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ABSTRACT, It was developed a method for the obtainment of baker yeast extract Saccharomyces cere-
visiee for bacteriology by studying the influence of different process’ parameters of the hydrolysis
(concentration of the hydrolytic agent, agitation speed and the necessity of the thermal treatment) on the
composition of the product. It was obtained a product with the following characteristics: amino nitrogen
2.8 %, total pitrogen 8.8 %, amino/total nitrogen relation 0.318 %, chloride content (as NaCl) 3.9 %, loss
on drying 3.1 % and pH 6.9. The results of the composition and growth promoting properties shows that
the obtained yeast extract could be successfully employed as nutrient base in different culture media for
the clinical diagnostic and quality control of water and food.
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RESUMEN. Se desarrollé un método de obtencién de extracto de levadura panadera Saccharomyces cere-
visiae con fines bacterioldgicos, sobre 1a base del estudio de la influencia de diferentes parimetros del pro-
ceso de hidrélisis (concentracién del agente hidrolizante, velocidad de agitacién y necesidad o no de apli-
car tratamiento térmico) sobre la composicién del producto final. Se alcanzaron los siguientes niveles de
los indices estudiados: contenido de nitrégeno aminico 2.8 %, nitrégeno total 8.8 %, relacién nitrégeno
aminico/nitrégeno total 0.318 %, contenido de cloruros (en forma de cloruro de sodio) 3.9 %, pérdida por
desecacién 3.1 % vy pH 6.9. Se demostré sobre la base del estudio de la composicién y propiedades favore-
cedoras del crecimiento microbiano, que el extracto de levadura obtenido puede ser empleado exitosamen-
te ¢n calidad de base nutritiva en diferentes medios de cultivo, para el diagnéstico clinico y control de la

calidad del agua y de los alimentos.

Palabras clave: levadura, extracto de levadura, Saccharomyces cerevisine, hidr6lisis, medios de cultivo

INTRODUCCION

En la actualidad, 1a obtencion de los hidrolizados y ex-
tractos proteicos tiene gran importancia para la elaboracién
de medios de cultivo, con vistas a su utilizacién en el dia-
gnostico clinico, veterinario y control de la calidad de
aguas, alimentos y medio ambiente. Con estos fines se uti-
lizan las proteinas convencionales y se buscan, a su vez,
otras alternativas.

Las proteinas de las levaduras constituyen una fuente
de obtencién de mezclas de aminodcidos y pequefios pépti-
dos.'*" Ademés de su valor proteico, son consideradas
como una excelente fuente de vitaminas del complejo B
como B, B, y niacina, y una de las mejores fuentes de er-
gozs.tse:'ol, ¢l cual por irradiacion se transforma en vitamina
D3

Para la obtencién de hidrolizados a partir de las levadu-
ras se utilizan, preferiblemente, los métodos bioquimicos
de hidrélisis tanto a través de Jas enzimas propias de las
células de las levaduras como de las enzimas proteoliticas
exogenas. > 1?

Para la obtencion de los hidrolizados enziméticos con

alto grado de hidrdlisis y el color claro alguenos autores re-
comiendan tratar las levaduras con soluciones acuosas al-
calinas débiles y el posterior tratamiento térmico antes del
proceso hidrolitico.'**

La desventaja de los autolizados de levadura radica en
muchos casos en su mds bajo rendimiente industrial con
respecto a la hidrolisis con enzimas exdgenas y la necesi-
dad de emplear levadura fresca activa.

El extracto de levadura, continda siendo un componen-
te indispensable de muchos de tos nuevos medios de culti-
vo que se desarrollan en la actualidad, tanto para la detec-
cién y enumeracion de contaminantes microbianos en ali-
mentos,"*? y muestras clinicas;'® en las técnicas biotec-
nolégicas,® incluyendo aquellas que comprenden el cultivo
de organismos manipulados genéticamente,”® y en los estu-
dies fisioldgicos y taxondmicos de diferentes organis-
mos, por lo que su demanda crece en volumen de afto en
afio.

El objetivo de este trabajo consistié desarrollar un mé-
todo para la obtencién de extracto de levadura de Saccha-
romyces cerevisiae, su evaluacién organoléptica, fisico-
quimica y funcional, incluyendo el escalado industrial.
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METODOLOGIA

En el trabajo se utilizé la levadura panadera S. cerevi-
sige fresca o conservada en refrigeracién a temperatura de
8 a 12°C por no més de 13 dias, con un contenido de séli-
dos totales del 28 al 32 % y nitrégeno total del 1.8 al 2.2%.

Como agente hidrolitico se utilizd la enzima papaina de

800 TU de la firma Byocatalysts (Ingtaterra).
Se aplico el disefio experimental completamente aleatori-
zado segim el plan factorial 2, a fin de evaluar el efecto de
las tres variables independientes estudiadas (concentracion
del agente hidrolizante, velocidad de agitacién y la necesi-
dad o no de aplicar el tratamiento térmico) sobre los valo-
res de las variables dependientes: nitrégeno aminico {N,,),
nitrégeno total (N,), y relacién entre ambos (N,/N,), ex-
presada en porcentaje. Las determinaciones se realizaron
por triplicado, La matriz del plan factorial se muestra en la
tabla 1.

Teniende en cuenta los resultados del disefio experi-
mental se procedid a obtener el producto a escalas piloto (]
lote) e industrial (3 lotes en un reactor de 500 litros de ca-
pacidad, Ind. 1-3). Al producto obtenido en estas etapas se
le determinaron los principales indices fisico-quimicos. Se
estudic asf el crecimiento microbiano, expresado como el
mncremento de la absorbancia en el tiempo, empleando Es-
cherichia coli ATCC 25922, en un medio especialmente
disefiado al efecto, el cual contenia el extracto de levadura
al 2% (lote piloto), 0.5 % NaCl y 0.1 % de Na,HPQ,, pH
7.0 - 7.2, comparindola con las absorbancias de cultivos
crecidos en un medio formulado con extracto de levadura
de la firna BIOTECNICA (México),

Posteriormente se procedio a estudiar el incremento de
la absorbancia en el tiempo para E. coli ATCC 25922, para
las mezclas de extractos de levadura BioCen y BIOTEC-
NICA, con Peptona Bacteriolégica BioCen (lote 7016)
(BCPB y BTPB respectivamente). Las mezclas se prepara-
ron en una refacion 5:3, al 2 %.

Tabla 1. Matriz del plan factorial

Extracto de Levadura de Saccharomyces cerevisiae

El analisis fisico-quimico comprendio la determinacion
del contenido de N, por el método de valoraciéon poten-
clométrica en presencia de formaldehido;'’ N, por el méto-
do de Kjeldahl, utilizando el sistema automético Kjeltec
System de la Firma TECATOR (Alemania);” la pérdida de
agua por desecacion (PD) por el método gravimétrico,'’
contenido de cloruros (Cl), en forma de clorure de sodio,
por ¢l método de Volhard,!” el pH se determiné a una solu-
cién del producto al 2% después de esterilizar en autoclave
a 121 °C por 15 min, por el método potenciométrico con
un pH-metro (PHM 83 AUTOCAL, Radiometer, Dinamar-
ca). La evaluacion funcional se realizé utilizando las
sigutentes cepas de la ATCC: E. coli 25922, Salmonella
typhimurium 14028, Stapiylococcus aureus 25923, Ente-
robacter aerogenes 13048, Streptococcus faecalis 29212,
Streptococcus  pyogenes 19615, Salmonella enteritidis
ATCC 13076 y Salmonella typhi ATCC 19430. Se inocu-
laron las diluciones seriadas y se realizd el recuento de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mililitro.2

En calidad de productos de referencia se emplearon el
Agar Extracto de Levadura, Agar Violeta Rojo Bilis y
Agar Verde Brillante de la firma OXOID (Inglaterra),

El tratamiento estadistico para el disefio experimental
(completamente aleatorizado) se realizd segin lo descrito
por Lopez.’ Se aplicd un analisis de varianza y en el caso
de existir diferencia entre las medias se aplico la prueba de
Duncan (p < 0.05). Se reportaron, adernds, los errores es-
tandar de las medias en los métodos de andlisis. Con los
resultados se procedié a adaptar un pelinomio del tipo:

Y= byt b X+ b Xptbs Xs+b 2 X, Xy t023 X0 X5 +b 15X
X3 +h 23X Xy X5

Los coeficientes b, del polinomio fueron hallados me-
diante la expresion:

B =(X’X)"'X"Y, donde: Y ~ matriz de los resultados expe-
rimentales; X — matriz de las variables independientes.

La significancia de los coeficientes para p < 0.035 se de-
mostré mediante la prueba de Student. La adecuacion del

Variante Concentracion del agente Velocidad de agitacién Tratamiento témico
hidrolizante (X2) (X
(%)

1 -1 {0,375 g/kq) -1 (200 rpm) -1 {no}

2 1 (0,75 gfkg) -1 -1

3 -1 1 (1000 rpm) -1

4 1 1 -1

5 -1 -1 1 {si)

B 1 -1 1

7 -1 1 1

8 1 1 1
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Tabla 2. Resultados obtenidos en el disefio experimental del extracto de levadura himeda con papaina 800 TU

g

Nt (%)
9,67 % 0,17
10,14 £ 0,02
8,41 % 0,03
9,29+0,11
10,70 £ 0,02
11,04 £ 0,01
10,67 £ 0,01
10,67 £0,05

o =~ o otn B L N -

Nan (%) Relacion NawN: (%)
341+ 0,00 35,3
3,73+0,00 36,8
3,58 +0,08 428
3731007 40,2
3,25 + 0,06 30,4
3,54 + 0,05 32,1
3,07 + 0,06 28,8
3,32+ 0,00 31,1

modelo se detectd mediante la prueba de Fisher. Para todo
el tratamiento estadistico se emple6 el paquete estadistico
“Statistica 6, de StatScft, Inc. (EU).

RESULTADOS Y DISCUSION

El disefio experimental 2° arrojé los resultados que se
observan en la tabla 2.

A estos resultados se les aplicé el tratamiento estadisti-
co para determinar la influencia de las variables estudiadas
sobre los principales indices de calidad en el producto y se
lograron las siguientes ecuaciones de regresion:

Para &l nitrbgeno aminico: Parz el nitrdgeno total:
Y =345 +0.25%4 -0.32% Y = 10.07 + 1.39%
Analizando los resultados obtenidos se llegd a la con-

clusién de que sobre el nitrégeno aminico influyeron dos
de las variables estudiadas: cantidad de papaina y trata-
miento térmico. A su vez, entre ellas la mayor influencia la
gjerce la variable X; (sin tratamiento témico), seguida de
X, (0.75 g de papaina/kg de sustrato). Sobre el indice de
nitrégeno total solo ejerce influencia la variable X,
(tratamiento térmico).

Para todas las variantes la refacién N,,/N; presentd va-
lores caracteristicos de la mayoria de Jos exiractos, aunque
los més elevados correspondieron a las variantes 1-4.

Estos hallazgos, permitieron, conjuntamente con la de-
terminacién de otros parimetros del proceso, disefiar el
método y la tecnologia de produccién del extracto de leva-
dura, tanto a escala piloto, como industrial.

La fig. 1 muestra los resultados obtenidos en la evalua-
cién fisico-quimica del extracto de levadura del lote piloto
y de los lotes industriales. En ella se puede observar que
los resultados del nitrégeno total se encuentran dentro de

PLOTO
nd. 1
nd. 2
nd. 3
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Fig. 2. Crecimiento de E. coli ATCC 25922 en medios con Fig. 3. Crecimiento de E. coli ATCC 25922 en medios de
diferentes ex- diferentes bases nutri-
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Fig. 4. Evaluacion del extracto de levadura en agar extracto de levadura.
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Fig. 5. Evaluacitn del extracto de levadura en el Agar Violeta Rojo Bilis
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Fig. 6. Evaluacién del extracto de levadura en el Agar Verde Brillante

los margenes que recomienda la USP XX112! El nitroge-
no aminico en todos los casos es mayor de 2,5 %
(especificacién de calidad de BioCen). Los valores de clo-
ruros son inferiores al 15 % recomendado por Barrow,’
como limite miximo permisible para los extractos de leva-
dura de uso en microbiologia. La pérdida de humedad por
desecacion también presenta valores acordes a lo recomen-
dado por la USP y el pH se acerca a la neutralidad, tal co-
mo es comin en estos productos.

El crecimiento de E. coli (absorbancia a 640 nm) en el
medio formulado con extracto de levadura BioCen (lote
piloto) (BC) y BIOTECNICA (BT) se muestran en la fig.
2.

Como se puede observar en la fig. 2, el crecimiento de
E. coli en el Extracto de Levadura BioCen no presenta, en
general, diferencias con respecto al crecimiento de este
microorganismo en el extracto de referencia, sobre todo en
las tiltimas horas analizadas no se encontr6 diferencia sig-
nificativa alguna.

La fig. 3 muestra los resultados de la medicién de la
absorbancia de un cultivo de E. coli en medios de cultivo
formulados con diferentes mezclas de extractos de levadu-
ra BioCen y BIOTECNICA con la Peptona Bacteriologica
Z BioCen.

Se aprecia en la fig. 3, que los mejores resultados del
crecimiento de E. coli ATCC 25922 correspondieron a la
variante que previé el empleo de la mezcla de Peptona
Bacterioldgica Z BioCen con el Extracto de Levadura Bio-
Cen y es comparable e! correspondiente a la mezcla de
Peptona Bacterioldgica Z y el Extracto de Levadura BIO-
TECNICA, lo que demuestra que el extracto de levadura
obtenido por la tecnologfa desarrollada en BioCen cumple
con los requerimientos de este tipo de suplemento nutricio-
nal para el cultivo de microorganismos.

Los resultados de la evaluacién del extracto de levadu-
ra en los medios de cultivo se muestran en las fig. 4-6.

El Agar Extracto de Levadura es un medio para el cul-
tivo de levaduras y mohos. En la fig. 4 se puede apreciar

como a concentraciones muy bajas (dilucién 10°), los mi-
croorganismos inoculados crecieron en ¢l medio. En el ca-
so de S. fyphimurium y 8. foecalis se detectd un mayor cre-
cimiento con respecto al medio control y en el caso de E.
coli, resulté muy semejante al del control, lo que demues-
tra la efectividad y alta sensibilidad analitica del medio
experimental formulado con el extracto de levadura Bio-
Cen.

En la fig. 5 se muestra que la selectividad del medio
Agar Violeta Rojo Bilis no se ve afectada por el empleo
del extracto de levadura BioCen. Se pudo advertir la in-
hibicién de S. aureus, que es una especie Gram positiva, a
una baja dilucién (10"}, tanto para el medio control como
para el experimental, mientras que E. coli y E. aerogenes,
organismos Gram negativos que deben crecer en €l medio,
lo hicieron de forma muy similar, tanto en el medio experi-
mental, como en el control.

En la fig. 6 se observa que el crecimiento de los dos
organismos que deben crecer (S. fyphimurium y S. enteriti-
dis) fue similar, tanto para el medio control, como para el
piloto, ocurriendo esto a altas diluciones, lo que permite
apreciar la elevada capacidad del medio de promover el
crecimiento microbiano. En el caso de los controles negati-
vos (E. coli y S. typhi), éstos fueron inhibidos a diluciones
de 10", resultados que demuestran la adecuada selectivi-
dad del medio.

CONCLUSIONES

Se desarrollé un método de obtencién de extracto de
levadura S cerevisiae, empleando papaina como agente
hidrolizante, permitiendo alcanzar niveles de nitrégeno
aminico y total, asi como valores del pH, contenido de clo-
ruros y de humedad, caracteristicos de los extractos de le-
vadura empleados en la elaboracion de medios de cultivo
para el diagndstico microbiologico.

Se comprob6, que los medios de cultivo formulados
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con el extracto de levadura BioCen se comportaron de ma-
nera similar a los medios preparados en el laboratorio con
extracto de levadura BIOTECNICA, y a los medios obteni-
dos a escala comercial por otras firmas,

Se demostré la alta capacidad para promover el crecimien-
to del extracto de levadura BioCen (alta sensibilidad analf-
tica) y su no interferencia en las caracteristicas selectivas
de los medios.
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