VARIABLES ESTU- Tanto el nitrégeno como la biomasa to-
' tal experimentan un incremento superior a
40 U por ciento con relacién a los resulta-
DA~ gos cbtenidos en fos experimentos del fac

torial 2°.
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FIG.3 SUPERFICIES DE RESPUESTA
PARA LA MATERIA SECA Y EL
NITROGENO TOTAL SOLUBILIZA
DOS POR ACCION DEL ACIDO
SULFURICO
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El aumento de la temperatura y en par-
ticular del &acido ejercen una influencia
notable en los valores obtenidos como era
de esperar, en funcién de la mayor agresi-
vidad del medio.
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ElI NS se eleva desde 2,6 g.I"! correspon-
diente al 24 % de nitr6geno total presente
hasta 4,7 g.I7' que significa el 43 %. Los
resultados equiparan estos hidrolizados
con los extractos mas eficientes, desde
el punto de vista de composicién, que se
reportan en la literatura™®,

La MSS se eleva hasta 53 g./7!, es de-
cir el 41 % del total presente.

Conclusiones

® El tratamiento &acido en concentracio-
nes de 0,7 N de H.S0, y a temperatu-
ras de 90°C permite la solubilizacién
de la biomasa presente en el 41 % vy
43 % para el nitrégeno, con un tiemp
corto (de 2-5 minutos). :

* El hidrolizado obtenido a nivel de labo-
ratorio es comparable en términos de
composicion con los autolizados re-
portados en la literatura técnica.
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